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Resumen

Abstract

La adiccion a la cocaina es un trastorno crénico con un alto indice de
recaidas; por tanto, es prioritario entender los mecanismos neurales
implicados en la busqueda de la droga durante la recaida para
desarrollar farmacoterapias eficaces. El receptor metabotrépico 5
del glutamato (mGluRb) parece estar implicado en la reinstauracion
inducida por las claves asociadas a la cocaina. El objetivo principal
de este estudio fue profundizar en el papel del receptor mGluR5
en la recaida en el consumo de cocaina, evaluando el efecto del
MPEP, un modulador alostérico negativo del mGluRb5, sobre la
reinstauracion inducida por un priming de cocaina en el paradigma
del condicionamiento de la preferencia de lugar (CPL). Ratones OF1
(48 machos y 48 hembras) fueron condicionados en el paradigma
del CPL con cocaina (20 mg/kg) y expuestos a un programa de
extincion. Cuando la extincién de la preferencia condicionada fue
confirmada, se evalu6 la eficacia del MPEP (30 mg/kg) para bloquear
las sucesivas reinstauraciones mediante priming de cocaina en el CPL.
La administraciéon contingente de MPEP con la cocaina en el CPL
increment6 la conducta de busqueda de la droga y el nimero de
reinstauraciones. Ademas, la administraciéon solo de MPEP produjo
reinstauracion cruzada en el CPL inducido por cocaina. Por tanto, el
MPEP no solo no previno, sino que increment6 las reinstauraciones
de la preferencia condicionada inducida por priming de cocaina.
Estos resultados pueden ayudar a entender el papel del mGluRb5 en la
recaida al consumo de cocaina.

Palabras clave: MPEP; Cocaina; CPL; Reinstauracion; mGluRb5.

Cocaine addiction is a chronic disorder with high relapse rates;
therefore, understanding the neuronal mechanisms underlying
drug-seeking during relapse is a priority to develop targeted
pharmacotherapy. The metabotropic glutamate receptor 5 (mGluRb5)
seems to be involved in the reinstatement induced by cocaine-
associated cues. The main objective of the study was to evaluate the
efficacy of MPEP, a negative allosteric modulator of mGIluR5, in
attenuating or potentiating the reinstatement induced by priming
doses of cocaine in the CPP paradigm, ultimately to further knowledge
regarding the role of the mGIluR5 in relapse into cocaine abuse. OF1
mice (48 female and 48 male) were conditioned in the CPP paradigm
with cocaine (20 mg/kg) and were exposed to an extinction program.
We evaluated the efficacy of MPEP (30 mg/kg) in blocking the
successive cocaine-priming reinstatements in the CPP when extinction
of the conditioning preference was confirmed. MPEP did not block
the reinstatement of priming cocaine-induced CPP, but increased
the potential of cocaine for reinstating conditioning preference. The
contingent administration of MPEP with cocaine increased the drug-
seeking behaviour and the number of reinstatements with priming
doses of cocaine. Moreover, MPEP produced cross reinstatement of
cocaine-induced CPP. Rather than preventing the reinstatements of
conditioned preference induced by priming doses of cocaine, MPEP
increased them. These findings may help to understand the role of
mGluRb in the relapse into cocaine abuse.
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a adiccioén a la cocaina es un trastorno con tasas

de recaida altas (EMCDDA, 2016), y, a fecha de

hoy, no hay ningtin tratamiento aprobado para

su tratamiento. Entender los mecanismos neu-
ronales que subyacen la bisqueda de la droga durante la
recaida es prioritario para desarrollar farmacologia espe-
cifica para la prevencion (Georgiou et al., 2015; McRey-
nolds, Pena, Blacktop y Mantsch, 2014).

