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RESUMEN

Estudios recientes han demostrado una implicacién de los receptores
metabotrépicos mGlul y mGlu5 en la regulacién de la conducta agresiva.
Este trabajo examina el efecto de la administracion de LY354740 (4-16 mg/
kg ip), un agonista selectivo de los receptores metabotrépicos del grupo 11
(mGlu2/3), en encuentros agonisticos entre ratones macho, utilizando un
modelo de agresién inducida por aislamiento. Treinta minutos tras la ad-
ministracién del farmaco, se llevaron a cabo interacciones agonisticas de
10 min de duracién entre un animal aislado y un oponente anésmico en un
drea neutral. Dichos encuentros fueron grabados, para su posterior andlisis
etolégico, estimandose el tiempo pasado por los ratones en cada una de diez
categorfas conductuales. LY354740 (12 y 16 mg/kg) redujo significativamen-
te las conductas ofensivas, sin afectar la motilidad, en comparacién con el
grupo control. Estos resultados sugieren una implicacién de los receptores
mGlu del grupo II, en la modulacién de la agresion.

Palabras clave autores

Agresion, conducta agonistica, mGlu2/3, ratén, receptores metabotrépicos de
glutamato.
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Receptores de glutamato metabotrépico, agresividad (psicologia), ratas-psicologfa.

ABSTRACT

Recent studies have demonstrated that glutamate metabotropic receptors
mGlul and mGlu5 are involved in the regulation of aggressive behaviour.
This study examines the effect of the administration of LY354740 (4-16
mg/kgi.p.), a selective group Il metabotropic receptors agonist (mGlu2/3),
using an isolation-induced aggression model. Individually housed mice were
exposed to anosmic opponents 30 min after drug administration. Ten min
of diadic interactions were staged between a singly housed and an anosmic
mouse in a neutral area. The encounters were videotaped and the accu-
mulated time allocated by subjects to ten broad behavioural categories was
estimated using an ethologically based analysis. LY354740 (12 and 16 mg/
kg) significantly reduced offensive behaviours, without affecting immobility,
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as compared with the control group. These results suggest
an implication of mGlu group Il receptors in the modulation

of aggression.
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Introduccién

El L-Glutamato es el principal neurotransmisor
excitatorio del sistema nervioso central (SNC)
(Nedergaard, Takano & Hansen, 2002). Media su
accion a través de dos grupos de receptores: los re-
ceptores ionotrépicos (iGluR), que son receptores
de canales i6énicos controlados por ligando, respon-
sables de la transmision sindptica rapida (NMDA,
AMPA y Kainato), y los receptores metabotropicos
(mGluR), que forman parte de la superfamilia de
receptores ligados a la proteina G y modulan la
transmision sinéptica lenta (Kew & Kemp, 2005;
Ozawa, Kamiya & Tsuzuki, 1998). Mediante téc-
nicas de clonacién molecular, se han identificado
ocho subtipos de receptores metabotrépicos de
glutamato (mGluR1-8). Estos se han clasificado en
tres grupos en funcién de su homologia de aminoa-
cidos, sus mecanismos de transduccién de sefiales
y su farmacologia (Ferraguti & Shigemoto, 2006).
El grupo I incluye los receptores mGlul y mGlu5,
y estan ligados a la hidrélisis de fosfoinositoles; el
grupo II est4 formado por los receptores mGlu2 y
mGlu3, y estan ligados negativamente a la adenil-
ciclasa, mientras que el grupo III lo constituyen los
receptores mGlu4, mGlu6, mGlu7 y mGlu8, que
inhiben igualmente la formacién de AMPc.
Estudios inmunohistoquimicos y de hibrida-
cién in situ han mostrado diferentes patrones de
distribucion para los ocho subtipos de mGlIuR en
el SNC (Lujan-Miras, 2005). Los receptores del
grupo II se encuentran localizados tanto a nivel
presinaptico como postsindptico, ademds de loca-
lizarse en la glfa. Asi, la activaciéon presiniptica de
los receptores mGlu2/3 modula de forma negativa
la liberacién de glutamato previniendo su excesi-
va liberacién -funcionarfa como autorreceptor-
(Anwyll, 1999), pero también puede regular la
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liberacién de otros neurotransmisores (Cartmell
& Schoepp, 2000). Ademis, la activacién post-
sindptica puede regular la excitabilidad neuronal,
a través de la modulacién de las funciones de los
canales i6nicos (Anwyll, 1999). No obstante, es
la actividad presinaptica la que convierte a es-
tos receptores en atractivas dianas terapéuticas
(Schoepp, 2001). Por otro lado, los receptores
metabotrépicos del grupo 11 se expresan principal-
mente en los cuerpos celulares de la mayoria de las
estructuras claves involucradas en la recepcion,
procesamiento y transmision de la informacién de
las respuestas emocionales, como la ansiedad y la
agresién (Gu et al., 2008).

