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Resumen

Uno de los sintomas motivacionales caracteristicos de la depresion y que supone un
mayor problema para la realizacion de tareas cotidianas, es la anergia. Este sintoma
supone una disminucién del vigor y el esfuerzo que el sujeto esta dispuesto a realizar
para conseguir un objetivo. Las bases neurales de la anergia pueden estudiarse en el
laboratorio mediante modelos animales, induciéndose a través de antagonistas dopami-
nérgicos. En el presente estudio, analizamos los efectos de la manipulacion farmaco-
I6gica del sistema dopaminérgico mediante el antagonismo de los receptores D, (eticlo-
pride). Como tratamiento que revierta estos sintomas administraremos Msx3, un
antagonista de los receptores de adenosina A,,, los cuales estan colocalizados con los
receptores D,y tienen efectos opuestos a éstos. Para evaluar los efectos conductuales
de estas manipulaciones utilizamos un paradigma operante en el que el animal debe
realizar cada vez mas esfuerzo (apretando un mayor numero de veces una palanca,
Programa de Razén Progresiva, PROG) para conseguir una comida mas apetecible, o
tiene la opcién de comer libremente otro tipo de comida menos sabrosa pero de libre
acceso (CHOW). Los resultados demuestran que farmacos que interfieren con la transmi-
sién de DA reducen el nivel de esfuerzo que el animal esta dispuesto a realizar cuando
tiene opciones menos costosas. Los antagonistas A,, revierten estos efectos y tienen
potencial como farmacos para el tratamiento de la anergia en la depresion y en otras
patologias como el Parkinson o el sindrome de fatiga crénica.
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Abstract

People with depression not only display alterations in mood or affect, but also can show
profound motivational impairments such as anergia. Mesolimbic dopamine (DA) is in-
volved in behavioral activation and effort-related processes. Rats with impaired DA trans-
mission reallocate their instrumental behavior away from food-reinforced tasks with high
response requirements, and instead select less effortful food-seeking behaviors. DA re-
ceptors are colocalized with adenosine receptors but have opposite effects in the intrac-
ellular cascade. Thus, adenosine receptors can be a target for therapeutical approaches.
In the present study, we used a progressive ratio (PROG)/chow feeding concurrent choice
task. With this task, rats can lever press on a PROG schedule reinforced by a preferred
high-carbohydrate food pellet, or alternatively approach and consume the less preferred
but concurrently available laboratory chow. The DA D, antagonist eticlopride reduced high-
est ratio achieved but did not reduce chow intake. In contrast, the A, antagonist Msx3
coadministrated with eticlopride reversed the effects of the interference with DA transmis-
sion.

Keywords: anergia, dopamine, eticlopride, MSx3, PROG/chow.

Introduccion

La depresion es un trastorno del estado de animo caracterizado por la aparicion de sen-
timientos negativos y conductas desadaptativas que impide un desarrollo normal en todos los
ambitos de la vida diaria. Las personas con depresién y trastornos relacionados no sélo mues-
tran alteraciones en el estado de animo o el afecto, sino que también pueden mostrar profun-
das deficiencias en la motivacion que se manifiestan como retraso psicomotor, anergia, fatiga,
etc. La anergia es uno de los sintomas motivacionales caracteristicos de la depresion que
supone un mayor problema para la realizacion de tareas cotidianas. Este sintoma supone una
disminucion del esfuerzo que el sujeto esta dispuesto a realizar para conseguir un objetivo.

La anergia puede estudiarse mediante varios modelos animales, induciéndose a través
de la alteracion del sistema dopaminérgico (Salamone and Correa, 2012). Basados en estos
resultados utilizando modelos experimentales en animales, estudios realizados en humanos
también han demostrado que las personas con depresion mayor muestran anergia manifestada
como una reduccion en la seleccion de alternativas de alto esfuerzo (Treadway et al., 2012b).