Estudios preclinicos y clinicos sugieren que la transmi-
sion glutamatérgica juega un papel importante en la bus-
queda de la droga y en la recaida al abuso (véase revisiones
de Cleva y Olive, 2012; Olive, 2009; Pomierny-Chamioto et
al., 2014). En particular, el receptor metabotrépico 5 del
glutamato (mGluRb) esta involucrado en la plasticidad si-
naptica (Brown et al., 2012; Schmidty Pierce, 2010), y se ha
sugerido que es necesario para la conducta de busqueda de
droga durante la recaida a la cocaina (Backstrom y Hyytia,
2006, 2007; Brown et al., 2012; Keck et al., 2014; Kumaresan
et al., 2009; Schmidt, Kimmey, Arreola y Pierce, 2015). Re-
cientemente, se han observado numerosas alteraciones en
la densidad y la afinidad de los receptores mGlub en las es-
tructuras cerebrales en ratas, en el estriado dorsal y la corte-
za del nicleo accumbens (NAcc), después de administrarles
cocaina, cambios relacionados con las propiedades farmaco-
l6gicas o motivacionales de la droga (Pomierny-Chamioto,
Miszkiel, Frankowska, Bystrowska y Filip, 2017). En particu-
lar, el MPEP (2-metil-6-(fenil etanol)-piridina), un modu-
lador alostérico negativo de mGIuR5 (Olive, 2009), es un
ligando activo es un ligando activo que administrado a nivel
sistémico provoca un potente y selectivo antagonismo, no
competitivo, de los mGluR5 (Gasparini et al., 1999; Pomier-
ny-Chamioto et al., 2014), y que ha mostrado ser eficaz para
reducir el consumo, el refuerzo y la recaida a la cocaina.
(Li et al., 2018). Una revision sistematica reciente conclu-
y6 que el MPEP reduce la autoadministracién de cocaina,
como muestra de su potencial terapéutica para el tratamien-
to de trastornos adictivos (Mihov y Hasler, 2016). La inyec-
cion sistematica de MPEP atenu6 la reinstauracion inducida
tanto por priming como por claves de cocaina (Backstrom
y Hyytia, 2006; Kumaresan et al., 2009), nicotina (Bespalov
et al., 2005) y alcohol (Backstrom, Bachteler, Koch, Hyytia
y Spanagel, 2004) en ratas con el modelo de autoadminis-
tracion. No estan claros los mecanismos que subyacen esta
reduccién en la autoadministracion de drogas. Tratamiento
con MPEP aumenté el potencial de drogas —como la keta-
mina, heroina, nicotina y cocaina- para inducir condiciona-
miento de la preferencia de lugar (CPL) en ratas (Rutten,
Van der Kam, De Vry, Bruckmann y Tzschentke, 2011; Van
der Kam, De Vry y Tzschentke, 2009a). Por ello, se ha suge-
rido que el MPEP reduce la autoadministracién de drogas
al aumentar los efectos de recompensa de las mismas (Van
der Kam et al., 2009a; Van der Kam, De Vry y Tzschentke,
2009b). De manera especifica, se probo6 el efecto de MPEP
en la adquisiciéon de CPL inducido por varias dosis de co-

caina, y resulté que la administracién de MPEP, antes de
la droga, redujo la dosis minima necesaria para inducir un
CPL estadisticamente significativo a la mitad de su valor
(Rutten et al., 2011). No obstante, y hasta la fecha, no se ha
sometido a prueba los efectos de MPEP en la reinstauracion
del CPL mediante priming de cocaina. En la evaluacién de
la recaida a las drogas, se utilizan principalmente dos mode-
los de reinstauracion. Uno basado en la autoadministracion
operante y otro en el condicionamiento clasico, en la cual
la preferencia por un entorno emparejado con una droga
también se puede extinguir y posteriormente reinstaurar
mediante inyecciones de priming de las drogas (Manzanedo,
Aguilar, Rodriguez-Arias y Minarro 2001a). Aunque el CPL
evaliia la recompensa de las drogas de manera diferente, los
resultados aportan informacién complementaria a la apor-
tada por el paradigma de la autoadministracién (Aguilar,
Rodriguez-Arias y Minarro, 2009; Sanchis-Segura y Spana-
gel, 2006; Tzschentke, 2007).

Por estas razones, este estudio tuvo como fin evaluar la
eficacia de MPEP, un modulador alostérico negativo de
mGluRb5, para atenuar o potenciar la recompensa inducida
por dosis de priming de cocaina en el paradigma del CPL,
con el objetivo final de ampliar el conocimiento del papel
de mGIluRb en la recaida al consumo de cocaina.

Materiales y método

Sujetos

Usamos 48 hembras y 48 machos de ratones OF1 (Char-
les River, Francia). Los animales llegaron al laboratorio en el
dia posnatal (DPN) 42, y fueron alojados en grupos de cua-
tro en jaulas de plastico (28 cm de longitud x 28 cm de an-
chura x 14,5 cm altura) en las siguientes condiciones: tem-
peratura constante (21 + 2 °C), humedad relativa de 60%,
ciclo de luz de 12h no-invertida (luces encendidas desde las
8h hasta las 20h), y con disponibilidad ad libitum de comiday
agua (exceptuando los periodos de pruebas comportamen-
tales). Los procedimientos que involucran a ratones y sus
cuidados fueron implementados en conformidad con legis-
laciones y reglamentos nacionales, regionales y locales, en
cumplimiento de la Directiva 2010/63/UE del Parlamento
Europeo y el Consejo de 22 de septiembre de 2010 relativa
a la proteccion de animales utilizados para fines cientificos.
El Comité de uso y cuidados de animales de la Universidad
de Valencia aprobé este estudio (2015/VSC/PEA/00103).

