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GLOSARIO

AD: Enfermedad de Alzheimer (del inglés: Alzheimer Disease)

AP: péptido beta amiloide

PSEN1: presenilina-1

PSEN2: presenilina-2

APP: Proteina Precursora Amiloide (del inglés: Amyloid Precursor Protein)
ApoE: Apolipoproteina E

a7nAChRs: Receptor Nicotinico de Acetilcolina a7

NMDAR: Receptor N-metil-D-aspartato

mGIluRS: Receptor Metabotropico de Glutamato 5

VTA: Area Ventral Tegmental (del inglés: Ventral Tegmental Area)
nAc: Nucleo Accumbens

MSN: Neurona Espinosa Mediana (del inglés: Medium Spiny Neuron)
AMPc: Adenosin Monofosfato Ciclico

PKA: Proteina Quinasa A

LTP: Potenciacion a Largo Plazo (del inglés: Long-Term Potenciation)
GlyR: Receptor Ionotropico de Glicina

CPP: Condicionamiento de Preferencia de Lugar (del inglés: Conditioned Place

Preference

DID: Consumo en la Oscuridad (del inglés: Drinking in the Dark)
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RESUMEN

Basado en estudios previos que mostraron la existencia de alteraciones del sistema de
recompensa en modelos de neurodegeneracion, esta tesis explora el impacto de las
alteraciones en el sistema de recompensa en la microestructura del consumo de liquidos
en un modelo transgénico de la Enfermedad de Alzheimer. Para este fin, fueron
desarrollados y validados dos dispositivos: un lickometro fotoeléctrico y otro capacitivo,
disefiados para medir parametros como la frecuencia y duracién de eventos de consumo
(bouts). Estas herramientas permitieron caracterizar el patron temporal de ingesta de

sustancias heddnicas, como chocolate liquido, en ratones transgénicos APP/PS1.

El analisis de la microestructura se llevdo a cabo mediante scripts personalizados en
Python, los cuales establecieron el patréon de consumo y segmentaron los datos en
intervalos de 30 minutos para calcular métricas relacionadas con la motivacion y
persistencia de la conducta de ingesta. Los resultados mostraron diferencias
significativas en la frecuencia de los eventos de consumo y en el tiempo promedio de
duracién de estos eventos, entre los grupos experimentales, lo que podria estar
relacionado con alteraciones en los circuitos de recompensa, mediadas por cambios en
los receptores de glicina previamente descritos en este modelo animal.

Este estudio proporciona una aproximacion detallada para analizar la conducta de
consumo en modelos animales de la Enfermedad de Alzheimer, resaltando su potencial
como herramienta para la deteccion temprana de sintomas no cognitivos asociados a la

Enfermedad de Alzheimer en animales de laboratorio.
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ABSTRACT

Based on previous studies that showed the existence of alterations in the reward system
in neurodegeneration models this thesis explores the impact of alterations in the reward
system on the microstructure of liquid consumption in transgenic models of Alzheimer’s
Disease. To this end, two electronic devices were developed and validated: a
photoelectric lickometer and a capacitive lickometer, designed to measure parameters
such as frequency and duration of consumption events (bouts). These tools enabled the
characterization of the temporal consumption patterns of hedonic substances, such as
liquid chocolate, in APP/PS1 transgenic mice.

The microstructural analysis was conducted using custom Python scripts, which
established the consumption pattern and segmented the data into 30-minute intervals to
calculate metrics related to the motivation and persistence of ingestive behavior. The
results revealed significant differences in the frequency of bouts and average bout time,
between experimental groups, suggesting alterations in reward circuits, mediated by
changes in glycine receptors previously described in this animal model.

This study provides a detailed approach to analyzing consumption behavior in animal
models of Alzheimer’s Disease, highlighting its potential as a tool for the early detection

of non-cognitive symptoms associated with Alzheimer’s Disease in laboratory animals.
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1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (AD) es una enfermedad neurodegenerativa que
afecta al sistema nervioso central y es la principal causa de demencia en adultos
mayores. Se caracteriza por pérdida de memoria y deterioro cognitivo (Alzheimer’s
Disease International, 2024; Perrin et al., 2009). Esta patologia es progresiva, teniendo
impacto en la rutina diaria de los pacientes, aumentando el grado de dependencia en
realizar actividades diarias, con lo que afecta no solo a quien la padece, sino que también
a su entorno familiar y social. Los casos de demencia en el mundo se estiman que seran
alrededor de 139 millones para el afo 2050, de los cuales, aproximadamente 60-70%

corresponderan a pacientes con AD (World Health Organization, 2017).

Pese a que las causas de esta enfermedad no estan del todo claras, estudios post
mortem indican una acumulacién de placas seniles y ovillos fibrilares, formados por
formas insolubles del péptido beta amiloide (AP) y proteina hiperfosforilada tau, una
proteina vinculada a la union de los microtubulos, los que se asocian a tubulina para
estabilizar el citoesqueleto neuronal, lo que provoca estrés oxidativo y neuroinflamacion
(Ittner & Gotz, 2011). Aun cuando el curso temporal de estas dos formas de agregacion

permanece en discusion, estudios indican que la agregacion de oligdmeros solubles de



aP} preceden a la hiperfosforilacion de tau (Bilousova et al., 2016; Long & Holtzman,

2019).

AD ha sido clasificado en dos formas: esporadica, de origen desconocido y
familiar, de origen hereditario, siendo este Ultimo el responsable del 5% de los casos
(Andrade-Guerrero et al., 2023; Wu et al., 2012). Las mutaciones asociadas se radican
en genes que codifican para presenilina 1 (PSENI), presenilina 2 (PSEN2), proteina
precursora amiloide (APP) y Apolipoproteina E (ApoE), entre otras (Andrade-Guerrero

etal., 2023).

La fisiopatologia de AD comienza con el proceso de agregacion de AP dado por
la escision de la proteina precursora amiloide (APP) mediada por [B-secretasa y y-
secretasa, las que generan péptidos con una longitud de 39 a 42 aminoacidos (Bai et al.,
2021). La agregacion de monomeros de AP en oligdmeros generan neurotoxicidad,
derivando eventualmente en extensa muerte neuronal. Un proceso critico en la
agregacion y toxicidad de AP es la interaccion de oligomeros solubles con la bicapa
lipidica y proteinas presentes en ella tales como el receptor nicotinico de acetilcolina a7
(a7nAChRs), receptores de N-metil-D-aspartato (NMDAR) y receptor metabotropico de
Glutamato (5 mGIluRS5) (Babaei, 2021; Renner et al., 2010; Tu et al., 2014). Estudios en
modelos celulares indican que esta interaccion induce el ingreso de calcio al citosol y
consecuentemente un aumento en especies reactivas de oxigeno (Evangelisti et al., 2012;
Fani et al., 2022; Sepulveda et al., 2014), dado por el incremento en la produccion de
ATP mediante el metabolismo oxidativo requerido, con el fin de reestablecer las

concentraciones elevadas de calcio en el citosol. Esto ha sido evidenciado in vivo en



modelos animales transgénicos que sobre expresan APP debido a que presentan
mutaciones encontradas en humanos que presentan AD, siendo interesante notar que el
estrés oxidativo precede a la acumulacion de AP (Pratico et al., 2001). Ademas, se ha
demostrado que existen alteraciones propias de los mecanismos regulatorios de calcio
intracelular por efectos de AP intracelular. Por ejemplo, la calmodulina, una proteina
sensible a los niveles de calcio intracelular y que regula mecanismos de sefalizacion
intracelular, ha sido involucrada con alteraciones en la excitabilidad neuronal y
plasticidad. Asi, se ha demostrado que un incremento del complejo calcio calmodulina
estimula a BACEI, la beta secretasa que cliva a la proteina precursora amiloide,
generando oligémeros AP (O’Day et al., 2015). En modelos celulares tratados con
oligomeros solubles de AP se ha detectado un incremento en la expresion y actividad de
BACE1 (Giliberto et al., 2009). Por lo tanto, existiria retroalimentacion positiva
tendiente a incrementar la produccion de AP, dado por oligobmeros AP. Ademas, se ha
descrito que el complejo calcio calmodulina se une a oligobmeros de AP, lo que podria
estar relacionado con la regulacion intracelular de oligomeros A (Poejo et al., 2021). El
incremento en los niveles de AP intracelular, causa la activaciéon de cascadas de
sefalizacion que hiperfosforilan tau, el que a su vez pierde afinidad por los microtubulos
desensamblandolos, lo que interfiere en el transporte axonal y la sinapsis llevando a
muerte celular (Long & Holtzman, 2019).

A nivel intracelular, se postula que AP ingresa via endocitosis y que otra fraccion
originada del fragmento C99 de APP sufre escision via y-secretasa en membranas del

complejo proteico sintético, donde el AP resultante se retiene intra neuronalmente



(Volloch & Rits-Volloch, 2023) y su acumulacion es debido al desbalance que existe
entre la produccion de AP, la importacion extracelular de AP y su clearance (Gallego
Villarejo et al., 2022). Los efectos tdxicos reportados de esta acumulaciéon incluyen
desregulacion calcio, inhibicion del sistema ubiquitina proteosoma, disfuncién
mitocondrial, activacion de respuestas inflamatorias y desregulacion en el balance

inhibitorio excitatorio neuronal (Volloch & Rits-Volloch, 2023).

1.2 Sintomas no cognitivos de la Enfermedad de Alzheimer

El deterioro cognitivo representa un estadio irreversible y tardio de AD, por eso,
es indispensable generar estudios respectos a su deteccion temprana. En el tltimo tiempo
ha sido reconocido la asociacion que posee AD en etapas tempranas con el desarrollo de
sintomas no cognitivos tales como apatia, irritabilidad alteraciones del ritmo circadiano,
depresion y ansiedad (Chen et al., 2024; Masters et al., 2015). Tanto la irritabilidad,
como ansiedad y fatiga han sido correlacionados con la presencia de biomarcadores
cerebroespinales de AP y tau (Babulal et al., 2022). Entre otros sintomas, toma
relevancia para esta tesis aquellos relacionados con el consumo de sustancias hedonicas.

La anhedonia, definida como la disminucién o ausencia de placer en actividades
previamente disfrutables, es un sintoma neuropsiquidtrico que tiene un impacto profundo
en el bienestar emocional de los pacientes (Vaquero-Puyuelo et al., 2021). Tiene relacion

con constructos relacionados a: valoracion de la recompensa, anticipacion y la toma de



decisiones, motivacion dirigida a objetos y afecto negativo. Profundizando en lo
neurobiolodgico, se relaciona con alteraciones en los circuitos del sistema de recompensa,
como el estriado ventral y la corteza prefrontal medial (Der-Avakian & Markou, 2012).
Por otro lado, las alteraciones del olfato y el gusto, y la asociada ingesta de
sustancias o alimentos, son manifestaciones tempranas y prominentes de AD
(Schmicker et al.,, 2023). La anosmia y la hipogeusia estdn vinculadas con la
neurodegeneracion en el bulbo olfatorio y las areas corticales relacionadas, como la
corteza entorrinal. Estas alteraciones pueden preceder al deterioro cognitivo, actuando

como posibles biomarcadores tempranos de la enfermedad (Aliani et al., 2013; Marin et

al., 2018).

1.3 Sistema de Recompensa

El sistema mesolimbico, también denominado Sistema de Recompensa, conecta el
mesencéfalo con el sistema limbico y juega un papel crucial en la motivacion, el
aprendizaje basado en recompensa y la modulacién de experiencias placenteras o
aversivas y su funcién principal radica en dirigir la atencion hacia estimulos
recompensantes, incentivando la ejecucion de acciones que generan satisfaccion y
aprendizaje. Incluye el Area Ventral Tegmental (VTA), el nicleo accumbens (nAc), la
amigdala, la sustancia negra, la corteza prefrontal y el hipocampo (Kelley & Berridge,

2002; Koob & Volkow, 2016).



El VTA es un grupo heterogéneo de neuronas ubicado en la regiéon ventral del
mesencéfalo, medial al nicleo rojo y proximo al fasciculo medial del cerebro. Este
nucleo esta compuesto predominantemente por neuronas dopaminérgicas (Root et al.,
2016) que proyectan hacia otras regiones del cerebro, como la corteza prefrontal, la
amigdala, el hipocampo y el nAc, donde liberan dopamina para regular funciones
asociadas a la recompensa, la motivacion y memoria (Dafny & Rosenfeld, 2017; Russo

& Nestler, 2013).

La corteza prefrontal constituye la porcidon mas anterior del 16bulo frontal y se subdivide
en tres regiones principales: dorsolateral, medial y orbital. Esta region es responsable de
funciones cognitivas superiores, como la planificacion compleja, la toma de decisiones,
el control de emociones, la autoconciencia y la ejecucion de conductas motivadas.
Ademas, desempefia un papel esencial en la integracion de informacién emocional y

contextual para guiar el comportamiento (Valdés G & Torrealba L, 2006).

El nAc, localizado en el estriado ventral, se encuentra anteriormente al borde posterior
de la comisura anterior y paralelo a la linea media (Salgado & Kaplitt, 2015). Esta
compuesto principalmente por neuronas de proyeccion espinosas medianas (MSN), de
tipo GABAérgicas, que se subdividen en dos tipos segtin los receptores de dopamina que
expresan: D1-MSN y D2-MSN (Russo & Nestler, 2013). Las neuronas D1-MSN estan
asociadas a la via directa y sus receptores D1 estdn acoplados a proteinas Ges, lo que
estimula la producciéon de AMPc y la actividad de la proteina quinasa A (PKA),
aumentando la excitabilidad neuronal. Por otro lado, las D2-MSN forman parte de la via

indirecta, y sus receptores D2 estan acoplados a proteinas Gai, que inhiben la produccioén



de AMPc y reducen la actividad de la PKA (Beaulieu & Gainetdinov, 2011). Recibe
aferencias glutamatérgicas desde la corteza prefrontal, el hipocampo y la amigdala
basolateral, asi como aferencias dopaminérgicas provenientes del VTA. Las
proyecciones del nAc, principalmente GABA¢érgicas, se dirigen hacia estructuras como
el area tegmental ventral, la sustancia negra pars reticulata, el nucleo palido ventral y el
hipotadlamo lateral (Russo & Nestler, 2013). La via directa, mediada por las D1-MSN,
proyecta hacia el VTA y la sustancia negra pars reticulata, mientras que la via indirecta,
asociada a las D2-MSN, modula la actividad del nucleo palido ventral (Nakanishi et al.,
2014; Russo & Nestler, 2013). La via directa estd asociada al aprendizaje basado en
recompensa y la adiccion, mientras que la via indirecta se relaciona con
comportamientos aversivos y el control de respuestas emocionales negativas (Hikida et
al., 2013).