La motivacién es un proceso complejo implicado en multiples funciones comportamen-
tales y circuitos neuronales. Se distinguen dos componentes esenciales en la motivacion: el
activacional y el direccional. Los organismos se orientan hacia o evitan ciertos estimulos a los
que llamamos reforzadores. Un reforzador positivo puede ser descrito como una meta o, en
términos econdémicos, un bien de consumo. Los reforzadores son estimulos que, de alguna
manera, son autoadministrados, conseguidos o preservados y a los que el sujeto se aproxima.
Los reforzadores fortalecen la conducta induciendo altos niveles de activaciéon conductual para
alcanzarlos (Salamone and Correa, 2012).

La dopamina (DA), en particular en las proyecciones mesolimbicas que llegan al nucleo
accumbens, juega un papel importante en la regulacién de los aspectos activacionales de la
motivacién (energia, vigor, persistencia), aunque no en los aspectos direccionales. Los orga-
nismos con frecuencia tienen que tomar decisiones relacionadas con el esfuerzo que deben
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invertir para conseguir un reforzador y las cualidades del mismo, basandose en un analisis
de costes/beneficios (Salamone and Correa, 2012). La DA en el nucleo accumbens activa y
mantiene la conducta, permitiendo la produccion de trabajo y la persistencia en la busqueda
del reforzador. Esto posibilita superar los costes de respuesta requeridos para acceder a los
estimulos significativos.

Ademas, existe una interaccion funcional entre los receptores de dopamina DA D, y ade-
nosina A, (Fuxe et al., 2003). Ambos receptores se encuentran localizados en las mismas
neuronas del nldcleo accumbens y su activacion tiene efectos opuestos en la misma cascada
bioquimica intracelular (Ferré, 1997). Varios estudios han demostrado que los antagonistas de
adenosina A, pueden revertir los efectos de los antagonistas de DA D, en las tareas conductua-
les de eleccion relacionadas con el esfuerzo (Pardo et al., 2012).

En muchos de estos estudios se han utilizando tareas en las cuales, los animales deben
elegir entre apretar la palanca para conseguir una comida mas palatable (bolitas dulces) o pue-
den aproximarse y consumir directamente una comida menos apetecible (comida estandar de
laboratorio, CHOW) que se encuentra disponible en todo momento en la caja operante (Nunes et
al., 2013). Tipicamente en estos paradigmas las ratas entrenadas en una tarea de razon fija 1
(RF1) (una presion de palanca para conseguir una bolita de comida) o de RF5 (cinco presiones
de palanca para conseguir una bolita de comida) obtienen la mayoria de su comida diaria en la
tarea operante donde consiguen la dulce, pero consumen muy poca cantidad de comida libre.
La administracion sistémica de dosis moderadas o bajas de antagonistas de la DA producen
un profundo efecto en esta tarea de eleccion. Asi aunque la presion de la palanca decrece por
la interferencia con la DA del nucleo accumbens, las ratas con el antagonista DA muestran una
respuesta compensatoria y seleccionan una nueva via hacia una fuente de comida alternativa
(la que esta mas facilmente disponible). Estos resultados demuestran que la interferencia con
la transmision dopaminérgica no reduce simplemente el apetito. Las ratas tratadas con dosis
bajas de antagonistas de DA permanecen orientados hacia la adquisicion y el consumo de
comida, indicando que aspectos fundamentales del reforzamiento con comida y la motivacion
primaria por la comida permanecen intactos (Salamone and Correa, 2012).

Mas recientemente, para evaluar los efectos conductuales de estas manipulaciones DA
utilizamos un paradigma operante en el que el animal debe realizar cada vez mas esfuerzo
(apretando un mayor numero de veces una palanca, Programa de Razén Progresiva, PROG)
para conseguir la comida mas apetecible, o tiene la opcién de comer libremente el otro tipo de
comida menos sabrosa pero de libre acceso (CHOw) (Randall et al. 2012).

El objetivo del presente estudio es evaluar los efectos de las manipulaciones farmacolé-
gicas sobre el sistema dopaminérgico-adenosinérgico y, al mismo tiempo, mostrar la utilidad
de la tarea PROG/CHOW como procedimiento para estudiar la conducta motivada de eleccién
relacionada con el esfuerzo.

Evaluamos los efectos de la manipulacién farmacolégica del sistema dopaminérgico me-
diante el antagonismo de los receptores de DA D, (eticlopride). Esta sustancia se emplea am-
pliamente como antipsicético en la clinica humana y como efectos secundarios se ha descrito
que produce anergia, fatiga y enlentecimiento psicomotor.