Diversos sistemas de neurotransmisién han
sido involucrados en la regulacion de la conducta
agresiva, incluyendo la serotonina (Navarro &
Maldonado, 2004), dopamina (Manzaneque &
Navarro, 1999; Martin-Lépez, Puigcerver, Vera
& Navarro, 1993), GABA (Martin-Lépez & Na-
varro, 2002), opidceos (Espert, Salvador, Navarro
& Simén, 1993) y GHB (Navarro & Pedraza,
1996; Pedraza, Davila, Martin-Lépez & Navarro,
2007), entre otros. En los dltimos afios, el papel
desempefiado por el glutamato en la modulacién
de la agresién, estd recibiendo un interés cre-
ciente. Asf, numerosos estudios han constatado
una implicacién de los receptores ionotrépicos de
glutamato en la conducta agresiva (Belozertseva
& Bespalov, 1999; Lumley et al., 2004; Navarro,
Burén & Martin-Lépez, 2007; Vekovischeva et
al., 2004; Vekovischeva, Aitta-Aho, Verbitskaya,
Sandnabba & Korpi, 2007). En contraste, el papel
que juegan los receptores mGlu es menos conocido.
Recientemente, se ha demostrado que los recepto-
res del grupo I modulan la conducta agresiva. En
concreto, la administracién aguda de antagonistas
selectivos de los receptores mGlu5 (MPEP; 5-25
mg/kgip) ymGlul (JNJ16259685;0.125-8 mg/kg)
produjo una potente reduccién de las conductas
ofensivas (amenaza y ataque), sin afectar la moti-
lidad, en un modelo animal de agresién inducida
por aislamiento, indicando un papel de dichos
receptores en la regulacién de la agresién (Nava-
rro, De Castro & Martin-Lépez, 2008; Navarro,
Postigo, Martin-Lépez & Burén, 2006). Asimismo,
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Navarro, De Castro y Martin-Lépez (2009b) han
sugerido, recientemente, que los receptores mGlu7
(pero no los receptores mGlu8) podrian estar tam-
bién implicados en la modulacién de la agresion.
En la misma linea, los resultados obtenidos
en un experimento preliminar con un ligando
selectivo de los receptores mGlu2/3 (LY379268)
sugieren que estos receptores podrian estar tam-
bién implicados en la agresiéon (Navarro, Luque
& Martin-Lopez, 2009a). Asi, encontraron un
efecto antiagresivo tras la administracién aguda
de LY379268, pero con un margen muy estrecho de
dosis. Concretamente, observaron una reduccién
significativa de la conducta de ataque con las do-
sis de 2 y 4 mg/kg pero, con la dosis mas alta, el
efecto antiagresivo se acompafié de un incremen-
to significativo de la inmovilidad, indicando una
accion no selectiva del farmaco para esa dosis. El
objetivo del presente trabajo es intentar confirmar
la posible implicacion de los receptores mGlu2/3
en lamodulacién de la conducta agresiva. Para ello
utilizamos el compuesto LY354740, un potente y
selectivo agonista de los receptores metabotrépi-
cos del grupo II, con un EC50 de 5 y 24 nM para
los receptores mGlu2 y mGlu3, respectivamente

(Schoepp et al., 1997).