Cuando un estimulo recompensante, como alimento o una droga adictiva es ingerido o
administrado, la sensacion de satisfaccion ocurre por la liberacion de dopamina desde
los terminales sinapticos del VTA al hipocampo, corteza prefrontal y nAc, lo que genera
placer y también facilita la plasticidad sindptica en estas regiones (Di Chiara &
Imperato, 1988). La dopamina modula las aferencias glutamatérgicas hacia el ntcleo
accumbens, favoreciendo la potenciacion a largo plazo (LTP). Este proceso incrementa
la eficacia sinaptica y refuerza las asociaciones entre estimulos y conductas
recompensantes, consolidando el aprendizaje basado en recompensa y promoviendo la

generacion de memoria asociativa (Nakanishi et al., 2014).



Este circuito se ve alterado en la enfermedad de Alzheimer. Estudios post mortem de
pacientes diagnosticados con AD en etapas tardias han reportado la presencia de placas
seniles en el cuerpo estriado (Wolf et al., 1999), amigdala (Scott et al., 1991). Ademas,
estudios in vivo mostraron atrofia del nAc (Nie et al., 2017), amigdala (Poulin et al.,

2011) y un patrén de conectividad disminuido del VTA (Serra et al., 2021)

1.4 Modelos animales de estudio de Alzheimer

El modelo transgénico APP/PS1, expresa una doble mutacion las cuales han sido
reportadas en humanos que cursan con AD (APPswe y PSENI) (Iwatsubo et al., 1994;
Kelleher & Shen, 2017), por lo que exhibe una alta produccion y acumulacion de AB
(Lok et al., 2013) desde 12 semanas de edad (Zhu et al., 2017), aunque el deterioro de
la memoria y aprendizaje es evidente en animales de 10 meses (Minkeviciene et al.,
2008). De manera notable, se ha reportado que ratones APP/PS1 de 6 meses,
presentaron una disminucion en la expresion de GlyR en nAc (Fernandez-Pérez et al.,
2020), junto a una disminucidon en consumo de sacarosa y etanol (Armijo-Weingart et
al., 2024) y un aumento significativo en el consumo de chocolate solido (Armijo-
Weingart et al., datos no publicados). Por lo tanto, como en esta tesis se examinara el
consumo de chocolate liquido, uno esperaria un comportamiento similar, justificando

la hipotesis



Otro modelo animal interesante en términos de consumo alterado es el raton Tg2576, el
que presenta una mutacion en el gen AP que favorece la expresion de la proteina
APP695, una de las isoformas de APP que su acumulacién forma placas seniles en el
cerebro (Hsiao et al.,, 1996). Usando inmunohistoquimica en cortes coronales de
cerebro de este modelo, se identific6 una pérdida significativa del nimero de neuronas
dopaminérgicas especificamente en el VTA desde las 12 semanas de edad, disminucion
de las corrientes evocadas por dopamina en el nAc shell a las 24 semanas y una
disminuciéon en el consumo de chocolate solido usando Condicionamiento por
Preferencia de lugar (CPP) (Nobili et al., 2017). La interpretacion es que la
disminucion del consumo de esta sustancia estaria causada por una menor recompensa
cerebral producto de la alteracion del sistema de recompensa. Esta particularidad

resulta interesante de estudiar en el modelo APP/PS1.

Cabe notar que los estudios de consumo mencionados, tanto en el modelo APP/PSI,
como en Tg2576, presentan diferencias en cuanto a la metodologia de administracion.
En el caso de los animales APP/PS1 su us6 la técnica Drinking in the Dark (DID)
(Thiele et al., 2014), que mide consumo de liquidos, mientras que en el modelo Tg2576,
se estudio el consumo de alimento solido. Sin embargo, ambos comparten el hecho que
la medicion fue basada en la cantidad total consumida, dejando de lado otras variables
que inciden en la conducta de ingesta, dada la variedad de circuitos neuronales
implicados (Herndndez Ruiz de Eguilaz et al., 2018). Asi, la caracterizacion de la

actividad de modelos animales APP/PS1 durante estos estudios de consumo, entregaria



mas detalles acerca de la evaluacion motivacional y heddnica de la solucién siendo

consumida (Naneix et al., 2020).

1.5 Técnicas de estudio para comportamiento de consumo

El estudio de la conducta de consumo en animales de laboratorio se denomina
Microestructura del Consumo de liquidos (Davis, 1989), la cual caracteriza el patron
temporal de los eventos cuando se realiza la accion de beber, denominado ‘Eventos de
Consumo’ (Bout) (Sibly et al., 1990), a través de la frecuencia (Bout Number) vy
duracion (Bout Length) de ellos, los cuales son realizados mediante dispositivos
electronicos llamados Lickometros (Wall et al., 1972) (Lickometer o Drinkometer en
inglés). Estos se componen de un detector de las lamidas del animal cuando se
encuentra bebiendo a través de sensores altamente sensibles que envian la sefial a un
dispositivo electronico procesador y que finalmente reporta datos al experimentador
para un posterior analisis, con lo que es posible obtener el patron temporal de consumo
durante estudios de ingesta liquida (Davis, 1999). Preliminarmente, diversos sistemas
de deteccion han sido reportados (Czech, 1982; Davis & Smith, 1992; Hayar et al.,
2006; Higgins et al., 1992), ademés de aquellos disponibles comercialmente, con la
desventaja que son de alto costo, limitando el acceso a realizar pruebas de este tipo.

El primero en estudiar la microestructura del consumo de liquidos fue Davis y Keehn
(Davis & Keehn, 1959), quien, basado en los estudios de Keneth Spence sobre la

influencia motivacional del estimulo que condiciona la magnitud de la respuesta
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desencadenada (Spence et al., 1950), identificé diferencias en el patron de lamidas en
ratas segin el consumo de distintas soluciones como Sacarosa, Cloruro de Sodio y
distintas concentraciones de Sacarina. Asi incorpordé el concepto de ‘Vigor’ al
comportamiento de consumo, como una medida del esfuerzo que se ejerce durante la
respuesta y que esta se caracteriza por poseer una intencion, ritmo y persistencia

(Davis & Keehn, 1959).

Los datos obtenidos que usan estos instrumentos han permitido relacionar
caracteristicas del patron de consumo con ciertos eventos fisioldgicos que ocurren
antes, durante y después de la ingesta de liquidos, algunos tales como la potencia de la
estimulacion orosensorial dada la palatabilidad de la sustancia antes y durante la
ingesta o inhibicion del estimulo por el control gastrointestinal luego de consumir

(Johnson, 2018; Smith, 2001).

Por otro lado, ha sido reportado que animales APP/PS1 de 12 a 14 meses, presentan una
disminuida aversion al consumo de quinina, dada por una mayor tasa de lamidas cuando
se evalud la microestructura de consumo (Wood et al., 2020). Sin embargo, no ha sido
descrito en animales de 6 meses, considerados en estadio temprano para AD. Por ello, y
sumado a los resultados obtenidos por nuestro laboratorio, donde se ha encontrado una
serie de desregulaciones del nAc y datos preliminares donde el consumo de chocolate
solido aumenta, evaluar cambios en la microestructura del consumo hedonico de
liquidos, entendido como un consumo apetitoso (esto es, que excita o estimula el

apetito, segun la definicion de la RAE), en el modelo APP/PS1 a esta edad permitiria
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evidenciar como las alteraciones sinapticas presentes en este modelo podrian incidir en
la conducta de consumo.

Para satisfacer las limitantes en el acceso a realizar estudios de microestructura del
consumo, los avances tecnoldgicos actuales en el campo de la neurociencia han sido
significativamente impulsados por el desarrollo de Proyectos de Codigo Abierto
(White et al., 2019). Este enfoque se basa en hacer publico tanto el codigo fuente,
elementos utilizados, instrucciones de construccion y cualquier otra informacion acerca
de softwares o dispositivos altamente sensibles y de bajo costo (Pearce, 2020), para el
analisis y monitoreo, por ejemplo, de la ingesta hedonica, como los lickometros.
Diversos sistemas han sido publicados, con distintas formas de deteccion y
funcionamiento, cada uno con caracteristicas particulares que solucionan aquellas
necesidades que los propios desarrolladores han detectado (Godynyuk et al., 2019;

Hayar et al., 2006; Melo et al., 2022; Williams et al., 2018).

Actualmente y bajo el concepto de Proyectos de Cdodigo Abierto, en el Laboratorio de
Neurofisiologia, Departamento de Fisiologia de la Universidad de Concepcion se han
construidos y testeados 6 lickometros fotoeléctricos, los que son capaces de detectar y
reportar, tanto la frecuencia como duracion de los eventos de consumo (Bouts)
realizados por animales C57BL/6J de 2 a 4 meses cuando bebian agua y solucion de
sacarosa. El principio de deteccion se basa en un fotointerruptor transmisivo
GP1AS7HR, compuesto por un diodo emisor infrarrojo (A = 940 nm) y un
fototransistor, enfrentados a través de una ranura de 10 mm. Cuando la cabeza del

raton atraviesa la ranura para lamer la boquilla, interrumpe el haz infrarrojo; esta
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interrupcion provoca que el fototransistor cambie su estado 16gico de alto a bajo y el
dispositivo adquiere la senal digital mediante el microcontrolador Adafruit Feather mO
Adalogger, registrando cada interrupcion como el inicio de un evento de consumo y el
tiempo que permanece interrumpido como la duracion del evento de consumo. De este
modo se mide la frecuencia y la duracién de cada evento sin contacto mecanico del

animal experimental.

Por otro lado, el proyecto LIQ HD (Petersen et al., 2023) es un equipo capaz de
monitorear la conducta de ingesta en tiempo real de hasta 18 jaulas al mismo tiempo en
estudios de consumo de dos botellas, usando sensores de tipo capacitivo, un sensor
tactil que se ha descrito poseer una alta resolucion para detectar las lamidas de un
animal bebiendo y que ocurren en intervalos de fracciones de segundos (Melo et al.,
2022). Por lo tanto, en esta tesis también se plantea el desarrollo de una nueva
herramienta, llamada lickometro capacitivo, para establecer la microestructura del
consumo hedonico en modelos animales. Este lickometro capacitivo emplea el
controlador MPR121 (sensor capacitivo), un convertidor tactil de 12 canales que
cuantifica cambios de capacitancia. La boquilla metalica se conecta a un electrodo del
sensor capacitivo, formando un condensador con referencia a tierra. Cuando la lengua
del animal, rica en electrolitos, contacta la boquilla, aumenta la capacitancia (AC). El
sensor MPR121 integra esta sefial y la digitaliza para ser enviada al microcontrolador
Arduino Mega 2560, que se encarga de procesarlas y reportarlas en un archivo .csv
(separado por comas) para su posterior andlisis. Si la sefial supera un umbral

programado previamente por el operador, se registra como una lamida. El sensor
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muestrea cada canal secuencialmente (100 Hz), lo que permite una deteccion fiable
incluso de contactos breves (~5 ms) y de muy baja fuerza como las lamidas de un
raton, sin falsos positivos por ruido ambiental. De esta manera, el lickometro
capacitivo entrega una mayor resolucion para detectar lamidas reales que ocurren
cuando el animal experimental estda bebiendo y que ocurren en intervalos de

milisegundos.

Se considera que las alteraciones en la via glicinérgica que presenta el modelo animal
utilizado APP/PS1 afectarian su comportamiento durante de ingesta de sustancias
hedonicas, como chocolate liquido, con alto grado de detalle, similar a lo visto con
alcohol y sacarosa (Armijo-Weingart et al., 2024). Ademas, dada la alta resolucion que
poseen sus sensores tactiles, los cuales son capaces de detectar sefales provenientes de
las lamidas de un animal bebiendo, este equipo podria ser integrado posteriormente en
otros estudios altamente sensibles como fotometria in vivo y optogenética (Yu et al.,
2023), lo que permitiria ahondar con alto grado de detalle, en tiempo real y de forma
conjunta, la actividad neuronal que ocurre en modelos animales, mientras se ejecuta la

conducta de ingesta.

Esta tesis plantea implementar el uso de Lickometros, disponibles como open source,
una novedosa herramienta altamente resolutiva, para el monitoreo en tiempo real de la
microestructura del consumo de liquidos. Esto profundizard el entendimiento de los
mecanismos neurobioldgicos subyacentes a la ingesta de sustancias heddnicas y su
relacion con AD, utilizando modelos animales genéticamente modificados APP/PS1 de

6 meses.
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2. PROBLEMA E HIPOTESIS

2.1 Hipotesis

Animales APP/PS1 presentan un aumento en el nimero de eventos de consumo (bouts)
y en el tiempo de consumo (total y duracion promedio del evento de consumo) durante

la ingesta de chocolate liquido, en comparacion con animales control (Wild Type).

