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Disfunciones relacionadas con el esfuerzo como la anergia y la fatiga son sintomas cen-
trales de la depresion y otros trastornos. El sistema dopaminérgico (DA) mesolimbico
desempena un papel critico en la activacién de la conducta. Sin embargo, se ha demos-
trado que la deplecion DA no cambia la preferencia cuando no se requiere realizar esfu-
erzo en la adquisicion del reforzador. Aun asi, cuando una concentracion alta de sucrosa
requiere trabajo, los roedores con deplecion DA reducen el esfuerzo necesario para ob-
tener la concentracién preferida pero aun asi compensan consumiendo sucrosa menos
dulce de libre acceso. En el presente estudio, hemos desarrollado una tarea en un labe-
rinto en T para ratones que nos permita evaluar la preferencia entre tres diferentes tipos
de reforzadores situados cada uno en uno de los brazos: actividad fisica como la condi-
cion de refuerzo que requiere un alto esfuerzo, un plato con bolitas de sucrosa de libre
acceso, y un agujero en el que se localiza un olor neutro. Los ratones muestran prefe-
rencia, de manera innata, por el ejercicio fisico y esto es dependiente de las condiciones
homeostaticas del animal (si esta hambriento o saciado). Por otro lado, observamos un
incremento de la preferencia por rodar en la rueda de actividad cuando la comida dulce
se devalua (se le anade un sabor amargo). Los animales que reciben tetrabenazina, un
depletor DA que inhibe de manera reversible el transportador vesicular de monoaminas
de tipo 2 (VMAT2), demostraron reducir su preferencia por el ejercicio fisico, pero aumen-
taron el consumo de sucrosa de libre acceso. Asi pues la reduccién de DA produce sin-
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tomas de anergia (falta de energia) aunque no de anhedonia (falta de apreciacion de las
propiedades gustativas apetecibles de la sucrosa).
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Abstract

Effort-related dysfunctions such as anergia and fatigue are core symptoms of depres-
sion and other disorders. Dopamine (DA) systems play a critical role in behavioral ac-
tivation. However, previous studies have shown that DA depletion does not change
sucrose consumption or preference when no effort is involved in procuring this rein-
forcer. Nevertheless, when the preferred sucrose concentration requires work, rodents
with DA depletions reduce the work output for the preferred highly concentrated su-
crose drink but compensate by consuming more of the less sweet but freely available
sucrose fluid. In the present studies, we have developed mice T-maze tasks for the
assessment of preference between three different type of reinforcers: engagement in
physical activity as the high effort reinforcing condition, a dish with freely available
sucrose pellets, and a non-social (neutral) odor in the third arm. Mice show an impor-
tant preference by the physical exercise, and this preference depends on the animal’s
homeostatic conditions (satiety or hunger). Moreover, preference for the running wheel
increases when the sweet food is devalued. In the present studies, tetrabenozine, a
selective and reversible vesicular monoamine transporter-2 (VMAT2) inhibitor reduced
preference for physical exercise, but increased sucrose consumption. Thus the reduc-
tion of DA produces symptoms of anergy (lack of energy) but not anhedonia (lack of
enjoyement of the sucrose taste).

Keywords: dopamine, tetrabenazine, physical activity, anergia, mice.

Introduccion

Los beneficios en la salud fisica y mental de realizar actividad fisica han sido amplia-
mente demostrados (Dishman et al., 2006). Por el contrario, se ha observado que la falta de
actividad puede contribuir al desarrollo de depresion y de obesidad (Lambert 2006). Uno de los
sintomas mas comunes y debilitantes de muchos desérdenes psicologicos es la sensacion de
fatiga mental o falta de energia que lleva a la indiferencia y apatia como mecanismo adaptativo
(Tylee et al., 1999; Stahl 2002).

En modelos animales se ha demostrado que el ejercicio puede tener efectos neuropro-
tectores y neurotroficos (Dishman et al., 2006; Zigmond et al., 2009). Estos datos han llevado
tanto a investigadores como a clinicos a sugerir que el ejercicio puede ser usado como terapia
preventiva o tratamiento para una variada lista de patologias mentales o neurolégicas (Dish-
man et al., 2006; Salamone et al., 2010). Ademas, en estudios con roedores, la actividad fisica,
como correr en una rueda de actividad, puede ser reforzante en si misma y se ha demostrado
que el ejercicio continuado en rueda tiene claros efectos neuroprotectores.