Drogas

Clorhidrato de cocaina (Laboratorios Alcaliber S. A. Ma-
drid, Espana) en dosis de 20 mg/kg (adquisicion de CPL)
y en dosis de 10, 5, ,5, 1,25 0 0,625 mg/kg (prueba de reins-
tauracion), y MPEP (Research Biochemicals International,
Natick, EE.UU.) en dosis de 30, 15, 7,5, 3,25 o 1,625 mg/
kg (prueba de reinstauraciéon) fueron diluidos en suero fi-
siolégico (0,9% NaCl) y administrados mediante inyeccién
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intraperitoneal en un volumen de 0,01 ml/g (Manzanedo,
Aguilar, Minarro y Rodriguez-Arias, 2011). Los grupos de

control fueron inyectados con suero fisiolégico.

Aparatos

Las ocho cajas idénticas de metacrilato usadas para la
prueba de preferencia de lugar (CPL) tenian dos compar-
timentos de tamano idéntico (30,7 cm longitud x 631,5
cm anchura x 634,5 cm altura) separados por una zona
central gris (13,8 cm longitud x 631,5 cm anchura x 634,5
cm altura). Los compartimentos tenian paredes de colores
diferentes (negro o blanco) y texturas de suelo diferentes
(rejilla estrecha en el compartimento negro y rejilla ancha
en el compartimento blanco). Cuatro haces de luz infra-
rroja en cada compartimento de la caja y seis en la zona
central permitian registrar la posicion del animal y sus cru-
ces entre los compartimentos. Los equipos fueron contro-
lados por dos ordenadores IBM con software MONPRE 27
(CIBERTECG, SA, Espana).

Procedimientos y disefio experimental

La reinstauracion de la preferencia de lugar condicio-
nada por drogas descrita en Aguilar et al. (2009) fue el
modelo de animal que usamos para medir la recaida. La
version del modelo de reinstauraciéon del CPL consta de
tres fases, la adquisicion, la extincién y la reinstauracion de
la preferencia mediante priming con drogas (Blanco-Gan-
dia, Aguilar, Minarro y Rodriguez-Arias, 2018).

Adquisicion del CPL: El procedimiento, sin sesgos
en cuanto a preferencia espontanea inicial, fue seguido
como descrito anteriormente (Manzanedo, Aguilar, Rodri-
guez-Arias y Minarro, 2001b). En resumen, tras un periodo
de adaptacién minimo de 5 dias (a partir de DPN 47), los
animales fueron manipulados brevemente en cada uno de
los 3 dias previos al inicio del CPL, compuesto de tres fa-
ses. En la primera fase de Pre-condicionamiento (Pre-C), se
permitié a los animales acceso a ambos compartimentos de
los aparatos durante 15 minutos (900 segundos) por dia du-
rante 3 dias consecutivos. El dia 3, registramos los tiempos
que cada animal pas6 en cada compartimento durante 900
segundos. Un total de 4 ratones machos mostré una aver-
sién fuerte no condicionada (menos del 33% de la duracion
de la sesién) o preferencia (mas de 67%) por uno de los
compartimentos y, por tanto, fueron excluidos del estudio.
En cada grupo, la mitad de los animales recibi6 la droga o
vehiculo en un compartimento y la otra mitad en el otro
compartimento. Establecimos cuatro grupos para condicio-
namiento: dos con cocaina (Coc-hembras n = 37 y Coc-ma-
chos n = 33) y dos con suero fisiologico (grupos de control:
Sal-hembras n = 11y Sal-machos n = 11). Después de asignar
los compartimentos, un andlisis de varianza mostr6é que no
habia diferencia significativa entre el tiempo pasado en los
compartimentos emparejados vs. no emparejados con la ad-
ministraciéon de la droga durante la fase Pre-C [F(1,90) =