2.2 Objetivo General

Evaluar la microestructura del comportamiento de ingesta en animales transgénicos

APP/PS1 de 6 meses, en el contexto de consumo de sustancias hedoénicas.
2.3 Objetivos Especificos

e Desarrollar y estandarizar un lickometro para monitorear el consumo
de liquidos.

e C(Caracterizar la microestructura de consumo hedonico en el modelo
APP/PS1.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales

Se utilizaron ratones WT y APP/PS1 (B6.Cg-Tg(APPswe,PSEN1dE9)85Dbo/Mmjax)
procedentes de colonias derivadas de Jackson Laboratories (Stock Number 005864; Bar
Harbor, ME) y mantenidas en el Bioterio del Centro Regional de Estudios Avanzados
para la Vida (CREAV) de la Universidad de Concepcion. Los grupos experimentales se
denominaran WT (wild type: sin mutacion) y APP/PS1 (con doble mutacion). Las
mutaciones que presenta el animal APP/PS1 son aquellas reportadas en seres humanos
con AD y consisten en una variante mutante de la proteina APP (Swedish mutation) y la
delecion del exén 9 del gen que expresa presenilina 1 (DeltaE9) (Jankowsky et al.,
2004). Estudios previos han sido realizados en el Laboratorio de Neurofisiologia UdeC

usando este modelo a los 6 meses de edad (Armijo-Weingart et al., 2024).

3.2 Modificaciones fisicas e impresion 3D

Basado en el modelo desarrollado anteriormente de un prototipo de lickometro
fotoeléctrico en una tesis de pregrado y sus conclusiones (Ramos, 2021), se utilizo el
software Autodesk Inventor Professional 2025, instalado en un PC Lenovo ThinkPad
P16s Gen 2 con sistema operativo Windows 11 para realizar las modificaciones al

soporte que aloja el sistema electronico y al sistema detector de sefiales. Estas
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modificaciones incluyeron ajustes en el disefio del soporte para disminuir su tamano,
ocultar los cables, y permitir que el animal mantuviera una postura fija al beber.

Para la fabricacion de las piezas, se utilizé una impresora Creality Ender 3 empleando
filamento PLA Creality de 1.75mm y una boquilla de laton con un diametro de 0.4mm.
Las condiciones de impresion se ajustaron segun las especificaciones del fabricante
establecidas en el software de impresion UltiMaker Cura version 5.8.1.

Considerando sus caracteristicas técnicas y adecuacion al disefio preliminarmente
construido del lickometro fotoeléctrico, se reemplazo el sensor Infrarrojo TCRTS5000
Seguidor De Lineas por sensor fotoeléctrico GP1AS7HR junto con tarjeta SparkFun

Photo Interrupter Breakout Board - GP1A57HRJOOF.

3.3 Modificacion codigo de programacion

Se realizé modificacion del codigo Arduino que controla el microcontrolador Adafruit
Feather m0 Adalogger en la linea 59 del archivo a header.h para ajustar las instrucciones

relacionadas con el intervalo de muestreo.

3.4 Creacion de script para procesar los datos y generar graficas

de patron de consumo

Por medio de Python (version 3.11.9) se desarrollaron tres scripts para filtrado y

procesamiento de los datos obtenidos por el dispositivo y determinar el nimero de
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acercamientos y la duracion de cada evento de consumo. Los datos también fueron
segmentados en intervalos de 30 minutos y analizados para identificar diferencias en la

microestructura del consumo en los grupos experimentales.

3.5 Validacion de la funcionalidad del modelo generado

6 animales C57B1/6] fueron dispuestos individualmente. Luego de 2 horas comenzado el
ciclo de oscuridad se evalu6 el consumo de agua y solucion de sacarosa 5% durante 2
horas con el dispositivo. En cada prueba fue dispuesta una camara de video junto con
una jaula seleccionada aleatoriamente y se grabd el experimento. Posteriormente, los
datos generados por el dispositivo fueron contrastados con el video, cronometrando cada

evento de consumo.

3.6 Estudio con solucion de chocolate liquido preparado

Se prepar6 una solucion de chocolate liquido utilizando 5 gramos de Cacao Organico en
polvo PACARI, 200 mL de leche semidescremada COLUN y 15 gramos de sacarosa
para analisis (A.C.S) Winkler. Para verificar la palatabilidad de la soluciéon fueron
dispuestos 8 animales C57BL/6J a consumir la solucion preparada durante 2 horas en el
ciclo de oscuridad. El consumo de la solucion se midi6 registrando la diferencia en el
peso de las botellas antes y después de la prueba. Como control, se utiliz6 agua ofrecida

bajo las mismas condiciones experimentales a los mismos animales.
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3.7 Validar la funcionalidad del lickometro capacitivo

Para esta prueba piloto, se selecciondé un animal disponible en el Bioterio del
Departamento de Fisiologia, que fue mantenido en condiciones de comida y agua ad
libitum en un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Durante el ciclo de luz se restringié de
comida y agua por 2 horas y luego fue evaluado el consumo de solucion de sacarosa 5%
por 5 minutos usando el lickometro capacitivo conectado a la boquilla metéalica de la
botella y se registrard la cantidad de veces que el lickometro capacitivo fue capaz de
registrar una sefial proveniente del animal cuando hace contacto con la lengua cada vez
que se acerque a beber. El reporte indicara la cantidad de senales detectadas por evento
de consumo (lamidas), la duracion del evento y el tiempo promedio del intervalo entre

cada lamida realizada por evento.

3.8 Identificacion de la microestructura de consumo hedonico en

el modelo APP/PS1

Un total de 6 animales APP/PS1 y 6 WT de 6 meses fueron puestos a prueba de
consumo de chocolate liquido con el dispositivo puesto en sus jaulas. 2 horas luego de
iniciado el ciclo de oscuridad fue reemplazada la botella de agua por una que contenia la

solucion de chocolate liquido y se les permiti6 beber de ella por 2 horas. El
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procesamiento de los datos reportados por el lickometro fotoeléctrico se realizo

utilizando los scripts desarrollados en Python.

3.9 Analisis de los datos

Para el andlisis estadistico de los datos de microestructura se utilizdé el software
GraphPad Prism version 10.4.1 empleando una prueba t-student de dos colas, no pareada
y ANOVA dos vias, seguida de una prueba post hoc de Bonferroni. Un nivel de

probabilidad (p) menor a 0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

Tabla 1: lista de componentes Lickometro Fotoeléctrico

Nombre Cantidad Link
Adafruit Feather MO Adalogger : ID 2796 :
Adafruit MO Feather Adalogger 1 Adafruit Industries, Unique & fun DIY
electronics and kits
Pin corto hembra header set 1 Pin Header Hembra 40P SMT 2mm

Adafruit FeatherWing OLED - 128x32 OLED
Add-on For Feather : ID 2900 : Adafruit
Industries, Unique & fun DIY electronics and
kits

Adafruit Feather OLED wing 1

SparkFun Photo Interrupter

Breakout Board - 1 SparkFun Photo Interrupter Breakout Board -

GP1A57HRJOOF GPIASTHRIOOE
Resistencia 1K Ohm 1/4th Watt 1 resistencia, 1 kohm.0.25watt
Sensor Fotoelectrico -
GP1A57HRIOOF 1 Photo Interrupter - GP1A5S7HRJO0OF
SanDisk Memoria 32GB microSDHC
Tarjeta microSD 1 (130MB/s) A1 UHS-1 U3 V30 Extreme Action
Cam | pc Factory
Filamento PLA Negro 1kg 1 FILAMENTOS FILAMENTOS PLA NEGRO
Creality 1KG CREALITY | FILAMENTOS
Bateria 18650 ) Pilas Bateria 18650 Recargable Zhv 7800mah

3.7v / Chinatek | Cuotas sin interés
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https://www.adafruit.com/product/2796
https://www.adafruit.com/product/2796
https://www.adafruit.com/product/2796
https://altronics.cl/pin-header-2mm-40p-hembra-smt
https://www.adafruit.com/product/2900
https://www.adafruit.com/product/2900
https://www.adafruit.com/product/2900
https://www.adafruit.com/product/2900
https://www.sparkfun.com/sparkfun-photo-interrupter-breakout-board-gp1a57hrj00f.html
https://www.sparkfun.com/sparkfun-photo-interrupter-breakout-board-gp1a57hrj00f.html
https://altronics.cl/pack-10-resistencias-1kohm-025watt-1porciento
https://www.sparkfun.com/photo-interrupter-gp1a57hrj00f.html
https://www.pcfactory.cl/producto/33769-sandisk-memoria-32gb-microsdhc-130mb-s-a1-uhs-1-u3-v30-extreme-action-cam?origin=PCF
https://www.pcfactory.cl/producto/33769-sandisk-memoria-32gb-microsdhc-130mb-s-a1-uhs-1-u3-v30-extreme-action-cam?origin=PCF
https://www.pcfactory.cl/producto/33769-sandisk-memoria-32gb-microsdhc-130mb-s-a1-uhs-1-u3-v30-extreme-action-cam?origin=PCF
https://www.todotoner.cl/impresoras/impresoras-3d/filamentos/pla-1kg-negro?gad_source=1&gclid=Cj0KCQiAkJO8BhCGARIsAMkswyj6bnxK48XTZyvWd9hBQN6Q2LeNDwczdW5uwPSRSSdSNVYoCVUlobQaAmaYEALw_wcB
https://www.todotoner.cl/impresoras/impresoras-3d/filamentos/pla-1kg-negro?gad_source=1&gclid=Cj0KCQiAkJO8BhCGARIsAMkswyj6bnxK48XTZyvWd9hBQN6Q2LeNDwczdW5uwPSRSSdSNVYoCVUlobQaAmaYEALw_wcB
https://www.mercadolibre.cl/pilas-bateria-18650-recargable-zhv-7800mah-37v-chinatek/p/MLC20600565#polycard_client=search-nordic&searchVariation=MLC20600565&position=1&search_layout=stack&type=product&tracking_id=b968bfdf-d795-4135-b285-fcd6581650ea&wid=MLC2716026472&sid=search
https://www.mercadolibre.cl/pilas-bateria-18650-recargable-zhv-7800mah-37v-chinatek/p/MLC20600565#polycard_client=search-nordic&searchVariation=MLC20600565&position=1&search_layout=stack&type=product&tracking_id=b968bfdf-d795-4135-b285-fcd6581650ea&wid=MLC2716026472&sid=search

Tabla 2: Lista de componentes Lickometro Capacitivo

Nombre Cantidad Link
Arduino Mega 2560 1 Arduino Mega 2560 R3 — MCI Electronics
2.8 TFT Touch Shield for Arduino with
2w e Tocns | 1 | R Tuch S STEMMACT,
& fun DIY electronics and kits
Adafruit Assembled Data Logging shield for
Adafruit Data Logging Shield 1 Arduino : ID 1141 : Adaftruit Industries,
Unique & fun DIY electronics and kits
. . . Shield stacking headers for Arduino (R3
Pines Shield Stack%ng Headers 1 Compatible) : ID 85 : Adafruit Indust(ries,
para Arduino Unique & fun DIY electronics and kits
Bateria de litio 12.5mm 3V | Pilas Maxell Cr1220 3v Litio Tipo Botén
CR1220 Japonesa Pack 5 Uds. | Cuotas sin interés
SanDisk Memoria 32GB microSDHC
Tarjeta microSD 1 (130MB/s) A1 UHS-1 U3 V30 Extreme
Action Cam | pc Factory
Adafruit 12-Key Capacitive Touch Sensor
Sensor Capacitivo MPR121 12- 3 Breakout - MPR121 [STEMMA QT] : ID
Key 1982 : Adafruit Industries, Unique & fun DIY
electronics and Kkits
Fuente de poder 12V 5A para 1 Fuente De Poder Transformador Cargador 9v
Arduino la Arduino Uno | Cuotas sin interés
SparkFun Qwiic Multiport (Works with
Conector Qwiic Multiport 1 Stemma QT) : ID 4861 : Adafruit Industries,
Unique & fun DIY electronics and kits
Cable Qwiic Breadboard Jumper 1 Qwiic Cable - Breadboard Jumper (4-pin)
Flexible Qwiic Cable — 500mm 1 Flexible Qwiic Cable - 500mm
Cable 22AWG 18 metros Cable Para Prr)g)l‘;)(;z;rsdsliil?rritceor éZSZaw,q De 15m
. . Cinta Adhesiva De Cobre Conductiva Para
Cinta de cobre adhesiva %4 ! Blindaje De Guitarra | Cuotas sin interés
Filamento PETG Transparente 1kg 1 FILAMENTOS PETG TRANSPARENTE
Creality 1KG CREALITY | FILAMENTOS
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https://mcielectronics.cl/shop/product/arduino-mega-2560-r3-arduino-10231/?srsltid=AfmBOoo7KhTUWjiMZ76Ux79--j1HEeoqwM6H-8qTPaX0gee_05216PvV
https://www.adafruit.com/product/1651
https://www.adafruit.com/product/1651
https://www.adafruit.com/product/1651
https://www.adafruit.com/product/1651
https://www.adafruit.com/product/1141
https://www.adafruit.com/product/1141
https://www.adafruit.com/product/1141
https://www.adafruit.com/product/85
https://www.adafruit.com/product/85
https://www.adafruit.com/product/85
https://articulo.mercadolibre.cl/MLC-1071575865-pilas-maxell-cr1220-3v-litio-tipo-boton-japonesa-pack-5-uds-_JM#polycard_client=search-nordic&position=5&search_layout=stack&type=item&tracking_id=0524b059-f8be-4da7-8e38-201b3fa8ddc2
https://articulo.mercadolibre.cl/MLC-1071575865-pilas-maxell-cr1220-3v-litio-tipo-boton-japonesa-pack-5-uds-_JM#polycard_client=search-nordic&position=5&search_layout=stack&type=item&tracking_id=0524b059-f8be-4da7-8e38-201b3fa8ddc2
https://www.pcfactory.cl/producto/33769-sandisk-memoria-32gb-microsdhc-130mb-s-a1-uhs-1-u3-v30-extreme-action-cam?origin=PCF
https://www.pcfactory.cl/producto/33769-sandisk-memoria-32gb-microsdhc-130mb-s-a1-uhs-1-u3-v30-extreme-action-cam?origin=PCF
https://www.pcfactory.cl/producto/33769-sandisk-memoria-32gb-microsdhc-130mb-s-a1-uhs-1-u3-v30-extreme-action-cam?origin=PCF
https://www.adafruit.com/product/1982
https://www.adafruit.com/product/1982
https://www.adafruit.com/product/1982
https://www.adafruit.com/product/1982
https://articulo.mercadolibre.cl/MLC-946208003-fuente-de-poder-transformador-cargador-9v-1a-arduino-uno-_JM#polycard_client=search-nordic&position=3&search_layout=stack&type=item&tracking_id=2e2d8403-3683-45d2-b3b4-0f8867b786ca
https://articulo.mercadolibre.cl/MLC-946208003-fuente-de-poder-transformador-cargador-9v-1a-arduino-uno-_JM#polycard_client=search-nordic&position=3&search_layout=stack&type=item&tracking_id=2e2d8403-3683-45d2-b3b4-0f8867b786ca
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4. RESULTADOS

e Objetivo Especifico 1: Desarrollo de un equipamiento para monitoreo
de consumo

Dado el caracter innovador de esta tesis, fue necesario construir un lickometro de tipo
fotoeléctrico y otro capacitivo. Los materiales utilizados, junto el link donde fueron

adquiridos mayoritariamente en Amazon se describen en la Tablas 1y 2.