Asimismo, dado que los receptores dopaminérgicos en el nucleo accumbens estan colo-
calizados con receptores de adenosina y que su estimulacion tiene un efecto opuesto a la es-
timulacion de los receptores de adenosina, también estudiamos el efecto del antagonismo de
los receptores A,,, colocalizados con los receptores D,, mediante la coadministracion de MSx3
para revertir los efectos del eticlopride.
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Método
a) Sujetos

Los sujetos experimentales fueron ratas macho adultas de la estirpe Sprague-Dawley
(Harlan, Indianapolis, IN, EE.UU.) alojadas en una colonia a 23°C con ciclos de 12 horas de luz
/ oscuridad. Las ratas pesan 300-350 gramos al inicio de cada estudio, y se privan de comida
al inicio del entrenamiento en base al 85 % de su peso corporal.

Las ratas reciben alimento suplementario para mantener el peso a lo largo del estudio,
con agua disponible ad libitum en sus jaulas. Los protocolos empleados fueron aprobados por
el Comité Institucional de Cuidado de Animales de la Universidad de Connecticut, y siguiendo
las directrices del NIH (National Institute of Health).

b) Drogas

El Eticlopride se obtuvo de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) y se disuelve en cloruro de sodio
al 0,9 %, que también sirve como la solucién vehiculo.

MSX-3 es proporcionado por el laboratorio de Christa Muller (Universidad de Bonn, Bonn,
Alemania) y se disuelve en cloruro de sodio al 0,9 % ajustandose el pH con hidréxido de sodio
a un pH final de 7,4.

Todos los farmacos se administran mediante inyeccion intraperitoneal (IP) y las dosis
fueron seleccionadas en base a estudios previos realizados en el mismo laboratorio.

¢) Procedimiento conductual

Para evaluar los efectos conductuales de las manipulaciones farmacolégicas, se utilizo la
tarea PROG/CHOW, un paradigma operante donde el animal debe realizar cada vez mas esfuer-
zo (apretando un mayor numero de veces una palanca, Programa de Razoén Progresiva, PROG)
para conseguir una comida mas apetecible, o tiene la opcién de comer libremente otro tipo de
comida menos sabrosa pero de libre acceso (CHOw). Es decir, que se expone a los animales a
una situacién experimental de toma de decisiones donde deben elegir entre realizar un trabajo
para conseguir un reforzador, cuyo coste se va incrementando gradualmente, o no llevar a
cabo esfuerzo alguno y obtener un reforzador menos valorado.

Las sesiones de entrenamiento conductual se realizaron en cajas de condicionamiento
operante (28 x 23 x 23 cm3; Med Associates). Las ratas se entrenaron inicialmente para apre-
tar la palanca en un programa de reforzamiento continuo RF1’ (45 mg pastillas, Bioserve, Fren-
chtown, NJ, EE.UU.) durante 1 semana y a continuacion se inicié el entrenamiento en la tarea
PROG (sesiones de 30 min, 5 dias/ semana) durante 8 semanas mas. En las sesiones PROG, la
ratio comienza con RF1 y se incrementa en una respuesta adicional cada vez que se obtuvieron
15 refuerzos (RF1x15, RF2Xx15, RF3X15...).

Cuando los animales llegaron a una linea base estable de respuesta, se introdujo la co-
mida libre (CHOwW) como opcidn alternativa, disponible en el suelo de la caja durante las sesio-
nes. Las ratas fueron entrenadas hasta que alcanzaron niveles basales estables de presién de
la palanca e ingesta de comida, después de lo cual comenzaron los tests farmacolégicos.
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d) Diserio experimental

Para evaluar el impacto de la alteracion del sistema dopaminérgico se realizaron dos
tipos de experimentos. En el primero, se estudié el efecto de diferentes dosis de eticlopride.
Cada dia de test, las ratas (n = 16) recibieron inyecciones de eticlopride a dosis de 0,02, 0,04,
0,08 mg/kg o una inyeccion de vehiculo (VEH, dosis control), 30 minutos antes de la prueba.