2,103; p <,150]. En una segunda fase (Condicionamiento),
los animales fueron condicionados con cocaina o suero fi-
siol6gico mediante cuatro emparejamientos con el compar-
timento respectivo, en dos emparejamientos diarios. Se les
inyect6 a los animales 20 mg/kg de cocaina (grupo experi-
mental) o suero fisiologico (grupo de control) e, inmedia-
tamente después, fueron confinados al compartimento em-
parejado con la droga durante 30 minutos. Posteriormente,
tras un intervalo de 4h, se les inyect6 suero fisiolégico in-
mediatamente antes de ser confinados en los compartimen-
tos emparejados con vehiculo durante 30 minutos. La zona
central quedaba inaccesible durante el condicionamiento
mediante la bajada de puertas de guillotinas. Durante la
tercera fase de post-condicionamiento (Post-C), quitamos
las puertas de guillotina que separaban los dos comparti-
mentos y registramos el tiempo empleado por los ratones
no tratados en cada compartimento durante 900 segundos.
La diferencia, en segundos, entre el tiempo empleado en el
compartimento emparejado con droga durante la prueba
Post-C y el tiempo empleado en el mismo compartimento
durante la prueba Pre-C se considera una medida del grado
de condicionamiento inducido por la droga. Si la diferencia
es positiva, entonces la droga ha inducido una preferencia
por el compartimento emparejado con droga, mientras que
lo opuesto indica el desarrollo de una aversion.

Extincién de CPL (Extinc): Después de la prueba
Post-C, dos veces por semana, los ratones tuvieron una se-
sion de extincién, que consistia en dejar a los animales en
el aparato (sin separar los compartimentos con las puertas
de guillotina) durante un periodo de 15 minutos hasta que
el tiempo empleado en el compartimento emparejado con
droga por cada grupo de animales fuese similar al registra-
do durante la sesion Pre-C. La extincién del CPL siempre
se confirmaba en una sesién subsecuente realizada 24h
después de la dltima sesion de extincion. Por tanto, todos
los animales de cada grupo tuvieron el mismo nimero
de sesiones de extincion, con independencia de sus pun-
tuaciones individuales, dado que el criterio de extincion
era una ausencia de diferencias significativas respecto de
los valores Pre-C del grupo. Los grupos de control fueron
sometidos al mismo protocolo de extincién y nimero de
sesiones. Se consideré ocurrida la extincién del condi-
cionamiento cuando no hubo diferencia significativa en
el tiempo empleado en el lugar asociado con la adminis-
tracién de cocaina, en comparaciéon con el Pre-C, pero si
hubo diferencias con el Post-C.

Reinstauraciéon de CPL (Reinst): Los efectos de la dosis
de priming de cocaina, MPEP, o cocaina + MPEP fueron
evaluados 24 horas después de confirmar la extincion. Las
pruebas de reinstauracion fueron igual a las realizadas en
el Post-C (ambulacién libre durante 15 minutos), excep-
tuando que los animales fueron sometidos al test 30 mi-
nutos tras la administraciéon de MPEP y/o 15 minutos tras

la administracion de cocaina, segtin el tratamiento corres-
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pondiente. Se consider6 que la reinstauracion de la prefe-
rencia inducida por la cocaina se habia producido cuando
el tiempo que cada animal emple6 en el compartimento
emparejado con cocaina era significativamente mas alto
en la prueba Reinst, en comparacién con las fases Pre-Cy
Extinc. Allograr reinstaurar la preferencia, tras un proceso
subsiguiente de extincion, se realizé una prueba nueva de
reinstauraciéon con dosis progresivamente mas bajas de la
droga (la mitad de la dosis usada en el priming previo).

Cuando se confirmé la extincién de los grupos condi-
cionados con cocaina después de 21 sesiones para las hem-
bras o 19 sesiones para los machos, los ratones fueron agru-
pados en seis grupos (tres hembras y tres machos) segtin
el tratamiento que iban a recibir durante la prueba de re-
instauracién de la preferencia condicionada. Ademas, los
grupos de control (condicionados con suero fisiol6gico)
recibieron cocaina 10 mg/kg en la prueba de reinstaura-
cioén. Por tanto, se establecieron los siguientes grupos ex-
perimentales: Sal-Coc (hembras n = 11 y machos n = 11),
Coc-Coc (hembras n =12 ymachosn =11), Coc-MPEP (n =
12 hembras y n = 11 machos), y Coc-Coc+MPEP (hembras
n =13 ymachos n =11). Las dosis de las drogas usadas para
priming fueron: cocaina 10 y/o MPEP 30 (Reinst 1); cocai-
na 5 y/o MPEP 15 (Reinst 2); cocaina 2,5 y/o MPEP 7,5
(Reinst 3); cocaina 1,25 y/o MPEP 3,25 (Reinst 4); cocaina
0,625 y/o0 MPEP 1,625 (Reinst 5).