El disefio del lickometro fotoeléctrico, debia cumplir con caracteristicas que le
permitieran monitorear la conducta de ingesta de los animales de manera Optima y que
fuera de facil manejo para el operador. De esta manera, el disefio final impreso en 3D
que se muestra en la Figura 1, integra componentes como una pantalla con botones que
permiten controlar el funcionamiento del dispositivo, baterias que lo hacen portatil,
cables ocultos para evitar que los animales los dafien. Ademas, el soporte para las
botellas asegura una postura estable durante las pruebas de consumo, con lo que se

asegura un funcionamiento adecuado del dispositivo
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Figura 1. Vista general del dispositivo impreso en 3D.
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Con el fin de garantizar la deteccion precisa de cada evento de consumo, el disefio de la
pieza que aloja el sensor GP1AS57HR se optimizé para inducir una postura adecuada del
animal durante la ingesta. La estructura posee una forma cilindrica que cubre la boquilla
de la botella, obligando al animal a introducir su nariz en el interior cada vez que se
disponga a beber. Esto no solo asegura que el sensor registre inicamente eventos reales
de consumo, sino que también minimiza posibles errores causados por movimientos no

relacionados con el acto de beber.

Figura 2. Vista detallada del sistema sensor.

Pieza del lickometro fotoeléctrico donde se encuentra la boquilla para que el raton beba
y en el que se aloja el sistema detector de sefiales con el sensor fotoeléctrico
GP1AS57HR.
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El lickometro fotoeléctrico fue disefiado especificamente para integrarse en jaulas
estandar utilizadas comunmente en el alojamiento de animales de laboratorio, sin
necesidad de adicionar elementos externos que pudieran alterar su comportamiento
natural de ingesta. Este disefio permite que el dispositivo sea minimamente invasivo y
no interfiera con el entorno habitual de los animales, garantizando asi condiciones
experimentales Optimas y resultados mas representativos de la microestructura del

consumo de liquidos.

Figura 3. Lickometro fotoeléctrico mon

s

tado en jaula.
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El sensor GP1A57HR que posee el lickometro fotoeléctrico se compone de un LED
emisor de luz infrarroja y un LED receptor, funciona mediante la interrupcion de este
haz de luz emitido desde el LED emisor hacia el receptor. En el caso del lickometro
fotoeléctrico, cuando el animal introduce su cabeza en la pieza cilindrica para alcanzar la
boquilla, su movimiento interrumpe el haz de luz, lo que genera una senal eléctrica. Esta
sefal es procesada por el microcontrolador, que registra cada acercamiento en la tarjeta
SD. Este mecanismo de deteccion altamente sensible permite capturar la duracion y

frecuencia de los eventos de consumo.

LED Detector
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Figura 4. Esquema general del funcionamiento del lickometro fotoeléctrico.

Esquema ilustrativo de la forma en que el sensor capta la presencia del animal cuando se
dispone a beber.
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La Figura 5 presenta el patron de consumo de agua registrado en 6 animales C57BL/6J
durante un periodo de 2 horas. Cada barra representa un evento de acercamiento al
lickometro fotoeléctrico, mientras que el ancho de las barras refleja la duracion de cada
evento. Gracias a los scripts desarrollados en Python, que procesaron los datos
generados por el dispositivo, fue posible construir este patron de consumo detallado.

La Figura 6 amplia esta informacion al mostrar en detalle los eventos encerrados en el
cuadro rojo de la Figura 5, permitiendo observar con mayor precision la duracion de
cada evento, haciendo posible también determinar el intervalo de tiempo entre cada
evento. Esta visualizacion detallada facilita la comprension de la dindmica de ingesta, lo

que resulta esencial para caracterizar la microestructura del consumo.
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& & o
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Figura 5. Microestructura de consumo de agua en 6 animales control.

Cada una de las lineas en la fila representa un evento de acercamiento, definido como
bout o evento de consumo. El recuadro en rojo esta expandido en la proxima figura.
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Figura 6. Eventos de consumo a una escala temporal mayor.

Eventos derivados de Fig. 5 para mostrar resolucion temporal y caracteristicas.
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En la primera parte del proceso de validacion del lickometro fotoeléctrico, se registro el
patrén de consumo de agua y solucion de sacarosa al 5% en 6 animales C57BL/6J
durante un periodo de 2 horas utilizando el lickometro fotoeléctrico. Al unificar y
superponer los patrones de consumo individuales de cada animal en un solo registro, se
observaron diferencias en la frecuencia y duracion de los eventos de consumo entre
ambas condiciones experimentales. Estos datos muestran un patrén caracteristico que

refleja la mayor persistencia en el consumo de sacarosa en comparacion con el agua.
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Figura 7. Patron de consumo total para sacarosa y agua en 6 animales control.

Patron de consumo promedio de agua y solucion de sacarosa 5% de 6 animales
C57BL/6j durante 2 horas. Cada barra representa un evento de consumo al dispositivo y
el ancho de estas barras representa el tiempo de permanencia. Notar el aumento de
eventos promedio en la condicion de consumo de sacarosa.
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Validacion manual del lickometro fotoeléctrico.

Como segunda parte del proceso de validacion del lickometro fotoeléctrico, los datos
obtenidos de las pruebas de consumo de agua y sacarosa mostradas anteriormente en la
Figura 7 se compararon con el registro visual de la prueba que se realizd con una camara
de video que grabd el experimento, con lo que fue posible construir una regresion lineal
que compar6 la duracion de cada evento reportada por el dispositivo con el tiempo
cronometrado a partir de las grabaciones. Los resultados muestran una correlacion alta y
significativa (R? = 0.9959), lo que confirma la precision del dispositivo en la deteccion y

registro de eventos reales de consumo.

15.0 1

12.5 1

R?* = 0.9959

10.0 ~

7.5 A

5.0

Tiempo captado por Dispositivo (seg)

2.5 1

0.0 A

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo captado en Video (seg)

Figura 8. Validacion del lickometro fotoeléctrico en 6 animales control.

Relacion entre el tiempo medido por el lickometro fotoeléctrico y el video del
experimento de consumo de agua. Cada punto representa una medicion obtenida de 6
animales. La regresion fue realizada mediante script de Python (version 3.11.9) y se
muestra una alta correlacion, lo que valida la aplicabilidad del instrumento para detectar
eventos de consumo de liquidos.
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e Objetivo especifico 2: Caracterizaciéon de la microestructura de
consumo hedénico en el modelo APP/PS1

Para validar la palatabilidad (caracteristica hedénica que posee la sustancia) del
chocolate liquido, fue realizada una prueba de consumo por dos horas durante dos dias,
donde el primer dia fue presentada una botella con agua y al segundo dia una botella con
la solucién de chocolate liquido. Los datos muestran un consumo significativamente

mayor de la solucion de chocolate liquido en comparacion con agua.
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Figura 9. Validacion de consumo solucion de chocolate en relacion con agua en
animales controles.

Consumo total de agua y chocolate preparado durante 2 horas. Los datos representan el
promedio = SEM, (n = 8 C57BL/6J). **** p<(0.0001, Prueba de t de Student pareada.
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Una vez validado el uso de chocolate liquido preparado como estimulo recompensante,
se utilizd para evaluar la microestructura del consumo en animales APP/PS1. Este
experimento consistio en medir el consumo de agua y chocolate liquido en dos dias
durante la fase oscura del ciclo diurno, que es donde los animales estdn mas activos. El
primer dia, se les permitié beber de una botella con agua y el segundo dia una botella
con la solucién de chocolate liquido por dos horas. Ambas botellas fueron pesadas antes
y después de la prueba y se cuantificaron los gramos totales de liquido consumido por

kilogramo de peso de cada raton, expresada en g/kg.

Para representar visualmente la dinamica de comportamiento de consumo en animales
WT y APP/PS1 durante el transcurso de las pruebas utilizando agua y chocolate, se
construyeron patrones de consumo con los datos proporcionados por el lickometro
fotoeléctrico. Esta visualizacion permite comparar las diferencias en la frecuencia y
duracion de los eventos de consumo de ambos grupos experimentales en las pruebas
frente un estimulo neutro, como lo es agua y un estimulo recompensante como lo es el
chocolate liquido. La figura 10 muestra el patrén de consumo de agua en animales
APP/PS1 y WT durante 2 horas y la figura 11 muestra el patron de consumo de
chocolate liquido de los mismos animales durante 2 horas. Para ambas figuras, cada
barra representa un evento de consumo y el ancho de estas barras representa el tiempo de

consumo.
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Figura 10. Patron de consumo de agua de animales WT y APP/PS1.

Cada linea representa un evento de consumo (bout). El trazo es la suma de eventos de 7
animales.
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Figura 11. Patron de consumo chocolate en animales WT y APP/PS1.

Cada linea representa un evento de consumo (bout). El trazo es la suma de eventos de 7
animales.
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Se evaluo la relacion entre el tiempo total de consumo registrado mediante el lickometro
fotoeléctrico y la cantidad total de liquido ingerido (agua y chocolate) mediante el peso
de las botellas antes y después de las pruebas de consumo. El andlisis de regresion lineal
reveld una asociacion positiva significativa entre ambas variables, con un coeficiente de
determinacion R?=0.8698, lo que indica que aproximadamente el 87% de la variabilidad

en la cantidad total ingerida puede explicarse por el tiempo total de consumo registrado.

Dado que la variable g/kg no se distribuyd normalmente segin la prueba de Shapiro-
Wilk (W = 0.8760, p = 0.0019), se utilizé un anélisis de correlacion no paramétrico. El
coeficiente de correlacion de Spearman fue r=0.8859 (IC 95%: 0.7703 a 0.9451), con un
valor de p<0.0001, lo que indica una correlacion positiva y estadisticamente significativa

entre el tiempo total de consumo y la cantidad ingerida.

Estos resultados validan el uso del lickometro fotoeléctrico como una herramienta para
estimar de manera confiable el curso temporal del consumo hedodnico de sustancias en
modelos animales. La alta correlacion encontrada respalda la aplicabilidad del sistema
como método sustituto de cuantificacion manual del consumo, ofreciendo ventajas en

términos de eficiencia, precision y automatizacion del registro.
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Figura 12. Andlisis de regresion entre el consumo total vs tiempo de consumo

Correlacion entre el tiempo total de consumo (segundos) registrado por el lickometro
fotoeléctrico y el consumo total de chocolate y agua expresado en g/kg de peso corporal.
Se observa una correlacion positiva (R*=0.8698), indicando que el tiempo de consumo
predice de forma robusta la cantidad ingerida. Debido a que los datos de consumo no
siguen una distribucion normal (Shapiro-Wilk test, p=0.0019), se utiliz6 una correlacion
de Spearman, la cual result6 altamente significativa (r=0.8859, p<0.0001, n=31)
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En la Figura 13 se observa que el consumo total de chocolate es mayor que el de agua en
ambos grupos experimentales (p<0.0001, Two-way ANOVA y Bonferroni post hoc test),
sin diferencias significativas entre ambos grupos (agua: p=0.5352 y chocolate:

p=0.5622, Prueba de t de Student pareada)
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Figura 13. Consumo total de agua y chocolate de animales WT y APP/PS1.

Consumo total de agua y chocolate durante 2 horas representados como gramos de
sustancia consumida por kilo de peso corporal. Los datos representan el promedio +
SEM, (n=7 WT y n=9 APP/PSI). **** p<0.0001, Two-way ANOVA y Bonferroni post
hoc test, ns p>0.05, prueba de t de Student no pareada.
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Con el lickometro fotoeléctrico se cuantifico la frecuencia y duracion de los eventos de
consumo en animales WT y APP/PS1. La Figura 14 presenta el nimero total promedio
de eventos de consumo registrados para ambos grupos durante las 2 horas de duracion
de las pruebas. Los resultados muestran una mayor cantidad de acercamientos durante la
prueba con chocolate liquido en comparacion con la prueba de agua (p<0.0001, Two-
way ANOVA y Bonferroni post hoc test). Asimismo, en la prueba de chocolate liquido,
los animales APP/PS1 exhibieron un nimero significativamente mayor de acercamientos
en comparacion con los WT (p=0.0336, Prueba de t de Student no pareada), pero no se
observaron diferencias significativas en la prueba de agua (p=0.8922, Prueba de t de
Student no pareada). La Figura 15 muestra el tiempo de duracion total de los eventos de
consumo registrados para ambos grupos, WT y APP/PS1. Los resultados indican que el
tiempo invertido en consumir durante las dos horas es mayor en la prueba de chocolate
que la de agua (p<0.0001, Two-way ANOVA y Bonferroni post hoc test). Sin embargo,
no existen diferencias significativas entre los grupos, tanto en la prueba de agua como en
la de chocolate (prueba de agua, p=0.6228, prueba de t de Student no pareada. Prueba de

chocolate, p=0.4574, prueba de t de Student no pareada).
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Figura 14. Eventos totales de consumo de agua y chocolate en animales WT y
APP/PS1.