Método
Animales

Se utilizaron 168 ratones albinos machos de la cepa
Swiss OE1 (Harlam Ibérica, Barcelona). A la llega-
da a nuestro laboratorio, todos los animales fueron
alojados en grupos de 5, durante una semana, para
permitir su adaptacion a nuestras instalaciones y
al ciclo de luz/oscuridad impuesto (luz: 20.00h -
8.00h). Transcurrido el periodo de adaptacion, la
mitad de los animales fueron empleados como ani-
males experimentales y controles, siendo alojados
individualmente (durante un perfodo 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 distintas
condiciones experimentales. En total, se formaron
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cinco grupos: un grupo control (vehiculo -suero
fisiolégico mas DMSO-) y cuatro experimentales
(vehiculo con las diferentes dosis de fArmaco). Los
animales restantes se utilizaron como oponentes
“anésmicos”, y permanecieron alojados en grupos
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 cuidadosa-
mente controladas, manteniéndose una tempera-
tura (20 °C) y humedad constantes.

Este experimento se ha realizado de acuerdo
con las principales reglas de cuidado y uso de
Animales de Laboratorio aprobado por el Consejo
Directivo de las Comunidades Europeas del 24 de
Noviembre de 1986 (86/609/EEC).

Modelo de agresion inducida por aislamiento
vy descripcion de la anosmia

Existen numerosos modelos de agresién animal
(Olivier & Young, 2002), siendo el modelo de
agresion inducida por aislamiento uno de los més
empleados en el &mbito de la psicofarmacologia. El
aislamiento durante un periodo de cuatro semanas
induce el incremento de la agresién en un animal
territorial, como el ratén, conducta que se pone de
manifiesto cuando es enfrentado a un oponente
an6smico (Brain, 1975; Navarro, 1997). La prue-
ba conductual tiene una duracién de 10 minutos,
y durante la misma los ratones muestran todo el
repertorio de conductas agonisticas, incluidas las
conductas ofensivas y defensivas (Miczek, Maxson,
Fish & Faccidomo, 2001).

La anosmia se realizd mediante la administra-
ci6én intranasal de una solucion al 4% de sulfato de
zinc (Laboratorios Sigma) en los dfas 1 y 3 anterio-
res al test conductual. Los animales anésmicos son
un tipo de “oponente” que elicita las conductas de
amenaza y ataque, pero muy rara vez inician estas
conductas (Brain, Benton, Childs & Parmigiani,
1981), convirtiéndose, por tanto, en un tipo de
oponente estindar que permite evaluar de forma
controlada la conducta del animal experimental.
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El olfato juega un papel crucial para la discrimina-
cién social (Matochik, 1988). Probablemente, la
deteccién de feromonas sea un factor determinante
(Martinez, Calvo-Torrent & Paya-Cano, 1997).
Asi, en un encuentro con un ratén “andsmico” la
lucha ser4 siempre unidireccional y facil de cuan-

tificar (Liebenauer & Slotnock, 1996).
Administracion del farmaco

El ligando LY354740 se adquiri6 comercialmente
en los laboratorios Tocris (Madrid). El farmaco
fue disuelto en suero fisiolégico y dimetilsulféxido
(DMSO) a una concentracién del 8.5%. Las dosis
empleadas fueron: 4, 8, 12 y 16 mg/kg, selecciona-
das con base en diversos estudios conductuales con
animales de experimentacién (Klodzinska et al.,
1999; Moore, Rees & Monn, 1999; Schlumberger
et al., 2009). La administracién del vehiculo y del
farmaco se realiz6 por via intraperitoneal (ip) en
un volumen constante de 10 ml/kg.

Los animales aislados fueron distribuidos al azar,
en cinco grupos. Un grupo control (n = 20) que
recibié vehiculo (suero salino (91.5%) mas DMSO
(8.5%), y cuatro grupos experimentales (n = 15-20
cada grupo) cuyos animales fueron tratados con las
diferentes dosis del farmaco (4, 8, 12 y 16 mg/kg).
La administracién del firmaco y del vehiculo se
realizé siempre treinta minutos antes de la prueba
conductual.