Analisis estadistico

Analizamos el tiempo empleado en los compartimentos
emparejados con drogas durante el condicionamiento pre-
y post- mediante un andlisis de varianza (ANOVA) con dos
variables entre —sexo, con dos niveles (hembra o macho) y
condicionamiento, con dos niveles (suero fisiolégico o co-
caina 20 mg/kg)—y un variable dentro —dias, con dos niveles
(Pre-C, Post-C)—. Para evaluar el efecto del tratamiento que
los animales recibieron en la prueba de reinstauracion, rea-
lizamos un ANOVA con dos variables entre —sexo, con dos
niveles (hembra o macho) y tratamiento, con tres niveles
(cocaina 10 mg/kg, cocaina 10 mg/kg mas MPEP 30 mg/
kg, y MPEP 30 mg/kg)—-y un variable entre —dias, con cuatro
niveles (Pre-C, Post-C, Extincl y Reinstl)—. Usamos la prue-
ba t de Student con muestras emparejadas para determinar
la extincioén de la preferencia condicionada en cada grupo
y la reinstauracién mediante una dosis de droga de priming.
Realizamos la prueba de Bonferroni para comparaciones
post hoc de las ANOVA. Usamos el Paquete Estadistico para
Ciencias Sociales (SPSS) 20.0 para Windows (Systat Software
Inc., Chicago, IL, EE.UU.) para todos los analisis.

Resultados

El ANOVA para evaluar las diferencias de sexo en el
efecto reforzante condicionado de la cocaina revel6 un
efecto principal de dias [F(1,88) = 31,395; p < ,0001], un

efecto de la interaccion dias*condicionamiento [F(1,88)
= 31,009; p <,0001] y un efecto significativo de la interac-
cién dias*condicionamiento*sexo [F(1,88) = 3,792; p <
,05]. Los animales (ambos hembras y machos) que reci-
bieron cocaina mostraron un CPL (p <,0001), que no fue
observado en los que recibieron suero fisiol6gico. Ademas,
los ratones machos permanecieron mas tiempo en el com-
partimento asociado con cocaina, en comparaciéon con los
ratones hembras (p <,022).

El ANOVA para evaluar el efecto del tratamiento sobre
la prueba de reinstauracién mostré un efecto significativo
de la variable dias [F(1,79) = 4,742; p <,03] yla interaccién
dias*tratamiento [F(3,79) = 3,668; p < ,01], fusionando a
machos y hembras juntos en los mismos grupos (Figura 1),
no observando diferencias significativas de la variable sexo
o de sus interacciones. La distribucion de los grupos para
tratamiento en Reinst-1 fue homogénea, dada la ausencia
de diferencias significativas entre los grupos condiciona-
dos con cocaina 20 mg/kg en las pruebas Pre-C, Post-C y
Extinct-1. Como esperdbamos, los grupos condicionados
con suero fisioloégico (grupos de control) no mostraron
una preferencia condicionada por algiin compartimento
después de la administracion de cocaina 10 mg/kg en la
prueba Reinst-1. Sin embargo, el priming de cocaina en la
prueba Reinst-1 aument6 de forma significativa el tiempo
empleado por los animales en el compartimento empare-
jado con droga en el grupo Coc-Coc, comparado con la
prueba Extinct-1 (p <,01), y en el grupo tratado con MPEP
30 mg/kg, en comparacién con las pruebas Extinct-1 y
Pre-C (Coc-Coc+MPEP, ps < ,0001). Es mas, la administra-
cién de solo MPEP también reinstauré el CPL, dado que
aumento el tiempo empleado por los animales en el com-
partimento emparejado con droga, en comparaciéon con la
prueba Extinct-1 (Coc-MPEP, p < ,01) (Figura 1).