Numero de eventos promedio de consumo de agua y chocolate durante 2 horas. Los
datos representan el promedio + SEM, (n=7 WT y n=9 APP/PS1). * p<0.05, ****
p<0.0001, Two-way ANOVA y Bonferroni post hoc test. ns p>0.05, prueba de t de
Student no pareada.
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Figura 15. Tiempo total de consumo de agua y chocolate en animales WT y APP/PS1.

Tiempo total de consumo de agua y chocolate durante 2 horas. Los datos representan el
promedio = SEM, (n=7 WT y n=9 APP/PS1). ns p>0.05, **** p<0.0001, Two-way
ANOVA y Bonferroni post hoc test. El célculo se realiz6 sumando la duracion de todos
los eventos realizados por cada animal durante las pruebas de consumo.



Los datos reportados por el lickometro fotoeléctrico permitieron también seguir el curso
temporal del comportamiento de consumo de los animales durante las pruebas. Para
conocer como un estimulo palatable modula la conducta de consumo en ambos grupos
experimentales durante el transcurso del experimento, se calculdé la frecuencia y
duracion de los eventos de consumo que ocurrieron en las pruebas de agua y chocolate
liquido en segmentos de 30 minutos. La figura 16 muestra el nimero promedio de
acercamientos ocurridos en la prueba de consumo de agua en intervalos de 30 minutos
sin diferencias significativas entre ambos grupos (0 — 30 min: p=0.5112, 30 — 60 min:
p=0.5112, 60 — 90 min: p>0.9999 y 90 — 120 min: p=0.9340, Two-way ANOVA y

Bonferroni post hoc test).
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Figura 16. Eventos de consumo de agua en segmentos de 30 minutos de animales WT
y APP/PS1.

Numero de eventos de consumo de agua durante 2 horas, segmentados en intervalos de
30 minutos. Los datos representan el promedio + SEM, (n=7 WT y n=9 APP/PS1). ns
p>0.05, Two-way ANOVA y Bonferroni post hoc test.
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La Figura 17 muestra la cantidad promedio de acercamientos ocurridos en la prueba de
consumo de chocolate liquido en intervalos de 30 minutos, observandose que los
animales APP/PS1 presentaron un aumento en los acercamientos ocurridos durante los
30 y 60 minutos transcurridos de la prueba, en comparaciéon con los animales WT
(p=0.0231, Prueba de t de Student no pareada).

Se determino el area bajo la curva de la cantidad de eventos promedio durante la prueba
de consumo de chocolate liquido para asi evaluar las diferencias acumulativas en los
eventos de consumo de chocolate entre los grupos WT y APP/PS1, proporcionando una
medida global del comportamiento a lo largo del tiempo. La Figura 18 muestra este
andlisis sin diferencias significativas entre ambos grupos. El area bajo la curva (AUC)
fue calculada mediante el método trapezoidal usando el software GraphPad Prism
(version 10.4.1). Los resultados mostraron un AUC promedio de 39.43 + 7.199 (SEM)
eventos por minuto para el grupo WT y de 52.89 + 7.530 (SEM) eventos por minuto
para el grupo APP/PS1. A pesar de observarse una tendencia hacia una mayor area en el
grupo APP/PS1, el andlisis estadistico no evidencid diferencias significativas (p=0.2240,
Prueba de t de Student no pareada). Este resultado sugiere que ambos grupos presentan

patrones globales similares de comportamiento al estimulo chocolate liquido.
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Figura 17. Eventos de consumo de chocolate en segmentos de 30 minutos de animales
WTy APP/PS1

Numero de eventos de consumo de chocolate durante 2 horas, segmentados en intervalos
de 30 minutos. Los datos representan el promedio = SEM, (n=7 WT y n=9 APP/PS1).
*p<0.05, prueba de t de Student no pareada.
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Figura 18. Area bajo la curva de los eventos de consumo de chocolate en segmentos
de 30 minutos de animales WT y APP/PS1.

Andlisis del area bajo la curva de la Figura 17, que representa el area delimitada de la
cantidad de eventos de consumo de chocolate en segmentos de 30 minutos. Los datos
representan el promedio = SEM, (n=7 WT y n=9 APP/PS1). ns p>0.05, Prueba de t de
Student no pareada.
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La Figura 19 muestra la duracion total de los acercamientos ocurridos en intervalos de
30 minutos durante la prueba de consumo de agua, sin diferencias significativas entre
ambos grupos (0 — 30 min: p=0.4538, 30 — 60 min: p=0.7291, 60 — 90 min: p=0.9214 y

90 — 120 min: p= 0.8911, Two-way ANOVA y Bonferroni post hoc test).
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Figura 19. Tiempo de consumo de agua en segmentos de 30 minutos de animales WT
y APP/PS1.

Tiempo de consumo de agua durante 2 horas, segmentados en intervalos de 30 minutos.
Los datos representan el promedio £ SEM, (n=7 WT y n=9 APP/PS1). ns p>0.05, Two-
way ANOVA y Bonferroni post hoc test. El calculo se realiz6 sumando la duracion de
todos los eventos que ocurrieron en los segmentos de 30 minutos.
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La Figura 20 muestra la duracion total de los acercamientos ocurridos en intervalos de
30 minutos durante la prueba de consumo de chocolate liquido, sin diferencias
significativas entre ambos grupos (0 — 30 min: p= 0.4538, 30 — 60 min: p= 0.7291, 60 —
90 min: p=0.9214 y 90 — 120 min: p= 0.8911, Two-way ANOVA y Bonferroni post hoc
test). En este caso también se evalu6 la existencia de diferencias acumulativas mediante
el andlisis del area bajo la curva. La Figura 21 muestra el area bajo la curva del tiempo
de consumo en la prueba de consumo de chocolate liquido, calculado mediante el
método trapezoidal usando el software GraphPad Prism (version 10.4.1). Los resultados
mostraron un AUC promedio de 278.1 = 51.59 (SEM) segundos por minuto para el
grupo WT y de 308.7 = 54.30 (SEM) segundos por minuto para el grupo APP/PS1, no

evidenciando diferencias significativas (p= 0.6958, Prueba de t de Student no pareada).
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Figura 20. Tiempo de consumo de chocolate en segmentos de 30 minutos de animales
WTy APP/PSI.

Tiempo de consumo de chocolate durante 2 horas, segmentados en intervalos de 30
minutos. Los datos representan el promedio = SEM, (n=7 WT y n=9 APP/PS1). ns
p>0.05, Two-way ANOVA y Bonferroni post hoc test. El célculo se realizé sumando la
duracién de todos los eventos que ocurrieron en los segmentos de 30 minutos.
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Figura 21. Area bajo la curva del tiempo de consumo de chocolate en segmentos de 30
minutos de animales WT y APP/PS1.

Analisis del area bajo la curva de la Figura 20, que representa el area delimitada del
tiempo de consumo de chocolate liquido en segmentos de 30 minutos. Los datos
representan el promedio = SEM, (n=7 WT y n=9 APP/PS1). ns p>0.05, Prueba de t de
Student no pareada.
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Descripcion temporal de las caracteristicas del consumo de chocolate.

El grado de continuidad de la conducta de consumo viene dado por el andlisis del
intervalo inter-evento (pausas), que es el tiempo transcurrido entre el fin de un evento de
consumo y el inicio del siguiente, lo que aporta informaciéon acerca de la motivacion,
saciedad o el control de impulsos, por lo tanto, complementa la informacién de los
analisis de numero de eventos o la duracion total del consumo. Con los datos reportados
por el lickometro fotoelectrico se compararon los intervalos inter-evento durante la
prueba de consumo de chocolate, el cual, mostr6é que los animales APP/PS1 presentaron
un tiempo promedio de 87.66 segundos, mientras que los animales WT presentaron un
promedio de 110.7 segundos, sin diferencias significativas (p=0.0518, Prueba de t de

Student no pareada)
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Figura 22. Intervalo inter-evento del consumo de chocolate en animales WT y
APP/PS1.

Tiempo promedio del intervalo inter-evento durante la prueba de consumo de chocolate.
Los datos representan el promedio £ SEM, (n=7 WT y n=9 APP/PS1). ns p>0.05, Prueba
de t de Student no pareada.
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Para analizar la frecuencia de los diferentes intervalos inter-evento de la prueba de
chocolate, se construyé un histograma agrupando estos intervalos en bins de 5 segundos,
con el objetivo de describir la distribucion de las distintas duraciones de pausas entre
eventos de consumo de animales WT y APP/PS1. Este andlisis permite identificar
cuantas pausas ocurren en cada rango de duracion y, de este modo, evaluar posibles
diferencias entre grupos, como un indicador de la organizacion temporal de su
comportamiento ingestivo. Se incluyeron Unicamente los intervalos con una duracion
igual o menor a 240 segundos, debido a que los intervalos mas largos fueron poco

frecuentes y altamente variables.
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Figura 23. Distribucion de intervalos inter-evento de consumo de chocolate en
animales WT y APP/PS1.

Histograma que muestra la frecuencia de los intervalos inter-evento agrupados en bins
de 5 segundos para ratones WT y APP/PSI1. El eje x representa la duracion de los
intervalos inter-evento en rangos de 5 segundos, mientras que el eje y indica la
frecuencia de ocurrencia de dichos intervalos en cada rago. Para este andlisis, se
incluyeron unicamente los intervalos inter-evento con duracion igual o menor a 240
segundos debido a la alta variabilidad y baja frecuencia de intervalos més prolongados.
Se observa que la mayoria de los intervalos se concentran en los primeros rangos (<30
s), disminuyendo progresivamente su frecuencia conforme aumenta la duracion del
intervalo.
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Para evaluar posibles diferencias en la duracion de los eventos de consumo entre los
animales WT y APP/PS1, se calcul6 el tiempo promedio de los eventos de consumo
registrados durante la prueba con chocolate. En ella, los animales WT realizaron en total
413 eventos de consumo y los animales APP/PS1 realizaron 687. La Figura 24 muestra
que la duracién promedio de los eventos de consumo en los animales WT fue 6.505
segundos y en APP/PS1 5.482 segundos, existiendo diferencias significativas (p=0.0074,

Prueba de t de Student no pareada).
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Figura 24. Tiempo promedio de consumo de chocolate en animales WT y APP/PS1.

Tiempo promedio de duracién de los eventos de consumo en las pruebas de agua y
chocolate durante 2 horas. Los datos representan el promedio + SEM, (n=7 WT, 413
eventos y n=9 APP/PS1, 687 eventos). ** p<0.005, prueba de t de Student no pareada.
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La construccion del lickometro capacitivo, obtenido de literatura (Petersen et al., 2023),
fue llevada a cabo parcialmente segun las instrucciones dadas. Se modifico la forma en
que el sensor se adosa a la jaula en contacto con la botella, asegurando aislamiento para
evitar sefiales erroneas provenientes de cualquier area que no sea el contacto de la
lengua del animal con la botella. Dado que este sensor capacitivo mprl21 es de tipo
tactil, la rejilla metalica de la jaula podria actuar como superficie detectora si no se aisla
adecuadamente. La pieza disefiada e impresa con filamento PETG proporciona el

aislamiento necesario y es minimamente invasiva.

Figura 25. Lickometro capacitivo

Fotografia del lickometro capacitivo ensamblado. El sistema cuenta con una unidad
central que alberga una pantalla tactil para controlar su funcionamiento, el médulo que
graba los datos en una tarjeta de memoria SD y el microcontrolador Arduino Mega,
encargado de recibir las sefiales provenientes de tres modulos sensores MPR121 (uno en
la caja superior, uno en la caja inferior y uno integrado dentro del mddulo principal).
Cada sensor esta conectado a seis cables individuales, los cuales se enlazan mediante
extensores a las piezas que se instalan en las jaulas experimentales. En total, el sistema
permite registrar la actividad de hasta 18 botellas independientes de forma simultanea.
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Figura 26. Lickometro capacitivo instalado en jaula.

Fotografia que muestra la disposicion del lickometro capacitivo dentro de una jaula
estandar, conectado al sensor capacitivo mediante cable extensor provenientes del sensor
MPR121. El sistema cuenta con una boquilla metalica a la cual se conecta el sistema de
medicion, permitiendo detectar las lamidas. Esta configuracion permite implementar el
sistema sin alterar significativamente la disposicion interna de la jaula, asegurando un
monitoreo confiable del consumo de liquidos de los animales.

Figura 27. Animal interactuando con la boquilla del lickometro capacitivo.

Fotografia que muestra a un raton realizando la accion de beber, lamiendo la boquilla
metalica conectada al sistema de deteccion capacitiva. Se aprecia que la pieza utilizada
para la medicion es de tamafio reducido y minimamente invasiva, sin generar cambios
relevantes en el ambiente de la jaula ni constituir un elemento de enriquecimiento
ambiental, manteniendo su eficacia en la deteccion de lamidas durante las pruebas de
consumo.
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Para evaluar el funcionamiento del lickometro capacitivo en la deteccion de las lamidas
realizadas por los animales, se llevé a cabo una prueba piloto. Los datos obtenidos por el
sistema fueron analizados mediante un script en Python para construir el patrén de
consumo. La Figura 28 muestra dicho patrén, representando las sefales detectadas como
lamidas individuales (licks) y su agrupacion en episodios de consumo (bouts). En esta
prueba, un raton C57BL/6J tuvo acceso a una solucion de sacarosa al 5% durante 5
minutos, registrandose un total de 6 bouts. El detalle de cada uno de ellos se muestra en

la Tabla 3 a continuacion.

bouts -— - - — —

0 50 100 150 200 250
Time (sec)

Figura 28. Registro de lamidas y eventos de consumo obtenidos con el lickometro
capacitivo en prueba piloto.