Numerosos estudios clinicos en los ultimos afios han demostrado que la anergia es un
aspecto critico de la depresion, ciertos tipos de obesidad moérbida, la retirada de drogas y otros
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desordenes psiquiatricos (Tylee et al., 1999; Stahl 2002; Salamone et al. 2006, 2010). Sin em-
bargo, a pesar de los numerosos datos clinicos demostrando la importancia de la anergia en la
depresion, las bases bioldgicas de este sintoma son ampliamente desconocidas y por ello es
uno de los sintomas que menos se trata (Stahl 2002). Los datos apuntan a la implicacién de
los sistemas centrales de DA en estos procesos (Willner 1983; Stahl 2002; Salamone y Correa
2012). En pacientes depresivos, la eficacia en la reduccion de la anergia producida por los
farmacos antidepresivos como el bupropion, con potentes efectos sobre la recaptacion de DA
(Rampello et al., 1991), es mayor que la eficacia de antidepresivos clasicos como la fluoxetina
que actua en mayor medida sobre la recaptacion de serotonina (Stahl 2002).

Los datos preclinicos obtenidos en la investigacion con animales también han demostra-
do que los sistemas cerebrales de DA, en especial el nucleo accumbens (Nach), estan impli-
cados en los aspectos activadores, vigorizadores o energizantes de la motivaciéon (Salamone
y Correa, 2002; 2012). Esto es importante si tenemos en cuenta que los organismos deben
estar muy activos y ejercer esfuerzo para aproximarse a la obtencién de estimulos bioldgica-
mente relevantes. Para ello, no s6lo deben tomar decisiones relacionadas con la cualidad de
los estimulos, sino también con la cantidad de esfuerzo que deben invertir para conseguirlos
realizando asi una valoracion de los costes/beneficios implicados entre estimulos y respuestas
instrumentales de aproximacion. La interferencia con la DA del Nacb modifica el resultado de
esta valoracion de manera que el individuo elige los estimulos que implican un menor coste de
respuesta (Salamone y Correa 2002, 2012).

Para el estudio del papel de la DA en el componente activacional de la motivacion, nues-
tro laboratorio ha utilizado la tetrabenazina (TBz) para reproducir la falta de energia. Tetrabe-
nazina (TBZ) es un farmaco que reduce la liberacion de DA al bloquear selectivamente a VMATZ2,
un transportador vesicular de monoaminas necesario para que la DA sea liberada al espacio
extracelular. Esta deplecion transitoria de los niveles de DA es un modelo farmacolégico muy
proximo a la reduccién andémala de DA presente en la anergia.

Desde hace afios se han desarrollado modelos animales conductuales para la toma de
decisiones basadas en el esfuerzo, que han sido utiles en el estudio de la anergia inducida por
lesiones quirurgicas en las neuronas de DA del Nach o el antagonismo de los receptores de DA
(Salamone et al., 1994; Cousins et al., 1996; Pardo et al., 2012). Para comprobar el efecto de
la deplecion de DA inducida por tetrabenzina en la conducta manifiesta de los sujetos, en el la-
boratorio se ha disefiado un paradigma que permite conocer la preferencia de los ratones por
estimulos inicialmente reforzantes en presencia de estimulos de caracter neutral: se trata de un
laberinto en T en el que el animal opta libremente y sin restricciones por uno de los tres estimulos
presentes en el laberinto. En este procedimiento, uno de los brazos contiene bolas de comida
palatable (sucrosa) y agua con sucrosa al 5 %; un estimulo oloroso de caracter neutral en otro
brazo; y por ultimo, el animal puede optar por realizar ejercicio fisico en una rueda de actividad.
En estudios con roedores, la actividad fisica, como correr en una rueda de actividad, puede ser
reforzante en si misma. Ademas, se ha demostrado que el ejercicio continuado en rueda tiene
claros efectos neuroprotectores. Por ejemplo, 15 dias de ejercicio voluntario en rueda protege del
efecto hipolocomotor que produce el estrés en ratones (De Chiara et al., 2010).]

El presente estudio tiene como objetivo estudiar estrategias preventivas, iniciadas duran-
te el final de la infancia y principio de la adolescencia, que permitan impedir el desarrollo de
sintomas motivacionales como la anergia en la edad adulta. Dichas estrategias conductuales
iran dirigidas a potenciar la actividad del sistema neural de DA. Para ello se implementara un
programa de ejercicio fisico forzado en un grupo de ratones durante una hora al dia y, en el
otro grupo, se estudiara el sedentarismo. Tras este periodo de entrenamiento, los animales
recibiran el depletor de DA o una solucion control y seran evaluados en sus preferencias en el
laberinto en T.
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Métodos

a. Sujetos

Todos los experimentos se llevaron a cabo con ratones macho Swiss cD1 (30-45g)
procedentes de Janvier (Francia). Los ratones fueron estabulados en grupo con co-
mida de laboratorio estandar y agua disponible ad libitum. La temperatura de la colo-
nia se mantuvo a 22 + 1 °C con el periodo de luz de 8:00 a 20:00 horas. Todos los
procedimientos experimentales cumplian con la European Community Council direc-
tive (86/609/Ecc) para el uso de animales de laboratorio con el «Guidelines for the
Care and Use of Mammals in Neuroscience and Behavioral Research» (National Re-
search Council 2003).

