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Resumen

Introduccion: Los receptores ionotrdpicos y metabotropicos (mGlu) de glutamato han
sido implicados en la modulacion de la agresion. Asi, estudios recientes han encontrado
una reduccion de la agresion en ratones que carecen de la subunidad GluR-A de los re-
ceptores AMPA. Asimismo, los receptores mGlu1 y mGlu5 también se han involucrado en
la regulacion de la agresion. (RS)-3,4-DCPG es un antagonista mixto de receptores AMPA
y agonista de receptores mGlu8. Su actividad antagonista AMPA esta determinada por su
isomero R, mientras que el isomero S es causal de sus propiedades agonistas mGlus8.
Métodos: En este estudio, se analiza el efecto de la administracion de (RS)-3,4-DCPG
(5, 10 y 20 mg/kg, intraperitoneal) en los encuentros agonistas entre ratones machos;
30 min después de la administracion del farmaco se llevaron a cabo interacciones ago-
nistas de 10 min de duracion entre un animal aislado y un oponente andsmico en un area
neutral. Dichos encuentros se grabaron en video para su analisis etolégico mediante un
programa de ordenador y se estimd el tiempo pasado por los ratones en cada una de diez
categorias conductuales.

Resultados y conclusiones: Los resultados indicaron que el (RS)-3,4-DCPG no produjo
cambios conductuales significativos, esto apunta a que el antagonismo de los receptores
AMPA por el isomero R y la estimulacion de los receptores mGlu8 por el isbmero S no pa-
recen actuar sinérgicamente sobre la agresion en la forma racémica del 3,4-DCPG.
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Effects of (RS)-3,4-DCPG, a mixed AMPA antagonist/mGluR8 agonist, on aggressive
behavior in mice

Abstract

Introduction: lonotropic and metabotropic (mGlu) receptors of glutamate have been
suggested to be involved in the modulation of aggression. Thus, recent studies found
reduced aggression in AMPA-type glutamate receptor GluR-A subunit-deficient mice.
Likewise, mGlu1 and 5 receptors have also been implicated in aggression regulation.
(RS)-3,4-DCPG is a mixed antagonist of AMPA receptors and an agonist of mGluR8. The
AMPA antagonist activity of this compound is determined by its R isomer while the S
isomer is responsible for its mGluR8 agonistic properties.

Methods: We analyzed the effects of (RS)-3,4-DCPG (5, 10 and 20 mg/kg, ip) on agonistic
encounters between male mice. Individually housed mice were exposed to anosmic
opponents 30 min after drug administration. Ten min of dyadic interactions were staged
between a singly housed and an anosmic mouse in a neutral area. The encounters were
videotaped and the accumulated time allocated by subjects to 10 broad behavioral
categories was estimated using an ethologically based analysis.

Results and conclusions: The results indicated that (RS)-3,4-DCPG produced no significant
behavioral changes, suggesting that antagonism of AMPA receptors by the R isomer and
stimulation of mGluR8 by the S isomer do not act synergistically on aggression in the
racemic form of 3,4-DCPG.

© 2009 Sociedad Espanola de Psiquiatria and Sociedad Espanola de Psiquiatria Biologica.
Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccién

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el
sistema nervioso central (SNC). Una vez liberado desde las
vesiculas presinapticas, se une a receptores postsinapticos
ionotropicos (NMDA, AMPA y kainato). Asimismo, activa re-
ceptores metabotropicos (mGluR) que modulan su libera-
cion, la respuesta postsinaptica y la actividad de otras si-
napsis. Hasta la fecha, se han descrito ocho subtipos de
receptores metabotropicos del glutamato (mGluR1-8), divi-
didos en tres grupos diferenciados segiin su homologia en la
secuencia de aminoacidos, los mecanismos de transduccion
de senales, el sistema de segundos mensajeros al que se
acoplan y su farmacologia. Asi, tenemos los receptores me-
tabotropicos del grupo I, que incluiria el mGlu1 y el mGlu5,
los del grupo I, formado por los receptores mGlu2 y mGlu3
y, por ultimo, los del grupo lIl, en el que estarian incluidos
los receptores mGlu4, 6, 7 y 8'3.