A partir de los datos obtenidos en este experimento, se selecciond la dosis de eticlopride
efectiva para el segundo experimento, dénde se estudié el efecto de diferentes dosis de Msx3
sobre el impacto de la dosis efectiva de eticlopride. En éste, los animales recibieron inyeccio-
nes de ambos farmacos 30 min. antes del test, siendo las dosis coadministradas: vehiculo de
eticlopride + vehiculo de Msx3, eticlopride 0,08 mg/kg + vehiculo de Msx3, eticlopride 0,08 mg/
kg + Msx3 1,0 mg/kg y eticlopride 0.08 mg/kg + Msx3 2,0 mg/kg.

El estudio responde a un disefio de medidas repetidas, ya que cada animal recibi6é todas
las dosis del farmaco, incluida la dosis vehiculo a modo de control, en orden aleatorio (un tra-
tamiento por semana). Para determinar el efecto de los farmacos, nos centraremos en las va-
riables respuesta Ratio (nivel de esfuerzo realizado por el animal) y Chow (cantidad de comida
libre ingerida) en funcién de las dosis empleadas del farmaco y del sujeto (ID).

Resultados

Dado que los datos no siguen una distribucion normal y la muestra de sujetos es re-
ducida, evaluamos los efectos de las manipulaciones farmacolégicas mediante la prueba no
paramétrica de Friedman para k muestras relacionadas. De igual modo, hemos realizado ana-
lisis de supervivencia para observar la evolucion de los sujetos a lo largo de la tarea y poder
comparar las curvas de supervivencia para cada dosis de un farmaco.

Experimento 1: Efecto de diferentes dosis de eticlopride.

La significacion obtenida en la variable ratio (x? = 29,2742, df = 3, p-value = 1,961e-06)
muestra diferencias significativas en la mediana de por lo menos una de las dosis administra-
das. Comparaciones multiples mediante el test de Wilcoxon y la correccién de Holm, muestran
que la distribucion de respuesta de los animales cuando se administraron las dos dosis mayo-
res (eticlopride 0,04 y 0,08 mg/kg) es estadisticamente diferente a la dosis de vehiculo (control)
con p <0,01y 0,001 respectivamente. En cambio, no obtenemos resultados significativos para
la variable comida libre ingerida (x? = 7,6242, df = 3, p-value = 0,05445). (Fig. 1).
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Figura 1. Distribucion de la ratio completada y comida libre ingerida (chow) en funcion de las dosis administradas
de Eticlopride. En los boxplots se representa la mediana, cuartiles primero y tercero, valores maximo y minimo
y outliers. ** p<0,01 *** p<0,001 diferencias estadisticamente significativas con respecto a la dosis VEH (0,0 mg/kg)
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En el analisis de supervivencia, estudiamos como influye cada dosis administrada en la
respuesta de los sujetos basandonos en el nivel de ratio completada. Este analisis nos permite
describir la evolucion del grupo de sujetos experimentales mediante la representacion grafica
de las proporciones de supervivencia para diferentes intervalos de la ratio, obteniendo una cur-
va para cada dosis administrada. Realizaremos las curvas de supervivencia con el estimador
de Kaplan Meier, a través de la funcion survfit() de la libreria survival (Therneau, 2012).
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Figura 2. Curva de supervivencia con respecto a la ratio completada para cada dosis de Eticlopride.
Cada linea representa la probabilidad acumulada de supervivencia para los intervalos de ratio vy,
para cada una de las dosis administradas del farmaco

El test survdiff (x> = 19,8, 3g.l., p= 0.000186) nos informa de que al menos una de las cur-
vas de supervivencia es diferente al resto y, al realizar las comparaciones entre curvas, tanto el
test de log Rank como el test de Peto muestran que existen diferencias significativas entre las
curvas de supervivencia de la dosis de Eticlopride 0,08 mg/kg con respecto a la dosis control
(VEH) con un p < 0,001 corregido por el método de Holm. (Fig. 2).

Como vemos la probabilidad de supervivencia va disminuyendo para las medianas de
cada dosis, lo que refleja que, ademas de disminuir la mediana al aumentar la dosis de eticlo-
pride, aunque la mitad de la muestra llegue hasta ese punto mediano, no lo supera.