. Drogas

Se inyecto tetrabenacina (TBz, Sigma-Aldrich, Espafa), disuelta en una solucion 0,2
% de acido tartarico (pH= 4.0) que se empled también como solucioén control (vehicu-
lo). Las dosis son: 0.0, 0.5, 1.0 y 2.0 mg/kg se administraron 120 minutos antes de la
realizacién de cada test. Todas las soluciones fueron administradas intraperitoneal-
mente (IP).

. Procedimiento conductual

El grupo de ejercicio forzado (EF) se entrené diariamente en ruedas de actividad cer-
radas y en movimiento constante con pausas programadas. La velocidad de las rue-
das (7-5 m/minuto) y el tiempo de la sesidon experimental (60 minutos con pausas
cada 10 minutos) se establecieron en base a los niveles de actividad locomotora vo-
luntaria observados en nuestro laboratorio en ratones bajo condiciones normales,
asegurandonos asi la ausencia de estrés. El el grupo control sedentario se introdujo
en las mismas ruedas que los EF pero, en este caso, permanecian paradas.

El test para evaluar las preferencias se realizé en un laberinto con 3 brazos: uno vacio
donde sélo hay un agujero con un olor artificial (los roedores pasan cantidades signi-
ficativas de tiempo olfateando el medio y la presencia de un agujero es un estimulo
que atrae esta conducta de exploracion), otro brazo donde hay una rueda de actividad
y un tercero donde hay una solucion con sucrosa al 5 % y pellets (bolitas de comida
dulce). Una vez al dia, los animales se introdujeron en el laberinto y durante un unico
ensayo de 15 minutos distribuyeron su tiempo entre los 3 brazos del laberinto.

Las roedores fueron entrenados hasta que alcanzaron niveles basales estables de
tiempo rodando e ingesta de pellets, después de lo cual comenzaron los tests farma-
coloégicos.

. Disefio experimental

El estudio responde a un disefio de medidas repetidas, ya que cada animal recibié
todas las dosis del farmaco, incluida la dosis vehiculo a modo de control, en orden
aleatorio (un tratamiento por semana). Para determinar el efecto de la tetrabenacina,
evaluamos las variables respuesta tiempo rodando (segundos que el animal corre en
la rueda de actividad, Rw), tiempo comiendo (segundos que el animal emplea comi-
endo pellets) y tiempo olfateando (segundos que el animal olfatea el algodén impreg-
nado en perfume).

Para analizar el efecto de las manipulaciones farmacoldgicas (administracién de TBz)
en el paradigma conductual se emple6 un analisis de varianza de medidas repetidas
(ANOVA) para cada una de las variables evaluadas y para cada grupo (N=8 en grupo



El ejercicio forzado previene la anergia inducida por la deplecién de dopamina 175

control y N=7 en grupo ejercicio forzado). Cuando los resultados fueron significativo,
se realizo el test LsD de Fisher para conocer que dosis diferian estadisticamnete de
la dosis control (vehiculo). En el estudio de la devaluacion de la comida, se emple6
una t de student para muestras dependientes.

Resultados

El ANOVA de medidas repetidas no reveld efectos significativos del factor dosis en los
animales de ejercicio forzado (F=0.81, df=3, p=n.s) en la variable tiempo rodando. Sin embar-
go, si se encontraron efectos significativos en esta variable en los animales de la condiciéon
control ((F)=4.99, df=3, p<0.01). Las comparaciones post hoc mostraron que todas las dosis
de tetrabenacina (0.5, 1.0 y 2.0 mg/kg) disminuyeron el tiempo que los animales del grupo
control, emplearon rodando en la Rw. (Figura 1)
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Figura 1. Tiempo rodando en rueda de actividad (Rw) en funcién de la dosis de tetrabenacina
(TBZ: 0.0,0.5,1.0,2.0 mg/kg) en el grupo control (izquierda) y grupo de ejercicio forzado (derecha).
Media +SEM de segundos acumulados en Rw. (** p<0.01, * p<0.05, diferencias significativas
respecto a la dosis control 0 mg/kg)