Numerosos estudios indican que el glutamato esta impli-
cado en la regulacion de la agresion. Asi, en los primeros
trabajos en los que se examind la administracion de antago-
nistas del receptor NMDA del glutamato, como la fenciclidi-
na (PCP) o la dizocilpina (MK-801), se evidenciaron cambios
en la conducta agresiva de los animales, aunque con resul-
tados contradictorios, y se observo un efecto tanto proagre-
sivo como antiagresivo, segun los ligandos utilizados, las
dosis administradas y la especies animales elegidas como
sujetos experimentales*t. Mas recientemente, Belozertseva
et al’, mediante un modelo de agresion inducida por aisla-
miento, analizaron el efecto de agentes que actuaban sobre
el receptor NMDA con caracteristicas farmacodinamicas dis-
tintas: antagonistas no competitivos (PCP, MK-801), antago-
nistas con poca afinidad por el receptor NMDA (memantina
y MRZ 2/579) y antagonistas competitivos (D-CPPene). Los

resultados mostraron que, a dosis bajas, aunque sin dife-
rencias significativas, se apreciaba una tendencia proagre-
siva tras la administracion de antagonistas no competitivos
del receptor NMDA. Todos los agentes que demostraron un
efecto antiagresivo lo hacian con dosis a las que también
producian deterioros de la actividad motora, y la mayoria
de ellos no aumentaba las conductas sociales no agresivas,
a excepcion del D-CPPene, Unico antagonista competitivo
evaluado.

Por otro lado, se ha constatado la implicacion del recep-
tor AMPA en la conducta agresiva. Asi, en un primer estudio,
Vekovischeva et al® encontraron una reduccion de la con-
ducta agonista en ratones machos manipulados genética-
mente que carecian de la subunidad GluR-A de este recep-
tor. En un trabajo posterior, se compard el efecto de
distintos antagonistas del receptor AMPA, dos de ellos com-
petitivos y poco selectivos (CNQX y NBQX) y uno no compe-
titivo y muy selectivo (GYKI 52466), en la conducta agresiva
de dos grupos de ratones que diferian en sus grados de agre-
sion innata. Los resultados obtenidos pusieron de manifies-
to que la administracion de antagonistas competitivos dis-
minuia el componente “morder” de la conducta de ataque
en los dos grupos de ratones, mientras que la administra-
cion del antagonista no competitivo producia una disminu-
cion de todos los componentes de la conducta de ataque en
ambos grupos. Aunque todos ellos ocasionaron una disminu-
cion de alguna categoria de la conducta agresiva, también
incrementaron los grados de ansiedad durante el encuentro
agonista®. Asimismo, otros farmacos que actan (al menos
parcialmente) en la modulacion de la actividad de los re-
ceptores AMPA, como el topiramato, también han demos-
trado efectos antiagresivos en modelos animales'.

Una reciente linea de investigacion se esta centrando en
la manipulacion de la enzima dipeptidasa acidica acoplada
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a la a-N-acetilada (NAALADasa), que interviene en la for-
macion de glutamato en el SNC. Esta enzima se caracteriza
por hidrolizar el neurotransmisor N-acetil-aspartilglutama-
to (NAAG) y convertirlo en glutamato y N-acetilaspartato,
con lo que su inhibicion impide la trasformacion de NAAG en
glutamato; de este modo disminuye la cantidad de glutama-
to cerebral. Asi, Lumley et al'' observaron que tras la admi-
nistracion de GPI-2232, agente farmacoldgico que inhibe la
enzima NAALADasa, se producia un efecto antiagresivo, con
un modelo de agresion inducida por aislamiento. La inhibi-
cion de esta enzima produce una disminucion del glutamato
cerebral por distintas vias. Por un lado, que NAAG no se
transforme en glutamato hace que decaiga el valor de glu-
tamato en el SNC vy, por otra parte, esta inhibicion origina
una acumulacion de NAAG en el cerebro, y esta sustancia
actlia como agonista total para los receptores presinapticos
mGlu3 del glutamato, que ademas es un agonista parcial
para los receptores NMDA.