Ewvaluacion conductual

Los encuentros agonisticos entre el animal aislado
y el oponente andsmico, tuvieron lugar en un area
neutral. Esta zona neutral consistia en un reci-
piente de cristal con medidas de 50 x 26 x 30 cm
cuya base estaba cubierta de serrin fresco. Antes
de comenzar la prueba, los animales permanecian
separados en extremos opuestos del recipiente, du-
rante un periodo de adaptacién de 1 minuto, tras
el cual se retiraba el separador y se daba comienzo
el test conductual. Los encuentros fueron graba-
dos con una cdmara Sony-V8. Todas las pruebas
se realizaron bajo una luz roja, entre la segunda
y séptima horas de la fase oscura de la condicién
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de luz. El serrin era renovado después de cada en-
cuentro conductual.

Los encuentros agonisticos fueron analizados
utilizando un microprocesador y un programa es-
pecifico desarrollado para tal fin (Brain, McAllister
& Walmsey, 1989), que facilitaba la estimacién del
tiempo pasado por los animales, en las diez catego-
rfas conductuales evaluadas. El anlisis de la con-
ducta fue llevado a cabo por un experimentador
“ciego” al tratamiento administrado a los sujetos
experimentales, siendo evaluada sélo la conducta
exhibida por el animal aislado. Las categorfas anali-
zadas fueron las siguientes: 1. Cuidado corporal; 2.
Escarbar; 3. Exploracién no social; 4. Exploracién
adistancia; 5. Investigacién social; 6. Amenaza; 7.
Ataque; 8. Evitacion/Huida; 9. Defensa/Sumision;
10. Inmovilidad. Este procedimiento experimental
permite una completa cuantificacién de los ele-
mentos conductuales mostrados por los sujetos,
durante el encuentro agonistico.

Andlisis estadistico

Con el objeto de establecer si existian diferencias
significativas entre los diferentes grupos experi-
mentales (control y tratamiento), en cada una de
las categorias conductuales evaluadas, se realizé
un andlisis de varianza no paramétrico (prueba de
Kruskal-Wallis). Para realizar comparaciones entre
pares de grupos, se utiliz6 una prueba no paramé-
trica para muestras independientes (prueba U de

Mann-Whitney).
Resultados

En la Tabla 1, se muestran las medianas (y los
rangos) del tiempo acumulado (en segundos), en
cada una de las categorias conductuales, para cada
grupo de tratamiento. El andlisis de Kruskall-Wallis
indic6 que existian diferencias estadisticamente
significativas en las categorias de cuidado corporal,
exploracion a distancia, amenaza y ataque (p <
0.01 —p < 0.05). La prueba de U Mann-Whitney
revel6 que la administracion de LY354740 reducia
de forma significativa el tiempo empleado por los
animales en conductas de cuidado corporal (16 mg/
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kg: p < 0.006), escarbar (12 mg/kg: p < 0.05; 16
mg/kg: p < 0.03), amenaza (12 mg/kg: p < 0.002;
16 mg/kg: p < 0.021) y ataque (12 mg/kg: p <
0.01), en comparacién con los animales del grupo
control, mientras que las conductas de exploracién
adistancia se vieron significativamente incremen-
tadas (12 mg/kg: p < 0.004). Las medianas para
las categorias conductuales de evitacién/huida,
defensa/sumisioén e inmovilidad fueron cero para
todos los grupos.