Grafico generado mediante Python a partir de los datos recolectados por el lickometro
capacitivo durante una prueba piloto con un ratéon control. El animal tuvo acceso a una
solucion de sacarosa, y se registraron tanto las lamidas o licks (lineas finas en la fila
superior) como los eventos de consumo o bouts (barras negras en la fila inferior). Este
resultado demuestra la capacidad del sistema para registrar y discriminar con precision
la microestructura del comportamiento ingestivo de los animales.
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Tabla 3. Detalle de los episodios de consumo registrados durante la prueba piloto.

Intervalo promedio

Episodio (bout) Numero de lamidas | Duracion total (s) entre lamidas (ms)
1 14 6.325 402.5
2 3 0.203 025.67
3 0.638 161.67
4 1.274 174.33
5 42 11.601 240.26
6 15 7.421 436.87
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5. DISCUSION

En esta tesis, se implementd un dispositivo que permite estudiar como la enfermedad de
Alzheimer afecta la regulacion hedonica de la ingesta en modelos transgénicos
APP/PS1, proporcionando una oportunidad para entender la interaccion entre los
circuitos de recompensa y el deterioro cognitivo.

El dispositivo electronico fotoeléctrico desarrollado para este estudio presenta varias
caracteristicas innovadoras que lo hacen especialmente adecuado para estudios
conductuales en modelos animales y lo diferencian de otros dispositivos reportados en la
literatura. Su disefio fue optimizado para integrarse en jaulas estandar utilizadas
habitualmente en el alojamiento de los animales de laboratorio, eliminando la necesidad
de equipos adicionales (Figura 1). Esto facilita su implementacion en entornos
experimentales convencionales, asegurando el bienestar del animal y la recoleccion de
datos en condiciones naturales. Ademas, fue impreso en 3D usando filamento PLA, un
termoplastico biodegradable, que lo convierte en un material apropiado para su uso en
animales.

Se debe considerar que, aunque el filamento PLA sea biodegradable y no presente
riesgos para su consumo en animales, el pigmento para darle color al filamento podria
no ser inocuo para su consumo, considerando que los ratones tienden a roer superficies
duras.

El lickometro fotoeléctrico utiliza un sensor fotoeléctrico GP1A57HR alojado en una

estructura disefiada especificamente para garantizar una postura detectable del animal al
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momento de beber. Esta configuracion asegura que cada evento de consumo sea
detectado con precision, evitando artefactos. Adicionalmente, incluye una pantalla
Adafruit Featherwing OLED, que proporciona informacioén inmediata al usuario sobre el
nimero de eventos registrados y el tiempo total de consumo, permitiendo una

supervision en tiempo real del experimento.

La arquitectura electronica del lickometro fotoeléctrico estd basada en el
microcontrolador Adafruit Feather MO Adalogger, que permitié almacenar los datos en
una tarjeta de memoria SD en formato .csv, facilitando su manejo y analisis posterior.
Para procesar los datos recolectados, se utiliz6 Python, una herramienta versatil que

permitié realizar analisis detallados y personalizables de los patrones de ingesta.

Para que el sensor fotoeléctrico GP1AS7HR detectara adecuadamente los eventos de
consumo, la pieza que aloja al sensor fue disefiada con el fin de obligar al animal a
adoptar una postura especifica para beber, esto supondria una limitacioén para el animal
de beber con la libertad que desee y que podrian afectar en la conducta de consumo y los

resultados obtenidos.

Para incluir el lickometro fotoeléctrico a las jaulas estandar fue necesario realizarle
aberturas a la jaula, lo que impide que estas sean usadas habitualmente sin el dispositivo

electronico fotoeléctrico.

El lickometro fotoeléctrico fue disefiado para detectar sefiales provenientes de un solo
sensor, por lo que cada jaula contiene un dispositivo distinto, esto puede llegar a ser
problemadtico para el operador al trabajar con un nimero de individuos alto, dada la gran
cantidad de datos que se generan.
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En el proceso de validacion del lickometro fotoeléctrico, los resultados presentados en la
Figura 7, evidencian que los ratones mostraron un patrén de consumo con mayor
numero de eventos y una mayor duracion frente al consumo de sacarosa sobre agua. Esto
es consistente con lo reportado en la literatura, donde se describe que los ratones
prefieren consumir sustancias dulces debido a su alta palatabilidad (Verharen et al.,
2023). Asi, se destaca la utilidad del lickometro fotoeléctrico para diferenciar patrones

de consumo bajo condiciones experimentales distintas.

La alta correlacion observada en el segundo proceso de validacion mostrados en la
figura 8, junto con la relacion entre el tiempo total de consumo registrado mediante el
lickometro fotoeléctrico y la cantidad total de liquido ingerido, tanto de agua como de
chocolate mostrados en la Figura 12, respaldan la fiabilidad del lickometro fotoeléctrico
para ser usado en el estudio de la microestructura del consumo de liquidos. Este proceso
de validacién resulté esencial para garantizar que los datos recolectados estan en
concordancia con la microestructura de consumo y para minimizar posibles errores en la
deteccion asociados artefactos o con otro tipo de conductas de los animales como
acercamientos exploratorios y que no corresponden con eventos reales de consumo, el
criterio de filtrado de los datos por el script de Python considera aquellas senales
detectadas con una duracion mayor a 0.5 segundos como eventos reales de consumo,
segiin lo sugerido en literatura (Naneix et al., 2020). Asi, este dispositivo funciona
adecuadamente para el objetivo propuesto y refuerza su utilidad en investigaciones

futuras.
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La eleccién del estimulo palatable como una preparacion liquida de leche con chocolate
respondid a consideraciones operativas y metodologicas, ya que las opciones
comerciales contenian aditivos saborizantes artificiales que podian interferir con los
resultados. Aunque la literatura reporta el uso de chocolate sélido como estimulo
palatable (p. ej., Milka) (Nobili et al., 2017), su manipulacién para preparar soluciones
liquidas presentd desafios metodoldgicos que se resolvieron con la preparacion de
chocolate liquido. El mayor consumo de la solucion de chocolate liquido en
comparacion con el agua de animales C57BL/6J que se muestran en la figura 9,
evidencia la influencia hedonica de la sustancia preparada, acorde con lo descrito en la
literatura (Miller & Leach, 2023), donde se destaca la preferencia natural de los ratones
por estimulos dulces y ricos en calorias. Estos resultados validan la capacidad de la
solucion de chocolate liquido en provocar una respuesta recompensante en los animales
que los motiva a consumir y, por tanto, es adecuado de utilizar como estimulo
recompensante en las pruebas usando animales APP/PS1. Se destaca ademas que el
consumo de agua es concordante con lo reportado en literatura en este modelo a los 6

meses de edad (Armijo-Weingart et al., 2024).

El consumo de chocolate por los ratones puede considerarse como una conducta situada
entre lo voluntario (recompensante) y forzado (deprivacion de agua durante la prueba).
No obstante, la restriccion de agua fue solamente durante el periodo de analisis (2
horas), Como punto de comparacion, la técnica de consumo DID, se emplea una
estrategia similar de sustitucion de la botella de agua por una solucion de interés (por

ejemplo, etanol) por 4 dias consecutivos (desde el primer dia hasta el tercero, consumo
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de etanol por 2 horas y el cuarto dia por 4 horas). En este contexto, se ha argumentado
que los ratones no se ven obligados a beber etanol durante este corto periodo de
privacion, porque los ratones pueden elegir no beber de la sustancia, lo que sugiere una
prevalencia del consumo voluntario sobre el forzado (Thiele & Navarro, 2014). Dado
que la duracion de las pruebas de consumo realizadas en esta tesis fue de 2 horas durante
dos dias en total (primer dia consumo de agua y segundo dia consumo de chocolate), la

conducta de consumo también seguiria esta sugerencia de ser voluntario.

Las diferencias caloricas no fueron consideradas en este estudio, ya que se utilizo agua,
y no leche, como control, dado que la finalidad es evaluar la influencia hedonica de la
solucion en la conducta de consumo y no los efectos que provoca el cacao per se.
Ademas, segiin lo reportado en literatura, dentro de los ingredientes que contiene el
chocolate usado como estimulo palatable también se encuentra la leche (Biggs & Myers,
1998; Godynyuk et al., 2019; Gutiérrez-Martos et al., 2018; Nobili et al., 2017), por lo
que la preparacion de chocolate liquido usado en este estudio considerd leche como

parte de los ingredientes de la solucion.

El andlisis del consumo total que se muestra en la Figura 13 indica que tanto los
animales WT como los APP/PS1 presentan un consumo similar de agua y solucion de
chocolate liquido, lo que sugiere que en este estadio temprano del modelo APP/PS1 (6
meses), las alteraciones en la preferencia hedonica no son suficientemente marcadas
para producir diferencias estadisticamente significativas en el consumo de liquidos. Este
resultado es relevante, ya que estudios previos han reportado que las disfunciones en el

sistema de recompensa y la percepcion heddnica pueden manifestarse de manera mas
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evidente en etapas avanzadas de la enfermedad (Romano et al., 2015). Sin embargo, ha
sido descrito que animales APP/PS1 de 6 meses presentan una disminucién en el
consumo de solucion de sacarosa al tercer dia y de alcohol al cuarto dia utilizando la
técnica Drinking in the Dark (DID) (Armijo-Weingart et al., 2024). Esta prueba consiste
en reemplazar la botella de agua por una conteniendo el liquido de interés por 2 horas
durante 3 dias y por 4 horas en el cuarto dia, indicando que la alteracion frente al
estimulo recompensante ocurre luego de sucesivas repeticiones. Estos datos subrayan la
necesidad de un analisis mas detallado del consumo para identificar posibles alteraciones
sutiles que no son evidentes en el consumo total y por lo que es relevante de estudiar la
microestructura del consumo hedoénico. Ademas, la diferencia con el consumo de alcohol
reportado se puede radicar en la presencia de diferentes mecanismos para producir la
motivacion y recompensa de ambas sustancias. Por ejemplo, el etanol atraviesa la
barrera hematoencefalica y al unirse a los GlyR del nAc, incrementa la liberacion de
dopamina y refuerza la ingesta (Molander & Soderpalm, 2005). Por el contrario, la sefial
heddénica que provoca el chocolate se inicia en la periferia, ya que, en la células
gustativas de la lengua, los receptores gustativos T1R2/T1R3 detectan azucares
(Chandrashekar et al., 2006), mientras que otros receptores como CD36 y GPR120
responden a lipidos (Gaillard et al., 2008; Yasumatsu et al., 2019) y sus aferencias viajan
a través de los nervios facial y glosofaringeo hasta el nacleo del tracto solitario, luego al
talamo ventroposteromedial y a la corteza insular, antes de incidir en los circuitos
dopaminérgicos del nAc (Maffei et al., 2012; Roper, 2013). Aunque las metilxantinas del

cacao, especialmente la teobromina, actGan como inhibidores de la enzima
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fosfodiesterasa y como antagonistas en los receptores de adenosina (Marta-Nez-Pinilla
et al., 2015), atn no se ha determinado cuél(es) de las poblaciones neuronales en el nAc
traducen esos efectos moleculares en la conducta recompensante, lo que representa una
linea abierta de investigacion. En ese sentido, la combinacion entre estudios de consumo

de chocolate con fotometria o calcio-imaging en el nAc, podrian ayudar a dilucidarlo.

El andlisis de microestructura mostré que existen diferencias significativas, en la
frecuencia de eventos de consumo (Figura 13), siendo mayor en el modelo APP/PS1
ante el estimulo de chocolate liquido. Estudios previos en este modelo a la misma edad
mostraron en el nAc una reducida expresion de GlyRa, reducida actividad sinaptica
glicinérgica y un aumento de la excitabilidad neuronal (Armijo-Weingart et al., 2024;
Fernandez-Perez et al., 2020). Esta alteracion podria facilitar respuestas amplificadas a

estimulos hedonicos, influyendo en la conducta de busqueda y repeticion.

En contraste, los animales APP/PS1 muestran que los eventos de consumo realizados en
la prueba de chocolate tuvieron una menor duracion promedio que los animales WT, lo
que, sumado a lo anterior, explica por qué la cantidad total de chocolate consumido sea
similar en ambos grupos aun existiendo un mayor niimero de acercamientos (Figura 13).
Esta disminucion podria estar relacionada con mecanismos asociados a la saciedad y el
control inhibitorio. Regiones como el hipotdlamo lateral y nucleo de rafe, que modulan
la percepcion de saciedad (Aklan et al., 2023; Najam et al., 2019), podrian estar
alterados en el modelo APP/PS1 a los 6 meses de edad. Esta diferencia particular en la

frecuencia y duracion de los eventos de consumo podria ser indicativo de la alteracion
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del circuito de recompensa ya reportado por nuestro laboratorio en estudios ex vivo, en

edades tempranas del modelo APP/PSI,

Al segmentar los datos obtenidos en las pruebas de consumo en intervalos de 30
minutos, se pueden examinar dindmicas temporales influenciadas por factores
adaptativos, como la estimulacion orosensorial, la recompensa cerebral y la inhibicion
post-ingestiva. Este enfoque permitiria determinar si las alteraciones en el sistema de
recompensa vistos en el modelo APP/PS1 afectan principalmente al inicio del consumo,
cuando el estimulo es novedoso, o a la persistencia y motivacion para repetir una
conducta que genera recompensa. Los resultados indican una persistencia en el consumo
de chocolate en los animales APP/PS1 entre los 30 y 60 minutos transcurridos (Figura
17). Sin embargo, el andlisis del area bajo la curva para las pruebas de agua y chocolate
no mostraron diferencias significativas entre ambos grupos. Esto podria deberse a que la
metodologia de analisis aumenta la sensibilidad a la variabilidad individual dentro de
cada grupo, lo que disminuye el poder estadistico para detectar diferencias de este tipo.
Lo anterior sugiere que seria necesario incrementar el tamafio muestral para obtener

resultados mas robustos y concluyentes.