En contraste con los receptores inotropicos de glutama-
to, escasamente se ha investigado la posible implicacion de
los receptores mGlu en la modulacion de la conducta agre-
siva'>'®, Navarro et al'? han encontrado que la administra-
cion de un antagonista no competitivo de los receptores
mGlu5 (MPEP) produjo una reduccion significativa de las
conductas ofensivas (amenaza y ataque) en ratones ma-
chos. Mas recientemente, se ha constatado que el bloque
de los receptores mGlu1l (con el antagonista selectivo
JNJ16259685) se asocia a una robusta reduccion de la agre-
sion'™. Asimismo, aunque los resultados son menos claros,
los receptores mGlu2/3 y mGlu7 (pero no los mGlu8) tam-
bién podrian estar implicados en la regulacion de la conduc-
ta agresiva en roedores' .

En un intento por profundizar en el papel de los recepto-
res de glutamato AMPA y mGlu8 en la modulacion de la con-
ducta agresiva, realizamos un experimento para analizar el
efecto de la administracion de (RS)-3,4-DCPG (5, 10 y 20
mg/kg, intraperitoneal [i.p.]), un antagonista mixto de re-
ceptores AMPA y agonista de receptores mGlu8, en las inte-
racciones agonistas entre ratones machos, mediante un
modelo de agresion inducida por aislamiento. Su actividad
antagonista AMPA esta determinada por su isomero R, mien-
tras que el isbmero S es causal de sus propiedades agonistas
mGlu8".

Metodologia
Animales

Se utilizd un total de 94 ratones albinos adultos de la cepa
OF.1. A la llegada a nuestro laboratorio todos los animales
se alojaron en grupos de 5 durante una semana para permi-
tir su adaptacion a nuestras instalaciones y al ciclo de luz/
oscuridad impuesto (luz, desde las 20.00 a las 8.00), antes
de iniciar el periodo de aislamiento. Transcurrido el periodo
de adaptacion, la mitad de los animales (n = 47) se distribu-
y6 como grupos experimental y control, y se alojaron indi-
vidualmente (durante un periodo de 30 dias) en jaulas de
plastico transparentes (Tecniplast-Letica, Madrid) de 24 X
13,5 X 13 cm. Una vez finalizado el periodo de aislamiento,
estos animales fueron distribuidos aleatoriamente a las dis-

tintas condiciones experimentales (control y dosis de 5, 10
y 20 mg/kg de (RS)-3,4-DCPG. Los otros ratones se utiliza-
ron como oponentes “anésmicos”, y fueron alojados en gru-
pos de 5 en jaulas de las mismas caracteristicas que las
anteriores hasta el momento de la realizacién de la prueba
conductual. Para todos los animales la comida y la bebida
se administraron ad libitum. Las condiciones ambientales
del laboratorio donde estaban ubicados los animales fueron
cuidadosamente controladas, manteniéndose una tempera-
tura (20 °C) y una humedad constantes.

Este experimento se ha realizado de acuerdo con los
principios de la guia para el cuidado y el uso de los animales
de laboratorio aprobado por la Directiva del Consejo de la
Comunidad Europea (86/609/EEC).

Modelo de agresion inducida por aislamiento
y descripcion de la anosmia

En nuestra investigacion hemos empleado el modelo de
agresion inducida por aislamiento, considerado uno de los
modelos de eleccion para provocar conductas ofensivas en-
tre ratones machos. El procedimiento seguido consiste en
alojar a los animales machos en jaulas individuales durante
un periodo de 30 dias, durante los cuales disponen de comi-
da y bebida ad libitum. Pasado ese tiempo, se realizan los
encuentros conductuales de agresion cuya duracion es de
10 min. El animal dominante muestra conductas de amena-
za y ataque dirigidas hacia el oponente, mientras que el
subordinado no ataca y adopta posturas defensivas.