Discusién

Los receptores metabotrépicos del grupo II se
encuentran localizados tanto post como presi-
napticamente (Klodzinska et al., 1999). Asi, se
ha propuesto que la activacién de los receptores
presindpticos mGlu localizados en los terminales
nerviosos glutamatérgicos, causa una disminucién
de la liberacién de glutamato, inhibiendo la trans-
mision excitatoria. De ahi que los compuestos que
actdan sobre los autorreceptores presindpticos,
puedan ejercer un antagonismo funcional sobre el
sistema glutamatérgico. Ademas, la estimulacién
postsindptica de los receptores mGlu2/3 provoca
una inhibicién de la acumulacién de AMPc, en
el cerebro. Por lo tanto, independientemente de
su localizacién sinéptica, la estimulacién de los
receptores mGlu del grupo II produce respuestas
inhibitorias en el cerebro (Lujan-Miras, 2005).
Diversos estudios utilizando técnicas histoqui-
micas y de autorradiografia han evidenciado una
extensa distribucién a lo largo del sistema nervioso
central (SNC) del ARNm e inmunorreactividad
para los receptores mGlu2/3. El ARNm para los
receptores mGlu2 se distribuye en regiones mas
limitadas del SNC, en comparacién con el mGlul,
mGlu5 y mGlu3, con una elevada expresién en los
cuerpos celulares de la mayoria de las estructuras
del sistema limbico del prosencéfalo (incluyendo
algunos ntcleos taldmicos, giro dentado del hipo-
campo, nicleo mamilar medial y amigdala), asi
como en la corteza cerebelosa y el bulbo olfatorio.
Aunque existe cierto solapamiento, como en el
hipocampo y en la amigdala, la expresién del AR-
Nm para los receptores mGlu3 parece estar mas
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dispersa (Gu et al., 2008). Muchas de estas regio-
nes cerebrales estdn comtnmente asociadas con
trastornos de ansiedad (Cryan & Dev, 2008). La
amigdala es la principal estructura que procesa el
condicionamiento de miedo. En modelos animales
de estrés agudo y crénico, las neuronas del nicleo
basolateral de la amigdala muestran un aumento
de respuesta que contribuye al almacenamiento de
la memoria de miedo, incrementando la ansiedad
y la agresion (Gu et al., 2008). En este sentido,
una creciente evidencia indica que la estimula-
cién de los receptores metabotrépicos del tipo II,
podria reducir la ansiedad (Bespalov et al., 2008).
Concretamente, diferentes estudios muestran que
los agonistas de los receptores mGlu2/3, como el
LY354740, representan un prometedor tratamien-
to para la ansiedad y trastornos relacionados (Lee,
Duman & Marek, 2006; Linden, Greene, Berge-
ron & Schoepp, 2004; Schoepp, Wright, Levine,
Gaydos & Potter, 2003). No obstante, las impli-
caciones clinicas de los receptores mGlu2/3 no se
circunscriben sélo a la ansiedad/estrés, sino que
abarca un amplio ndmero de trastornos psiquiatri-
cos y neuroldgicos (Marek, 2004), incluyendo la
agresividad. En este sentido, estructuras limbicas
como la amigdala, la formacién hipocampal, el
area septal, la corteza prefrontal y el giro cingulado
anterior, ejercen también importantes funciones
moduladoras sobre la conducta agresiva, siendo
el hipotalamo vy la sustancia gris periacueductal
(PAG) los principales responsables de su expresion
(Siegel, Bhatt, Bhatt & Zalecman, 2007; Siever,
2008).

En nuestro estudio, la administracién aguda del
ligando selectivo LY35470 produjo una reduccién
significativa de las conductas ofensivas con la do-
sis de 12 mg/kg (amenaza y ataque), y de 16 mg/
kg (amenaza), sin un aumento concomitante de
las conductas de inmovilidad, sugiriendo un perfil
antiagresivo especifico. Asimismo, la reduccién
de las conductas ofensivas se acompafié de una
disminucién de las conductas de escarbar (12 y
16 mg/kg). La categoria conductual de escarbar
estd involucrada en la conducta agresiva junto
con amenaza y ataque. De hecho, normalmente
existe una correlacion positiva entre estas cate-
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gorias conductuales (Kudryavtseva, Bondar &
Alekseyenko, 2000). En concordancia con estos
resultados, podemos citar el trabajo preliminar
de Navarro et al. (2009a), quienes utilizando el
ligando LY379268, un agonista selectivo de los
receptores metabotropicos mGlu2/3, describieron
una accién antiagresiva con las dosis de 2 y 4 mg/
kg (aunque solo selectiva con la dosis de 2 mg/
kg), empleando también el modelo de agresién
inducida por aislamiento. Ademas, dicha accién
antiagresiva se acompafiaba igualmente de una
reduccion en las conductas de escarbar. Por lo que
respecta a la conducta de cuidado corporal, ésta re-
presenta una respuesta etoldgica relevante dentro
del repertorio conductual del animal puesto que es
altamente influenciable por factores endégenos y
exdgenos, interpretdndose como una reaccién al
estrés, mientras que la categoria de exploracién
a distancia es considerada como un anticipo de