Aunque no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el intervalo inter-
evento entre los grupos, se evidencid una tendencia a intervalos mdas cortos en los
animales APP/PS1 en comparacién con los WT. Bioldgicamente, un intervalo inter-
evento de menor duracion podria indicar una mayor continuidad en la conducta de
consumo o una menor latencia para reanudar el consumo, lo cual puede interpretarse

como un incremento en la motivacion hedonica o un déficit en el control inhibitorio de
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la ingesta. Estas alteraciones podrian estar asociadas a cambios en la neurotransmision
dopaminérgica mesocorticolimbica descritos en pacientes diagnosticados de Alzheimer
(Zhang et al., 2025). Sin embargo, debido a que la diferencia no alcanzo6 significancia
estadistica, se requiere cautela en su interpretacion y se sugiere aumentar el tamafio
muestral en futuros estudios para confirmar esta tendencia. En relacion con la
distribucion de estos intervalos inter-evento en la prueba de chocolate, se observd que
ambos grupos experimentales presentaron una mayor frecuencia de pausas de corta
duracién, con una disminucion progresiva en la frecuencia a medida que aumentaba la
duracion del intervalo (Figura 23), lo que va en linea con lo que se visualiza en el patrén
de consumo generado con los datos del lickometro fotoeléctrico (Figura 11).

Los objetivos de esta tesis fueron disefiar y construir dos dispositivos electronicos para
monitorear el consumo de liquidos en roedores, un lickometro fotoeléctrico y un
lickometro capacitivo. La utilidad y confiabilidad del lickometro fotoeléctrico se
evidencido en su proceso de validaciéon que permitié confirmar la capacidad para
cuantificar con precision la frecuencia y duracion de los eventos de consumo, elementos
clave para estudiar el comportamiento de ingesta hedonica en animales APP/PS1. Sin
embargo, este disefio presentd limitaciones relacionadas con su resolucion de deteccion,
ya que se basa en el registro de los acercamientos del animal a la boquilla y no permite
medir parametros clave que definen la microestructura del consumo de liquidos, como la
frecuencia de lamidas o el intervalo de tiempo entre lamidas consecutivas (Johnson,
2018). Dado que los acercamientos a la boquilla por el animal no siempre corresponden

a eventos reales de consumo,
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Dado que el parametro més preciso y que refleja efectivamente la accion de beber son
las lamidas que realiza el animal, se desarrolld el lickometro capacitivo como una
solucioén que supera las limitaciones del lickometro fotoeléctrico. Su disefio, modificado
de Petersen y colaboradores (Petersen et al., 2023), incorpora un sistema basado en
sensores capacitivos MPR121, capaces de detectar con alta resolucion los cambios de
capacitancia asociados al contacto directo de la lengua del animal con la boquilla.
Ademas, el disefio del lickometro capacitivo presenta ventajas tales como ser
minimamente invasivo, ya que la pieza detectora que se inserta en las jaulas de los
animales, esta impresa en filamento PETG de grado alimenticio y solo cubre la boquilla,
lo que permite al animal adoptar cualquier postura natural al beber. Su arquitectura
electrénica, basada en un microcontrolador Arduino Mega, posee una velocidad maxima
de lectura de aproximadamente 10000 puntos por segundo, es decir, se necesitan
aproximadamente 100 microsegundos (0,0001s) para leer una entrada analdgica
proveniente de 3 sensores capacitivos MPR121. Cuenta ademas con un shield datalogger
de escritura, lo que garantiza un manejo eficiente de grandes volumenes de datos, que se
almacenan en una memoria SD para andlisis posteriores. Posee una pantalla tactil con
una interfaz gréafica simplificada que facilita su uso, permitiendo configuraciones
personalizables como ajustar fecha y hora, calibrar la sensibilidad de los sensores y
seleccion de pardmetros a registrar del experimento segun las necesidades del usuario.
Dado que cada sensor MPR121 permite la conexién de hasta 12 boquillas, Con sdlo este

dispositivo, es posible monitorear hasta 36 jaulas independientes al mismo tiempo en
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experimentos de consumo que consideren el uso de una botella o hasta 18 jaulas

independientes en caso de pruebas de consumo de dos botellas.

Luego de generado el patron de consumo de la prueba piloto que se muestra en la Figura
28, al compararlo con el patrén de consumo que es posible generar con los datos del
lickometro fotoeléctrico de la Figura 6, se da cuenta que los datos que reporta el
lickometro capacitivo presentan mayor resolucion, ya que ahora es posible establecer no
solo la cantidad y duracién de los eventos de consumo, sino que también la cantidad de
lamidas y el tiempo del intervalo inter lamida (interlick interval) de cada uno de ellos,
elementos que también se consideran para distinguir influencias estimulantes e
inhibitorias en el comportamiento ingestivo (Johnson, 2018; Spector et al., 1998). Dado
que el fin de esta prueba fue la de familiarizarse con el equipo y verificar la utilidad de
los datos reportados para construir un patrén de consumo, es que no se realizd una
calibracion previa de los sensores para detectar efectivamente todas las lamidas que haya
hecho el animal, razon por la cual los resultados de la prueba mostrados en la tabla no
son similares a lo reportado en literatura, donde se indica que el interlick Interval de un
raton es de aproximadamente 0.250 milisegundos (Johnson et al., 2010) y por ello, se
aprecia en la Figura 28 que las lamidas (licks) presenta lineas aparentemente gruesas y
otras delgadas. Dado lo anterior, como proyecciones futuras se plantea estandarizar los
valores adecuados de sensibilidad previo a su uso como herramienta definitiva para

estudiar microestructura en animales de laboratorio.
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6. CONCLUSION

Esta tesis presento el disefio, construccion y validacion de dos dispositivos novedosos
para el analisis del consumo hedénico en modelos animales: el lickometro fotoeléctrico
y el lickometro capacitivo. Ambos dispositivos representan un avance significativo en el
estudio de la microestructura del consumo de liquidos, proporcionando herramientas
precisas para la caracterizacion de parametros relacionados con la frecuencia y duracion

de los eventos de consumo de sustancias hedonicas.

El lickometro fotoeléctrico, como una primera aproximacion, permitido cuantificar con
precision los eventos de consumo y su duracion en animales APP/PS1, sentando las
bases para evaluar las preferencias heddnicas y conductuales. Los resultados obtenidos
destacan diferencias en los patrones de consumo que aportan al entendimiento de las
alteraciones neurobiologicas asociadas al sistema de recompensa en estadios tempranos
de la Enfermedad de Alzheimer. Ademas, estos hallazgos validan la importancia de la
microestructura del consumo como una herramienta para explorar dindmicas
conductuales y mecanismos neurofisiologicos relacionados.

El lickometro capacitivo, basado en sensores de alta precision, al permitir la deteccion
directa del contacto de la lengua del animal con la boquilla, abre nuevas posibilidades
para medir con mayor resolucion la conducta de ingesta de liquidos. Estas métricas
aportan un alto nivel de detalle y permitirian interpretar de manera mas robusta los

resultados en estudios de consumo.
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En términos metodologicos, este trabajo marca un precedente al proponer un enfoque
interdisciplinario que integra el desarrollo de nuevas tecnologias con aspectos

neurobioldgicos que rigen la conducta.

La hipotesis de trabajo postuld que los animales APP/PS1 (i) presentarian un aumento
en el nimero de eventos de consumo (bouts) y (ii) un mayor tiempo de consumo de
chocolate liquido respecto de los animales WT. Lo anterior surge a raiz de estudios
previos de consumo en el modelo APP/PS1 de 6 meses, donde se evidencié un aumento

en el consumo total de chocolate solido (Armijo-Weingart et al., datos no publicados).

Los resultados obtenidos avalan parcialmente esta hipdtesis. En efecto, el modelo
animal APP/PS1 mostré un incremento significativo en el numero total de eventos de
consumo durante la prueba de chocolate (33 % mas que los WT; p = 0,0336), lo que
confirma la primera prediccion. No obstante, el tiempo total dedicado a la ingesta no
difirié entre ambos grupos (p = 0,4574) y la duracion promedio de cada evento fue
incluso menor en el modelo APP/PS1 (p = 0,0074). Estos hallazgos indican que, si bien
el modelo APP/PS1 manifiesta una mayor frecuencia de acercamientos al estimulo
hedoénico, esta conducta no se traduce en una prolongacion global del consumo vy, por lo
tanto, la cantidad total de liquido consumido no varia. Esto es interesante, ya que ha sido
el estudio de la microestructura quien identifico diferencias conductuales que no habrian
sido evidenciadas con los métodos tradicionales que evaltian solo la cantidad total de

liquido consumido.
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Conclusion respecto a la hipotesis inicial:

e Aceptacion: se confirma el incremento en la frecuencia de los eventos de
consumo. Por otro lado, no se detectdé cambios en el tiempo total ni en la

duracion individual promedio de los eventos.

Estos datos sugieren que, a esta edad (6 meses), las alteraciones en el sistema de
recompensa del modelo APP/PS1 se manifiestan principalmente como un patrén
fragmentado de ingesta, esto es, que reparte el consumo total de liquidos en una mayor
cantidad de episodios breves, separados por pausas relativamente cortas, mas que como
un incremento sostenido del tiempo de consumo. Este comportamiento compulsivo
podria reflejar un desequilibrio entre los circuitos motivacionales y los mecanismos de
saciedad, aspecto que merece investigacion futura con tamafos muestrales mayores y
técnicas complementarias (p. ej., fotometria in vivo) para dilucidar los correlatos

neurobioldgicos subyacentes.

Finalmente, esta tesis establece una base para futuras investigaciones que busquen
explorar la microestructura del consumo de liquidos en mayor profundidad, asi como
desarrollar nuevas herramientas que continuen perfeccionando la resolucion y precision
en el analisis conductual. El enfoque aqui presentado refuerza la relevancia de integrar
tecnologias innovadoras en el estudio de la biologia del comportamiento, con miras a
avanzar en la comprension de los mecanismos que regulan la conducta heddnica y su

relacidn con el sistema nervioso central.
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Modelo animal APP/PS>Sistema recompensa> Circuito neuronal > Microestructura consumc>
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Figura 29. Esquema de las alteraciones sindpticas observadas en el modelo APP/PS1 que modularian la
microestructura de consumo.

Esquema que relaciona el modelo transgénico APP/PS1 de 6 meses, las disfunciones dopaminérgicas y glicinérgicas
en el circuito de recompensa, y los efectos en la microestructura del consumo hedénico. Las flechas indican el
aumento en la frecuencia de los eventos de consumo (1) y la disminucion de su duracion (|), lo que se traduce en un
patrén de ingesta fragmentado y una mayor compulsividad.
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9. ANEXOS

Anexo A. Script en Python para el procesamiento de los datos del lickometro
fotoeléctrico.

Este script fue utilizado para importar y procesar los datos entregados por el lickometro
fotoeléctrico. Se utilizo las librerias tkinter para crear la interfaz grafica (GUI) donde se
cargan los archivos de registro .csv y pandas para el procesamiento de los datos. Del
archivo generado por este script, solo se usaron las columnas ‘Event Start Time’,
‘Duration Increase’ y ‘InterBout Interval’, para los analisis efectuados

import tkinter as tk

from tkinter import ttk

from tkinterdnd2 import DND_FILES, TkinterDnD
import pandas as pd

import os

did_time = 7200 # 2 horas: 7200 segundos

class App:
def init  (self, root):
self.root = root
self.setup_ui()

self.files =[] # Lista para almacenar las rutas de los archivos a procesar

def setup_ui(self):
self.root.title(' Arrastrar y Soltar Archivos')

self.label = tk.Label(self.root, text='Arrastra todos los archivos y carpetas aqui',
bg="lightgrey', width=50, height=10)
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self.label.pack(fill=tk. BOTH, expand=True)
self.label.drop target register(DND FILES)
self.label.dnd_bind('<<Drop>>', self.drop)

self.submit_button = ttk.Button(self.root, text='"Enviar’,
command=self.process_files)

self.submit_button.pack(side=tk. BOTTOM, pady=5)

def drop(self, event):
items = event.data.split()
for item in items:
if os.path.isdir(item):
for root, dirs, files in os.walk(item):
for file in files:
if file.lower().endswith('.csv'):
self.files.append(os.path.join(root, file))
else:
self.files.append(item)

self.label.config(text=f"{len(self.files)} archivos listos para procesar")

def process_files(self):
for file in self files:
print(f"Procesando archivo: (Gero et al.)")
self.process_and save data(file)
self.files =[] # Limpiar la lista de archivos después de procesar

self.label.config(text="'Arrastra todos los archivos y carpetas aqui')

def calculate segments(self, data, segments_seconds, label suffix):
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segments _minutes = [(start / 60, end / 60) for start, end in zip(segments_seconds]:-
1], segments_seconds[1:])]

bouts sum =[]

time per bout sum =[]
interbout_interval segments = []
event frequency per segment =[]

time_segment_labels = []

for (start_minute, end minute), end second in zip(segments minutes,
segments_seconds[1:] + [float('inf")]):

mask = (data['Event Start Time'] >= start minute * 60) & (data['Event Start
Time'] < end_second)

segment_bouts = data.loc[mask, 'Bout'].count()

bouts sum.append(segment bouts)

time per bout sum.append(data.loc[mask, 'Duration Increase'].sum() / 60)
interbout _interval sum = data.loc[mask, 'InterBout Interval'].sum() /60
interbout_interval segments.append(interbout interval sum)
segment_duration_minutes = end _minute - start_minute

frequency = segment bouts / segment duration _minutes if
segment_duration minutes > 0 else 0

event frequency per segment.append(frequency)

time segment_labels.append(f" {int(start minute)} - {int(end minute)}
{label suffix}")

return pd.DataFrame({
f'Time Segment {label suffix}': time segment labels,
fBouts {label suffix}'": bouts sum,

f'Time per Bout {label suffix}": time per bout sum,
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f'InterBout Interval {label suffix}'": interbout interval segments,

f'Event Frequency per Segment {label suffix}': event frequency per segment

})

def process and save data(self, filepath):
# Cargar los datos
data = pd.read_csv(filepath, encoding="TSO-8859-1")

data.columns = data.columns.str.strip()