La Figura 2 muestra los resultados de las extinciones
sucesivas y las pruebas de reinstauracién en los grupos
condicionados con cocaina, separados por sexo, dadas las
diferencias entre hembras y machos en las reinstauracio-
nes. Una vez extinguida la preferencia después de Reinst-1
en cada grupo (prueba Extinct-2), un priming de cocaina 5
mg/kg reinstaur6 CPL en machos Coc-Coc [Extinct-2 vs.
Reinst-2: t(8) =-2,561; p < ,034], pero no en hembras. Los
machos de este grupo no lograron la reinstauracion de la
preferencia de nuevo con una dosis de 2,5 mg/kg. Tras sus
extinciones correspondientes, las hembras del grupo Coc-
MPEP mostraron preferencia con solo un priming de MPEP
15 mg/kg [Extinct-2 vs. Reinst-2: t(11) =-3,363; p < ,006];
no fue el caso con los ratones machos. LLa administracion
de MPEP 7,5 mg/kg no reinstauré la preferencia en hem-
bras de nuevo (Reinst-3). Tras sus extinciones correspon-
dientes, los grupos Coc-Coc+MPEP mostraron preferencia
con un priming de cocaina 5 mg/kg mas MPEP 15 mg/kg
[Extinct-2 vs. Reinst-2: hembras t(11) = -3,965; p < ,002;
y machos t(8) =-2,460; p < ,039], con priming de cocaina
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Nota. **p <,001vs. Pre-C. + p ¢<,05 ++ p ¢,001 vs. Extinct 1.

Figura 1. Efecto de MPEP en la reinstauracion de CPL inducido por cocaina. Las barras representan el tiempo medio (+SEM) empleado
en el compartimento emparejado con droga antes de las sesiones de condicionamiento (blanco), después de las sesiones de
condicionamiento (negro), cuando hubo extincién (punteado) y después de priming con cocaina, MPEP o cocaina mas MPEP (gris).

Figura 2A.

Figura 2B.

Nota.**p <,001 vs. Pre-C. +p <,05 and ++p ¢ ,01 vs. Extinc. previo
Dosis en mg/kg en cada reinstauracion: Reinst 1: cocaina 10 y/o MPEP 30; Reinst 2: cocaina 5y/o MPEP 15; Reinst 3: cocai-
na 2.5y/o MPEP 7.5; Reinst 4: cocaina 1.25y/o MPEP 3.75; Reinst 5: cocaina 0,625 y/o MPEP 1,875

Figura 2. Efectos de priming con cocaina, Cocaina mas MPEP o MPEP por si mismo en la reinstauracién de CPL
inducido por cocaina en ratones hembras (A) y machos (B). Las barras representan el tiempo medio (tSEM) empleado
en el compartimento emparejado con droga antes de las sesiones de condicionamiento (blanco), después de las
sesiones de condicionamiento (negro), cuando hubo extincién (punteado) y cada reinstauracion (gris).

ADICCIONES, 2020 - VOL. 32 NUM. 3
197



El modulador alostérico negativo de los mGIluR5, MPEP, potencia la reinstauracion
de la preferencia condicionada inducida con priming de cocaina

2,5 mg/kg mas MPEP 7,5 mg/kg [Extinct-3 vs. Reinst-3:
hembras t(11) = 0,851; p <,001; y machos t(8) =-3,004; p
< ,017], y con priming de cocaina 1,25 mg/kg mas MPEP
3,25 mg/kg solo en ratones machos [Extinct-4 vs. Reinst-4:
t(8) =-3,177; p <,013]. La administracién de cocaina 0,625
mg/kg mas MPEP 1,875 mg/kg no reinstauré la preferen-
cia en machos de nuevo (Reinst-5).

El nimero de sesiones requeridas para lograr la extin-
cién de la preferencia condicionada antes de cada reins-
tauracion fue, en el caso de las hembras: grupo Coc-Coc,
7 sesiones; grupo Coc-MPEP, 2 y 5 sesiones; grupo Coc-Co-
c+MPEP, 2, 2,y 2 sesiones; y en el caso de los machos: gru-
po Coc-Coc, 4y 3 sesiones; grupo Coc-MPEP, 10 sesiones;
grupo Coc-Coc+tMPEP, 3, 3, 5y 2 sesiones.

Discusion

Que sepamos, esta es la primea vez que se evaldan los
efectos de MPEP, un modulador alostérico negativo de
mGIuRb5, en la reinstauracion del CPL inducido por co-
caina en ratones hembras y machos. Nuestros resultados
muestran que el MPEP no bloque6 la reinstauracion del
CPL inducido mediante priming de cocaina, pero si aumen-
t6 la potencia de la cocaina para reinstaurar la preferencia
de condicionamiento. La administracion de MPEP junto
con una dosis de priming de cocaina produjo un mayor
namero de reinstauraciones que la administracién de una
tnica dosis de priming de cocaina, dado que el MPEP causé
dosis de cocaina inefectivas para inducir la reinstauraciéon
de la preferencia condicionada. Es mas, el MPEP también
produjo una reinstauraciéon cruzada con el CPL inducido
por cocaina en ambos machos y hembras.