En cuanto a la variable tiempo comiendo, el ANOVA de medidas repetidas no mostro efec-
tos significativos del factor dosis en los animales del grupo control (F=0.82, df=3, p= n.s) aun-
gue se observa una tendencia de incremento en el tiempo empleado comiendo al administrar
TBz. Tampoco hay evidencia de que la dosis de TBz fuera efectiva en esta variable para la
condicién de ejercicio forzado (F=0.61, df=3, p= n.s). (Figura 2)
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Figura 2. Tiempo comiendo en funcién de la dosis de tetrabenacina (T8z: 0.0,0.5,1.0,2.0 mg/kg) en el grupo
control (izquierda) y grupo de ejercicio forzado (derecha). Media +SEM de segundos acumulados
comiendo pellets (bolitas de comida dulce)

El ANOVA de medidas repetidas no mostré efectos significativos del factor dosis en los
animales del grupo control (F=1,18, df=3, p= n.s) en la variable tiempo olfateando. De la
misma manera, no se encontraron efectos significativos en esta variable en los animales ex-
puestos a ejercicio forzado (F=0,45, df=3, p=n.s). (Figura 3)

" GRUPO CONTROL 4 EJERCICIO FORZADO

4 4 -

3 3

2 2 ‘{ ‘|‘

N I I 1 '

i i F'E s B B
0 05 1 2 0 0.5 1 2

Figura 3. Tiempo olfateando en funcién de la dosis de tetrabenacina (T8z: 0,0,0,5,1,0,2,0 mg/kg) en el grupo
control (izquierda) y grupo de ejercicio forzado (derecha). Media +SEM de segundos acumulados oliendo

Devaluacion de la comida mediante pellets con sabor amargo

Para validar el paradigma conductual empleado se realizdé un experiemento de devalua-
cion del alimento rociando los pellets administrados en el test con una solucién amarga (1g/I
de cafeina). Para ello se empled una muestra de 7 animales de la misma estirpe, pero dife-
rentes a los que realizaron los test farmacoldgicos. La prueba t para muestras dependientes
mostré un incremento significativo en al variable tiempo rodando en la condicion (t= —4,39,
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p<0,01) de devaluacién respecto a la linea base. Por otra parte, se observd una disminucion
significativa en el tiempo comiendo (t= 2,36, p<0,05). (Figura 4). La prueba t no mostré dife-
rencias en la variable tiempo olfateando entre la linea base y el test de devaluacion (t= 92, p=
n.s). (Figura 5)
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Figura 4. Tiempo en Rw (izquierda) y tiempo comiendo (derecha) en linea base (LB) o tras la devaluacién
del alimento. Media +SEM de segundos acumulados en cada condicién. (**p<0,01, * p<0.05, diferencias
significativas respecto a LB)
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Figura 5. Tiempo olfateando en LB o tras la devaluacion del alimento. Media +SEM de segundos
acumulados en cada condicion

Discusién y conclusiones

Como bien se ha descrito anteriormente, la actividad de correr en una rueda de actividad,
puede ser reforzante en si misma para los roedores. Este hecho lo hemos comprobado una
vez mas, mediante este experimento, dénde vimos que en condiciones normales los roedores
pasan la mayoria del tiempo en la rueda de actividad, es decir, que prefieren permanecer mas
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tiempo realizando una actividad fisica que cualquiera de las otras opciones alternativas que no
requieren esfuerzo.

Los resultados obtenidos reflejan que la deplecion dopaminérgica reduce la eleccion de
realizar esfuerzo fisico en los animales con poca experiencia de ejercicio fisico, pero no en los
animales con alta experiencia. Es decir, que se produce un cambio en la eleccion en los ani-
males sin previa experiencia en ejercicio forzado, dejando de la lado refuerzos que requieren
la realizacion de esfuerzo por estimulos mas sedentarios, que implican un menor coste de res-
puesta. Aunque no se observa un incremento significativo en la ingesta de comida al adminis-
trar tetrabenacina, si que vemos una tendencia creciente que posiblemente seria significativa
incrementando el numero de la muestra. Ademas, lo destacable es que se reduce el tiempo
gue los animales permanecen rodando pero no ocurre de la misma manera con el tiempo em-
pleado en comer, por tanto la motivacion por la alimentacion permanece intacta.

Estos estudios basicos en animales son potencialmente relevantes para la comprension
de disfunciones psiquiatricas tales como la anergia, cuyas bases bioldgicas son aun poco co-
nocidas, y la seleccion de estilos de vida pasivos en los seres humanos.
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