Numerosas evidencias implican al sistema olfatorio en el
desencadenamiento de la conducta agresiva en roedores.
Asi, se ha demostrado que una vez extirpados los bulbos
olfatorios, los animales ya no manifiestan conductas ofensi-
vas, ni siquiera ante mordeduras entre miembros de una
misma especie’®. El procedimiento mas habitual para pro-
ducir una anosmia periférica (y transitoria) consiste en ad-
ministrar sulfato de cinc (al 4%) a través de los orificios na-
sales, lo que origina una necrosis reversible del epitelio
nasal. La razon por la cual los ratones machos no luchan
contra sus oponentes se encuentra, probablemente, en que
no pueden oler la feromona presente en la orina de los ra-
tones, que es una senal desencadenante de la conducta
ofensiva de los ratones con olfato normal®. En nuestro caso,
la anosmia se llevo a cabo mediante instilacion de un volu-
men de 0,025 ml de sulfato de cinc al 4% en cada orificio
nasal de los roedores. Este procedimiento se efectud los
dias 1y 3 previos a la realizacion de cada prueba conduc-
tual.

Administracion del farmaco

El (RS)-3,4-DCPG fue adquirido comercialmente en los labo-
ratorios Tocris (Reino Unido), y disuelto en suero salino para
preparar las dosis correspondientes. Las dosis elegidas para
el tratamiento fueron 5, 10 y 20 mg/kg (n = 11 por grupo),
mientras que los animales del grupo control recibieron sue-
ro salino (n = 14 por grupo). En ambos casos, la administra-
cion se realizo por via i.p. y de forma proporcional al peso
del animal (volumen constante de 10 ml/kg). Tanto el far-
maco como el vehiculo fueron administrados 30 min antes
de la realizacion de la prueba conductual.
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Evaluacion conductual

Los encuentros agonistas entre los animales aislados (expe-
rimentales y controles) y los oponentes andsmicos tuvieron
lugar en un area neutral. Como zona neutral se utilizé un
recipiente de cristal transparente con dimensiones de 50 X
26 X 30 cm. Tras la realizacion de cada encuentro se reno-
vaba el serrin de dicho recipiente, con el fin de evitar posi-
bles interferencias de olores.

Antes de comenzar la prueba conductual se mantenia a
los 2 animales en extremos opuestos del area neutral duran-
te un periodo de adaptacion de 1 min, tras lo cual se retira-
ba el separador y daba comienzo la prueba conductual, que
duraba 10 min. Todos los encuentros agonistas se grabaron
en video para su posterior analisis etologico mediante un
programa de ordenador disefiado al efecto?. Todas las prue-
bas conductuales se realizaron a los 30 min tras la adminis-
tracion del farmaco, y los encuentros agresivos se iniciaron
en la segunda hora del periodo de oscuridad (y, por lo tanto,
de actividad) de los ratones.

Las diez categorias conductuales analizadas fueron las
siguientes: a) cuidado corporal; b) escarbar; c¢) exploracion
no social; d) exploracion a distancia; e) investigacion so-
cial; f) amenaza; g) ataque; h) evitacion/huida; i) defensa/
sumision, y j) inmovilidad. Cada categoria representa una
suma de diferentes elementos y posturas. Una descripcion
mas detallada de estas categorias, asi como de sus elemen-
tos constituyentes, se puede encontrar en Brain et al®. La
evaluacion conductual se efectué tan solo sobre las conduc-
tas exhibidas por el animal experimental. La valoracion se
realizd de manera ciega, en la que el investigador inicial-
mente desconocia en qué condicion experimental se encon-
traba cada animal evaluado.

Analisis estadistico

Con el objeto de establecer si habia diferencias significati-
vas entre los diferentes grupos experimentales (control y
tratamiento) en cada una de las categorias conductuales
evaluadas, se realizd un analisis de variancia no paramétri-

Tabla 1
tratados con (RS)-3,4-DCPG (5-20 mg/kg)

co (prueba de Kruskal-Wallis). Para realizar comparaciones
entre pares de grupos se utilizé una prueba no paramétrica
para muestras independientes (prueba de la U de Mann-
Whitney).