En este trabajo, la administraciéon de una dosis de pri-
ming de cocaina 10 mg/kg reinstauré, como esperabamos,
la preferencia condicionada, en linea con estudios anterio-
res (Bracci et al., 2013; Rodriguez-Arias, Castillo, Daza-Lo-
sada, Aguilar y Minarro, 2009; Titomanlio et al., 2013). No
obstante, E1 MPEP, no solo no inhibi6 la reinstauracion del
CPL inducido por una dosis de priming de cocaina, sino
que causé reinstauracion en la conducta de bisqueda de
droga con dosis de priming mucho mas bajas de cocaina
(2,56 mg/kg), lo que no causo6 la reinstauraciéon de la pre-
ferencia condicionada cuando la cocaina se administraba
sola. Por tanto, la administracion de MPEP antes de co-
caina ha mostrado un aumento de los efectos de la dosis
de priming de cocaina. Estos resultados son coherentes
con otros estudios (Rutten et al., 2011; Van der Kam et al.,
2009a; 2009b) que propusieron que MPEP no bloqueaba
los efectos de refuerzo de las drogas sometidas a prueba en
el paradigma de CPL, sino que potenciaba sus propieda-
des de recompensa. MPEP potenci6 la adquisicion de CPL
inducido por drogas adictivas con mecanismos de accion
diferentes, tales como ketamina, heroina (Van der Kam et
al., 2009a), nicotina y cocaina (Rutten et al., 2011); demo-

16 la extincién del CPL inducido por la ketamina y reins-
taur6 el CPL inducido por ambos ketamina y heroina en
ratas (Van der Kam et al., 2009a).

Es mas, los resultados de este estudio muestran que MPEP,
por si mismo, induce la reinstauracién de la preferencia ex-
tinguida del CPL inducido por cocaina con dosis de 30, 15
y 7,5 mg/kg, lo que indica una reinstauracion cruzada. Di-
cho efecto de MPEP en la reinstauraciéon de la preferencia
condicionada también fue observado en el CPL inducido
por ambos ketamina y heroina en ratas (Van der Kam et al.,
2009a). Estudios anteriores han reportado la ausencia del
efecto de recompensa de 30 mg/kg MPEP en ratones, dado
que la administracion mediante inyeccion intraperitoneal
de MPEP no indujo un desarrollo del CPL de por si (Her-
zig, Capuani, Kovar y Schmidt, 2005; Popik y Wrobel, 2002).
No obstante, nuestros resultados revelan una reinstauracion
cruzada con esta dosis de MPEP después del condiciona-
miento con cocaina, incluso con dosis menores. De manera
similar, otro estudio mostré que la administracién mediante
inyeccion intraperitoneal de MPEP (3 y 10 mg/kg) indujo el
CPL (Van der Kam et al., 2009b), lo que indica que el MPEP
presenta propiedades de recompensa de por si, como con-
firman nuestros resultados. Se ha mostrado que la adminis-
tracion de MPEP aumenta los niveles de dopamina (DA) en
el cortex prefrontal medial y en el nicleo accumbens (Chau,
Soderpalm y Ericson, 2011; Homayoun, Stefani, Adams, Ta-
magan y Moghaddam, 2004). El MPEP podria estimular el
sistema de DA al activar los receptores de glicina (Chau et
al., 2011) o al inhibir la actividad de la monoamino oxidasa
A (MAO-A) (Schmidty Pierce, 2010). Estas acciones sobre el
sistema de DA podrian explicar por qué el MPEP aumenta
los efectos de la cocaina y también produce una reinstaura-
cién cruzada, como se ha observad en este estudio.