TABLA 1

la conducta social (Gémez, Carrasco & Redolat,
2008). Helton, Tizzano, Monn, Schoepp y Kall-
man (1998) constataron que el farmaco LY354740
muestra actividad ansiolitica, en modelos animales
que son sensibles a las benzodiazepinas, sin pro-
ducir los indeseables efectos colaterales de éstas,
mientras que Klodkinska et al. (1999) observaron
que dosis intermedias de LY354740 (0.5 y 1 mg/kg),
pero no dosis més altas (2 y 4 mg/kg), tenfan un
efecto ansiolitico evaluado en el test de Vogel. No
obstante, en nuestro trabajo, con las dosis utiliza-
das (4,8, 12y 16 mg/kg), no apreciamos una accién
ansiolitica, puesto que las conductas de explora-
cién no social y, especialmente, de investigacion
social, cuyo incremento se asocia tradicionalmente
a una reduccién de la ansiedad (Brain, Kusumorini
& Benton, 1991; Navarro & Maldonado, 2004),
no se han visto significativamente afectadas con
ninguna de las dosis empleadas.

Medianas (con rangos) del tiempo (en segundos) acumulado en las diferentes categorias conductuales en animales

que reciben tratamiento agudo con LY354740 (4 - 16 mg/kg)

Dosis de LY 354749 (mg/kg)

Categorias Conductuales Vehiculo 4 8 12 16
Cuidado Corporal * 103(1-33) 106 @&21) 6.7 (1-45) 8.4 (0-26) 43% (0-14)
Escarbar 09(0-48) 35029  57(0-24) 36 (0-64) 1.2 (0.34)
Exploracion No Social 385 (247-426) 348 (146-449)  ° 78455 ((503 " 4007 (261-435) 395 (221-509)
Exploraciona Distancia®  17/(7-52) 27 (10-41.5)  23.5(3-46)  33.5%%% (10.78)  23.8 (12-70)
Investigacion Social 127(52253) 109 (68-207) 137 (38-334) 1316 (24-274) 129 (42-218)
Amenaza ¢ 3301800 533 (0-178) 208 (0-119)  OF(O-117) 0% (0-145)
Ataque * 95(0-515) 8.6 (0-69) 29(0-66)  0%** (0-25) 0 (0-40)
Evitacion / Huida 0 (0-9) 0 (0-3.5) 0 (0-1) 0(0-0.4) 0 (0-0.35)
Defensa / Sumision 0 (0-8) 0 (0-0.4) 0 (0-0) 0 (0-0.4) 0 (0-4)
Inmovilidad 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-201) 0 (0-74)

Varianza significativa en la prueba de Kruskal-Wallis: 2p < 0.02;®p < 0.05;<p < 0.01
Diferencias significativas respecto al grupo control en la prueba de Mann-Whitney:

*p < 0.006; ** p < 0.05; #**p < 0.03; ****p < 0.004
#p < 0.002; ##p < 0.021; ### p < 0.01

Fuente: elaboracién propia.
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En conclusidn, los resultados obtenidos en
el presente trabajo sugieren que los receptores
metabotropicos de glutamato mGlu2/3 podrian
estar implicados en la modulacion de la agresion.
Son necesarios estudios adicionales para intentar
clarificar el papel diferencial de cada uno de los re-
ceptores por separado (mGlu2 vs. mGlu3), una vez
podamos disponer de ligandos altamente selectivos
para cada subtipo de receptor.
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