Resultados y discusion

En la tabla 1 se muestran las medianas (con sus intervalos)
del tiempo acumulado (en segundos) en cada una de las
categorias conductuales para cada grupo de tratamiento.
La prueba de Kruskal-Wallis indicéd que no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos grupos
experimentales. Del mismo modo, la prueba de Mann-Whit-
ney no mostro diferencias estadisticamente significativas
entre pares de grupos.

El modelo de agresion inducida por aislamiento (modelo
de agresion ofensiva) ha demostrado poseer una significati-
va validez aparente y, especialmente, una excelente vali-
dez predictiva en relacion con la agresion humana?'. En este
sentido, las conductas ofensivas evaluadas en este modelo
se han comparado con la violencia impulsiva/reactiva/hos-
til definida en humanos??. Por otra parte, muchos de los
farmacos que han resultado de utilidad para el control de la
agresion en humanos han demostrado un evidente perfil an-
tiagresivo al evaluarlos con este modelo de agresion?.

Los estudios farmacoldgicos para examinar el papel fun-
cional de los receptores mGlu8 han estado limitados por la
carencia de ligandos selectivos para dichos receptores. Re-
cientemente, sin embargo, se han caracterizado varios far-
macos que actlan como agonistas de dichos receptores y
son activos cuando se administran sistémicamente?. Estos
receptores se localizan principalmente a nivel presinaptico
y se considera que actan como autorreceptores, y en los
Ultimos anos se los ha implicado en diversas funciones. Asi,
se ha apuntado a un papel potencial de dichos receptores
en la regulacion de la ansiedad*?*, la autoadministracion
de alcohol?* y la modulacion del dolor en ratones?.

Como se aprecia en la tabla 1, ninguna de las dosis de
(RS)-3,4-DCPG utilizadas en este estudio (5, 10y 20 mg/kg,

Medianas (intervalos) para los tiempos (s) asignados a las diez categorias conductuales examinadas en ratones

Categorias conductuales

Dosis de (RS)-3,4-DCPG (mg/kg)

Parametros Control (n = 14) 5(n=11) 10 (n = 11) 20 (n = 11)
Cuidado corporal 8,9 (0-22) 10 (1,5-28) 10 (2-44) 12,4 (3-32)
Escarbar 17 (1-56) 8,7 (0,5-52) 4,2 (0-48) 9,2 (0-57
Exploracion no social 376 (241-484) 328 (255-446) 361 (203-392) 416 (231-503)
Exploracion a distancia 14,3 (2,3-52) 16,9 (5,4-52) 14,2 (5,7-35) 20,4 (6-47,5)
Investigacion social 76,6 (2-125) 75,7 (8-268) 60 (19-301) 59,6 (18-173)
Amenaza 89,8 (0-289) 84,4 (0-177) 116,7 (45-200) 49,1 (0-118)
Ataque 6,6 (0-34) 11,3 (0-69) 23,7 (6-53) 6,7 (0-35)
Evitacion/huida 0 (0-21) 0 (0-12) 0 (0-5) 0 (0-19)
Defensa-sumision 0 0 0
Inmovilidad 0 0 0
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i.p.) modifico de forma estadisticamente significativa las
conductas ofensivas (amenaza y ataque), en comparacion
con el grupo control. Del mismo modo, tampoco se observa-
ron diferencias significativas en el resto de las categorias
conductuales examinadas. Estos resultados estan en conso-
nancia con los encontrados tras la administracion del enan-
tiomero (S)-3,4-DCPG16, que actla selectivamente en los
receptores mGlu8, sin mostrar afinidad por los receptores
AMPA,

En conclusion, los resultados obtenidos en el presente
experimento indican que el antagonismo de los receptores
AMPA por el isomero R y la estimulacion de los receptores
mGlu8 por el isdmero S no parecen actuar sinérgicamente
en la agresion en la forma racémica del 3,4-DCPG. Una limi-
tacion de este trabajo es que solo se evalla el perfil con-
ductual de la forma racémica del 3,4-DCPG. Por lo tanto,
son necesarios experimentos adicionales que comparen
también entre si ambos isdbmeros del DCPG.
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