Experimento 2: Efecto de diferentes dosis de MsSx3 sobre el impacto de una dosis efectiva
de eticlopride.

La significacion obtenida en la variable ratio (x> = 31,1087, df = 3, p-value = 8,064e-07)
muestra diferencias significativas en la mediana de por lo menos una de las dosis administra-
das. El resultado de las comparaciones multiples y la correccién de Holm, muestra que solo la
mediana de las respuestas correspondiente a la coadministracion de la dosis eticlopride 0.08
mg/kg + vehiculo de MsSX3 es estadisticamente diferente a la de la dosis vehiculo (control) con
un p-valor menor de 0,001.
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Por el contrario, no obtenemos resultados significativos para la variable comida libre inge-
rida (x% = 2,1, df = 3, p-value = 0,5519) donde no encontramos evidencia estadistica para afirmar
que las distribuciones de probabilidad en esta variable difieran en ninguna dosis. (Fig. 3).
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Figura 3. Distribucion de la ratio completada y comida libre ingerida (chow) en funcién de las dosis administradas
de Msx3 (0, 1,0 y 2,0 mg/kg) junto con la dosis efectiva de Eticlopride (0,08 mg/kg). En los boxplots se representa
la mediana, cuartiles primero y tercero, valores maximo y minimo y outliers. *** p<0,001 diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la dosis VEH (control/control)
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Figura 4. Curva de supervivencia con respecto a la ratio completada para cada dosis coadministradas
de msx3 (0, 1,0 y 2,0 mg/kg) junto con la dosis de 0,08 mg/kg Eticlopride. Cada linea representa
la probabilidad acumulada de supervivencia para los intervalos de ratio y, para cada una de las dosis
coadministradas de los farmacos
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Segun muestra la significacion del test survdiff (x*> = 22,2 on 3 degrees of freedom, p=
5,83e-05), al menos una de las curvas de supervivencia es diferente al resto. Las comparacio-
nes entre curvas mediante el test de log Rank (p = 0,0025) y el test de Peto (p = 0,0011) mues-
tran diferencias significativas, una vez ajustado el p-valor por el método de Holm, unicamente
entre las curvas de supervivencia de la dosis coadministrada de Eticlopride 0.08 mg/kg junto
con el vehiculo de Msx3 con respecto a la dosis control (VEH-VEH). Como vemos, los resultados
siguen la misma linea que los obtenidos mediante el test de Friedman. (Fig. 4).

Discusion y conclusiones

En condiciones normales, las ratas entrenadas en un programa progresivo alcanzan al-
tos niveles de ejecucion, es decir, llegan a apretar la palanca un gran niumero de veces para
conseguir comida dulce (pellets) e ingieren menos comida libre menos palatable (chow). Alcan-
zan pues, una ratio alta de respuesta operante; prefieren trabajar para conseguir un reforzador
que conseguir sin ningun esfuerzo un alimento disponible menos apetecible.

Por tanto, los resultados obtenidos nos indican que el eticlopride, un farmaco que anta-
goniza la funcion de los receptores de dopamina D,, reduce el nivel de esfuerzo que el animal
esta dispuesto a realizar por conseguir un reforzador (disminuye la ratio de respuesta) cuando
puede elegir opciones que requieran un esfuerzo menor (elegir la comida libre).

Los efectos del antagonismo dopaminérgico D, tras la administracion de etriclopride, se
revirtieron mediante la coadministracion de Msx3, un antagonista de los receptores de adeno-
sina A,,. La ejecucion de los animales pasé a ser de esta manera, similar a las condiciones
normales; los animales pasaron a responder a la palanca y a estar dispuestos a trabajar para
conseguir el reforzador.

Estos estudios evidencian la potencialidad de este farmaco como tratamiento de la aner-
gia en enfermedades como la depresion, el Parkinson o el sindrome de fatiga crénica. Al mismo
tiempo, nos proporcionan infomacion relevante acerca de la utilidad del Programa de Razén
Progresiva con alternativa libre (PROG/ CHOW) como un modelo animal para el estudio de los
sintomas motivacionales relacionados con el esfuerzo que se enceuntran alterados en muchos
trastornos psicologicos.
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