# Calcular el incremento en 'LeftDuration’

data['Duration Increase'] = data['LeftDuration'].diff().fillna(data[ LeftDuration'])

# Filtrar los datos para los cambios en 'LeftDuration’

data = data[data['Duration Increase'] >= 0.5]

# Calcular el tiempo de inicio de cada evento ANTES de ordenar
data['Event Start Time'] = data['ElapsedSecs'] - data['Duration Increase']

data['Bout'] = range(1, len(data) + 1)

# Asegurarse de que los datos estan ordenados por 'Event Start Time' DESPUES de
calcularlo

data = data.sort_values('"Event Start Time')

# Continuar con el calculo de 'InterBout Interval'

data['InterBout Interval'] = (data['Event Start Time'].diff() - data['Duration
Increase'].shift()).dropna()
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# Calcular el total de eventos ('‘Bouts') y el tiempo total de los eventos ('‘Duration
Increase') para todo el archivo

total bouts = len(data) # Total de eventos en el archivo

total bout time = data['Duration Increase'].sum() # Suma total del tiempo de
duracién de todos los eventos

# Inicializar las columnas "Total Bout' y '"Total Bout Time' con NaN para todas las
filas

data['Total Bout'] = pd.NA
data['Total Bout Time'] = pd.NA

# Restablece el indice del DataFrame para asegurar de que el indice comienza en 0

data.reset_index(drop=True, inplace=True)

# Asignar los valores calculados solo a la primera fila
data.at[0, 'Total Bout'] = total bouts

data.at[0, 'Total Bout Time'] = total bout time

# Calcular la frecuencia de eventos por minuto para todo el conjunto de datos

data.at[0, 'Event Frecuency per minute'] = total bouts / (did_time / 60)

# Definir los segmentos de tiempo y calcular las sumas para 'Bouts' y 'Time per
Bout'

segments_seconds_10min = list(range(0, did_time + 1, 600))
segments_seconds 15min = list(range(0, did_time + 1, 900))
segments_seconds 30min = list(range(0, did_time + 1, 1800))

segments_seconds_60min = list(range(0, did_time + 1, 3600))
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# Calcular los resultados para cada conjunto de segmentos y concatenarlos con el
DataFrame final

results 10min = self.calculate segments(data, segments seconds 10min, '10min')
results_15min = self.calculate segments(data, segments_seconds 15min, '15min')
results 30min = self.calculate segments(data, segments seconds 30min, '30min")

results 60min = self.calculate segments(data, segments seconds 60min, '60min')

# Concatenar todos los DataFrames de resultados con data
final data = pd.concat([data[['Event Start Time',

'Duration Increase’',

'InterBout Interval',

'"Total Bout',

'"Total Bout Time',

'Event Frecuency per minute',

]].reset_index(drop=True),

results 10min, results 15min, results 30min, results 60min],
axis=1)

# Guardar el DataFrame final

directory = os.path.dirname(filepath)

file_ name = os.path.splitext(os.path.basename(filepath))[0]

final file path = os.path.join(directory, f"{file name} procesado.xIsx")
final data.to_excel(final file path, index=False)

print(f" Archivo guardado en: {final file path}")

"

if name ==" main ":
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root = TkinterDnD.Tk()

app = App(root)

root.mainloop()
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Anexo B. Script en Python para crear graficas de patrén de consumo con el lickometro
fotoeléctrico.

Este script fue utilizado para importar, filtrar y graficar los eventos de consumo
registrados por el lickometro fotoeléctrico. Se utilizo la libreria pandas para el manejo de
datos y matplotlib para la visualizacion.

import pandas as pd
import matplotlib.pyplot as plt

def process_data(filepath):

data = pd.read_csv(filepath)

data.columns = data.columns.str.strip() # Eliminar espacios en blanco en los nombres
de las columnas

# Calcular el incremento en 'LeftDuration’
data['Duration Increase'] = data['LeftDuration'].diff().fillna(data['LeftDuration'])

# Filtrar los datos para los cambios en 'LeftDuration’
data = data[data['Duration Increase'] >= 0.5]

# Calcular el tiempo de inicio de cada evento
data['Event Start Time'] = data['ElapsedSecs'] - data['Duration Increase']

return data[['Event Start Time', 'Duration Increase']]

# Crear la figura y el eje
fig, ax = plt.subplots(figsize=(20, 1))

# Lista de archivos
filepaths_wt = [] # ruta de los archivos wt

filepaths_app = [] # ruta de los archivos app
# Altura de cada barra

bar_height = 0.1
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# Procesar y agregar los eventos al grafico para Wild Type
for filepath in filepaths wt:
data = process_data(filepath)

bars = [(start, max(duration, 1)) for start, duration in zip(data['Event Start Time'],
data['Duration Increase'])]

ax.broken barh(bars, (0.02, bar height), facecolors='blue') # Color azul para Wild
Type

# Procesar y agregar los eventos al grafico para APP/PS1
for filepath in filepaths app:
data = process_data(filepath)

bars = [(start, max(duration, 1)) for start, duration in zip(data['Event Start Time'],
data['Duration Increase'])]

ax.broken barh(bars, (0.06 + bar height, bar height), facecolors="red") # Color rojo
para APP/PS1

# Configuracion de los ejes y titulo

ax.set_xlim(0, 7200)

ax.set_ylim(0, bar_height * 3)

ax.set xlabel('Tiempo (s)")

ax.set_yticks([bar_height * 0.6, bar_height * 2])
ax.set_yticklabels(['APP/PS1', "'WT'])

ax.tick params(axis='x', rotation=45)

ax.tick params(axis='both', which="major’, labelsize=10)
plt.show()
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Anexo C. Script en Python para el andlisis de microestructura por segmentos

Este script fue utilizado para procesar los archivos registrados por el lickometro
fotoelectrico y obtener la cantidad de eventos de consumo, tiempo de consumo e
intervalo inter-evento en segmentos de 30 minutos. Se utilizo la libreria pandas para el
manejo de datos.

import pandas as pd
agua wt =[] # ruta de los archivos wt

agua_app = [] # ruta de los archivos app

# Definicion de constantes y parametros
TIEMPO_TOTAL = 7200 # Total de segundos (2 horas = 7200 segundos)

SEGMENTO DURACION = 1800 # Duracion de cada segmento en segundos (30
minutos = 1800 segundos)

NUM_SEGMENTOS = TIEMPO_TOTAL // SEGMENTO DURACION

def procesar_archivo(ruta):
df = pd.read_excel(ruta)
df.dropna(subset=['Event Start Time', 'Duration Increase'], inplace=True)
df.reset_index(drop=True, inplace=True)
df['Event End Time'] = df['Event Start Time'] + df['Duration Increase']
return df[['Event Start Time', 'Event End Time', 'Duration Increase']]

def calcular suma_intervalos(eventos):
suma_intervalos = [0] * NUM_SEGMENTOS

eventos.sort_values(by='Event Start Time', inplace=True)
for 1 in range(len(eventos) - 1):
tiempo_inicio = eventos.iloc[i]['Event End Time']
tiempo_fin = eventos.iloc[1 + 1]['Event Start Time']
intervalo = tiempo_fin - tiempo_inicio
segmento_inicio = tiempo_inicio / SEGMENTO DURACION
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segmento_fin = tiempo_fin / SEGMENTO_DURACION

if segmento_inicio == segmento_fin and segmento_inicio < NUM_SEGMENTOS:
suma_intervalos[int(segmento inicio)] += intervalo
else:
if segmento_inicio < NUM_SEGMENTOS:
suma_intervalos[int(segmento inicio)] += (segmento inicio + 1) *
SEGMENTO DURACION - tiempo_inicio
for j in range(int(segmento inicio) + 1, min(int(segmento fin),
NUM_SEGMENTOS)):
suma_intervalos[j] += SEGMENTO_DURACION
if segmento_fin < NUM_SEGMENTOS:
suma_intervalos[int(segmento fin)] += tiempo fin - segmento fin *
SEGMENTO DURACION

return pd.DataFrame({
'Suma Total de Intervalos': suma_intervalos
}, index=[f{1*30}-{(i+1)*30} min' for i in range(NUM_SEGMENTOS)])

def contar_eventos_por segmento(eventos):
contador_eventos = [0] * NUM_SEGMENTOS
eventos.sort_values(by='Event Start Time', inplace=True)

for 1 in range(len(eventos)):
segmento_inicio = eventos.iloc[i]['Event Start Time'] / SEGMENTO_DURACION
if segmento_inicio < NUM_SEGMENTOS:
contador_eventos[int(segmento_inicio)] += 1

return pd.DataFrame({
'Conteo de Eventos': contador_eventos
4, index=[f{1*30}-{(i+1)*30} min' for i in range(NUM_SEGMENTOS)])

#Suma de duracion no considerando eventos que cruzan un segmento
def sumar duracion por_ segmento(eventos):

suma_duraciones = [0] * NUM_SEGMENTOS # Lista para la suma de duraciones en
cada segmento
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eventos.sort_values(by='Event Start Time', inplace=True)

for 1 in range(len(eventos)):
tiempo _inicio = eventos.iloc[i]['Event Start Time']
duracion = eventos.iloc[i]['Duration Increase']
segmento_inicio = tiempo_inicio / SEGMENTO DURACION

if segmento_inicio < NUM_SEGMENTOS:

suma_duraciones[int(segmento_inicio)] += duracion # Sumar duracion al
segmento correspondiente

return pd.DataFrame({
'Suma de Duraciones': suma_duraciones
}, index=[f{1*30}-{(i+1)*30} min' for i in range(NUM_SEGMENTOS)])

resultados_intervalos = pd.DataFrame(index=[f'{i*30}-{(i+1)*30} min' for 1 in
range(NUM_SEGMENTOS)])
resultados_eventos = pd.DataFrame(index=[f{1*30}-{(i+1)*30} min' for 1 1in
range(NUM_SEGMENTOS)])
resultados_duraciones = pd.DataFrame(index=[f'{i*30}-{(i+1)*30} min' for i in

range(NUM_SEGMENTOS)])

for ruta in agua wt: # cambiar agua wt por la variable que sea analizar (agua wt o
agua_app)
eventos_df = procesar archivo(ruta)
suma_intervalos df = calcular suma_intervalos(eventos df)
eventos_contados_df = contar_eventos_por_segmento(eventos_df)
duraciones df = sumar duracion por segmento(eventos df)
resultados_intervalos[ruta] = suma_intervalos_df['Suma Total de Intervalos']
resultados_eventos[ruta] = eventos contados df['Conteo de Eventos']
resultados duraciones[ruta] = duraciones df['Suma de Duraciones']

# Imprimir los resultados
print("Suma de Intervalos:")

print(resultados_intervalos.to_string(index=False, header=False))
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print("\nConteo de Eventos:")
print(resultados eventos.to string(index=False, header=False))
print("\nSuma de Duraciones por Segmento:")
print(resultados_duraciones.to_string(index=False, header=False))
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Anexo C. Script en Python para procesamiento de los datos del lickometro capacitivo y
crear graficas de patron de consumo.

Este script fue utilizado para importar, filtrar y graficar los eventos de consumo
registrados por el lickometro capacitivo. Se utilizo la libreria pandas y NumPy para el
manejo de datos y matplotlib para la visualizacion.

import pandas as pd
import numpy as np
import matplotlib.pyplot as plt

# Cargar el archivo CSV
file_path = # Ingresar ruta del archivo .csv obtenido del lickometro capacitivo

df =pd.read_csv(file path)

# Convertir los tiempos de inicio y duraciones de bout a segundos
dff'start time sec'] = df['millis_since_start'] / 1000
df['bout_duration_sec'] = df['BoutDuration'] / 1000

# Inicializar una lista para guardar los tiempos de lamidas individuales
lick times =[]

# Generar los tiempos de lamidos distribuidos uniformemente en cada bout
for , row in df.iterrows():
if row['BoutLickNumber'] > 1:
licks in_bout = np.linspace(
row|'start_time sec'],
row]['start_time sec'] + row['bout_duration_sec'],
int(row['BoutLickNumber'])
)
lick times.extend(licks_in_bout)
else:
lick times.append(row]['start_time sec'])

# Crear la figura y el eje para el plot
fig, ax = plt.subplots(figsize=(10, 3))
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# Definir intervalo de zoom (ajustar estos valores segun se desee)
zoom_start =0
zoom_end = 250

# Graficar los licks como lineas delgadas dentro del intervalo
for lick time in lick times:
if zoom_start <= lick time <= zoom_end:
ax.plot([lick time, lick time], [1.5, 2], color="black’, linewidth=0.5)

# Graficar los bouts como barras gruesas dentro del intervalo
for , row in df.iterrows():
bout start = row['start_time sec']
bout end = row['start_time sec'] + row['bout_duration_sec']
if bout_end >= zoom_start and bout_start <= zoom_end:
ax.plot(
[max(bout_start, zoom_start), min(bout_end, zoom_end)],
[0.5, 0.5],
color="black’,
linewidth=4

# Ajustes del grafico

ax.set_ylim(0, 2.5)

ax.set xlabel('Time (sec)")
ax.set_yticks([0.5, 1.7])
ax.set_yticklabels(['bouts', 'licks'])
ax.set_xlim(zoom_start, zoom_end)

plt.tight layout()
plt.show()

95