Ademas, los resultados de este estudio han mostrado di-
ferencias de sexo en el CPL inducido por cocaina. Ratones
machos mostraron una preferencia condicionada inducida
por la cocaina (20 mg/kg) mas alta que las hembras, dado
que pasaron significativamente mas tiempo en el compar-
timento emparejado con droga en la prueba Post-C. Esta
diferencia de sexo en el paradigma CPL, que no habia
sido observado en estudios anteriores (Bobzean, Dennis,
Addison y Perrotti, 2010; Hilderbrand y Lasek, 2014; Ma-
teos-Garcia et al., 2015), puede deberse al nimero elevado
de sujetos usados por grupo (n > 30). No obstante, esta
preferencia mas alta en los machos también se observé en
el nimero mas elevado de reinstauracioén en la preferencia
condicionada con dosis de cocaina menores. Estos resulta-
dos parecen acordes con otros resultados que mostraron
que los machos necesitan mds tiempo para extinguir el
CPL inducido por cocaina que sus contrapartes hembras
(Hilderbrand y Lasek, 2014). El estudio de las diferen-
cias por sexo es un campo emergente (Bobzean, Dennis
y Perrotti, 2014), y estas diferencias se han observado en
cada fase del proceso de adiccion. Tienen robustez y fiabi-
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lidad, se han observado en especias diferentes, tales como
roedores y humanos, pero dependen de muchos factores
(Carroll y Lynch, 2016). En general, es mas probable que
las diferencias por sexo se observen bajo algunas condicio-
nes determinadas, tales como menor dosis de la droga o,
en este caso, con un numero elevado de sujetos evaluados
(Hilderbrand y Lasek, 2014).

Se ha sugerido una accién potencialmente terapéutica
de los moduladores alostéricos negativos, como MPEP (Mi-
hovy Hasler, 2106), porque esta droga reduce la autoadmi-
nistraciéon de cocaina en dosis que no impiden la autoadmi-
nistraciéon de alimentacién. De manera especifica, el MPEP
atenuo, de forma significativa, la reinstauracion de la bus-
queda de cocaina en el paradigma de autoadministracion
tanto cuando estaba inducido por claves asociadas con la
droga (Backstrom y Hyytia, 2006; Li et al., 2018) como por
una inyecciéon de priming con cocaina (Kumaresan et al.,
2009; Lee, Platt, Rowlett, Adewale y Spealman, 2005; Li et
al., 2018), sin afectar los refuerzos naturales, tales como la
comida o la sacarosa (Herzig et al., 2005). Parece ser que
su accion sobre €l subyacen estos resultados, porque la ad-
ministracion de MPEP directamente al NAcc atenuo la re-
instauracién de la busqueda de droga inducida por priming
de cocaina (Schmidt et al., 2015). Es conocido el papel del
sistema glutamatérgico en la reinstauracién de la conducta
de busqueda de drogas cuando fue inducida por priming
de cocaina. La estimulacién de las neuronas piramidales
glutamatérgicas desde el cortex prefrontal medial hasta el
NAcc parece promover la reinstauracion de la buisqueda
de droga cuando fue inducida por priming de cocaina (Sch-
midt y Pierce, 2010). De manera especifica, los receptores
mGlub presentes en el NAcc han sido implicados en los
efectos de recompensa de la cocaina (Pomierny-Chamioto
et al., 2014; 2017; Li et al., 2018). Recientemente, se ha
mostrado que la reduccién de la autoadministracion de
cocaina inducida por MPEP esta asociada con el aumento
del glutamato extracelular en el NAcc mediante un meca-
nismo retrégrado de los receptores eCB-CB1. Por tanto, se
especula que un mecanismo presinaptico glutamato/CB1
puede ser la causa de los efectos terapéuticos anti-cocaina
de los antagonistas mGIluR5 en modelos de recaida a las
drogas con animales (Li et al., 2018). No obstante, el uso
de MPEP como tratamiento para la adiccién parece ser no
recomendable, posiblemente debidos a su accién como an-
tagonista de los receptores NMDA y como inhibidor de la
monoamino oxidasa A (Schmidt y Pierce, 2010). Es mas,
estudios que usan el paradigma CPL parecen demostrar
la falta de eficiencia de MPEP para disminuir la conducta
de buisqueda de droga, a la vez de aumentar los efectos de
recompensa de las drogas, como sugieren nuestros resulta-
dos con cocaina. Esto también parece apoyar la hipoétesis,
anteriormente propuesta por Van der Kam et al. (2009a;
2009b), que el MPEP reduce la autoadministracion de dro-
gas adictivas por su accion reforzante.

En conclusién, nuestros resultados han mostrado que
no solo el MPEP no solo no reduce los efectos asociativos
de cocaina con claves del entorno en el CPL, sino que, en
realidad, los aumenta. Este efecto de refuerzo no solo se
limita a la cocaina, dado que parece afectar a otras dro-
gas de abuso con mecanismos diferentes (Rutten et al.,
2011), y también parece ser capaz de inducir el CPL de
por si (Van der Kam et al., 2009b). Por tanto, estos hallaz-
gos no apoyan el uso de moduladores alostéricos negativos
mGluRb5, o al menos de MPEP, para el tratamiento contra
la recaida a la cocaina.
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