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Efectos de la administracion de N-metil beta-car bolina-3-car boxamida

sobre la conducta agonistica en ratones machos

David Beltrdn y José Francisco Navarro
Universidad de Mdaga

En este trabajo evaluamos los efectos de la administracion aguda del N-metil-R3-carbolina-3-carboxa-
mida (FG 7142; 1-20 mg/kg, ip), un agonista parcia inverso del complejo GABA ,/BDZ/CI-, sobre la
conducta agonistica en ratones machos, utilizando un model o de agresion inducida por aislamiento. La
mitad de | os ratones fueron aislados durante 30 dias y empleados como animal es experimentales o con-
troles; la otra mitad fueron utilizados como «oponentes», siendo anosmiados temporalmente median-
te sulfato de zinc. Treinta minutos después de la administracion del farmaco, se llevaron a cabo inte-
racciones agonisticas de diez minutos de duracion entre un animal aislado y un oponente andsmico en
un area neutral, grabadas en video para su posterior andlisis etol égico/conductua mediante ordenador.
Tras la administracion de FG 7142 se observo un perfil etofarmacoldgico caracterizado por una re-
duccién significativa de las conductas ofensivas con las dosis de 15 y 20 mg/kg, sin afectar alainmo-
vilidad, junto con un marcado incremento de las conductas de defensa/sumision (10-20 mg/kg), 1o que
refleja probablemente una actividad ansiogénica del farmaco.

Effects of N-methyl-3-carboline-3-carboxamide on agonistic behaviour in male mice. In this study, we
examined the effects of acute administration of N-methyl-R3-carboline-3-carboxamide (FG 7142;1-20
mg/kg, ip), an inverse partial agonist at GABA ,/BDZ/CI- complex, on the agonistic behaviour elicited
by isolation in male mice. Half of the mice were housed and employed as experimental or control ani-
mals; the remainder were used as «standard» opponents and were temporally rendered anosmic by zinc
sulphate. Individually housed mice were exposed to anosmic «standard opponents» in a neutral area
30 minutes after the drug administration. FG 7142 exhibited an ethopharmacological profile characte-
rized by a significant reduction of the time spent in offensive behaviours (15 and 20 mg/kg) without
affecting immobility, accompanied by a marked increase of defensive/submisive behaviours (10-20

mg/kg), reflecting likely an anxiogenic activity of the drug.

Las R-carbolinas se unen con ata afinidad a los receptores de
benzodiazepinas (BDZs) localizados sobre la interfase entre la su-
bunidad alfay la subunidad gamma del complejo receptorial GA-
BA,/BZ, induciendo un cambio conformacional del receptor que
permite modular negativamente (reduce la frecuencia de apertura
del canal de Cl-) la capacidad del GABA para aumentar la con-
ductibilidad del anién Cl- através delamembranacelular (Beltran
y Navarro, 2000; Martin-Lopez y Navarro, 1997a; Sarter et al.,
1995).

A nivel conductual, las BDZs son conocidas por sus propieda-
des ansidliticas, hipnéticas, anticonvulsivantes, miorrelgjantes, se-
dantes, amnésicas e hiperfagicas, mientras que las R-carbolinas
han sido descritas como ansiogénicas, proconvulsivas, hipofégi-
cas, pro-cognitivas y «activadoras» (Sarter et a., 1995). Sin em-
bargo, en €l caso de la conducta agresiva esta oposicién no siem-
pre ha sido descrita. En este sentido, un efecto proagresivo y an-
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tiagresivo ha sido observado tanto con BDZs como con algunas 3
carbolinas. En general, en numerosos modelos animaleslas BDZs,
y otros compuestos similares como las imidazopiridinas y las ci-
clopirrolonas, han demostrado un efecto antiagresivo tanto con do-
sis bajas como con dosis medias-altas (Sulcova y Krsiak, 1989;
Martin-LOpez y Navarro, 1996, 1997b, 1998, 1999, 2002). No
obstante, al igual que ocurre con otras sustancias que actdan sobre
el complejo receptorial GABA ,/Cl- (v.g., etanol), también existen
estudios que han descrito la presencia de una actividad proagresi-
va tras el tratamiento con dosis bgjas de BDZs (Olivier, Mos y
Miczek, 1991; Palanza, Rodgers, Ferrari y Parmigiani, 1996). Asi-
mismo, aunque la consistencia de los efectos antiagresivos de las
[3-carbolinas es mucho mayor que lade las BDZs (Hansen, Ferrei-
ray Selart, 1985; Skolnic, Reed y Paul, 1985; Beck y Cooper,
1986, a,b; Nagatani et al., 1990; Cutler y Aitken, 1991; Sulcova,
Krsiak y Donét, 1992), existen también algunos trabajos que han
demostrado una actividad proagresiva en animales tratados con 3-
carbolinas (Velluci, Herbert y Keverne, 1986; Insel, Scanlan,
Champoux y Suomi, 1988; Rawleigh y Kemble, 1992).

Por otro lado, algunos autores han defendido que la manipula-
cién de los receptores GABA,/BZ no afecta por igual alos dife-
rentes patrones de conducta defensiva. En este sentido, Piret, De-
paulisy Vergnes (1991) hallaron que la 3-carbolina FG 7142 pro-
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ducia un incremento de las posturas de sumision y una reduccién
de las posturas de defensa en ratas «intrusas» enfrentadas a una
«residente» agresiva. Por su parte, el tratamiento con BDZs pro-
vocd un patrén totalmente opuesto. Este fendmeno ha sido inter-
pretado como una progresion bidireccional en la intensidad de la
conducta de defensa motivada por € miedo (Blanchard, Griebel,
Rodgers'y Blanchard, 1998), hip6tesis que en cierta medida ha si-
do confirmada en investigaciones que han evaluado los efectos de
las BDZs sobre |a conducta antipredatoria de ratas y ratones (Rod-
gersy Cooper, 1991; Griebel, Blanchard, Jung y Blanchard, 1995).
Sin embargo, |a falta de control sobre la conducta del oponente
agresivo en el estudio de Piret et al. (1991) no permite extraer nin-
guna conclusion sobre esta hip6tesis. De hecho, en ratones no ha
sido posible encontrar una regulacion diferencial de las posturas
de sumision y defensa con la administracion de BDZs y/o 3-car-
bolinas (Sulcova 'y Krsiak, 1989; Sulcova et a., 1992). En estos
trabajos, los animal es experimental es eran expuestos a oponentes
no agresivos (agrupados), por |o que se puede descartar una expli-
cacion de los efectos sobre la conducta en funcién de la actividad
ofensiva del oponente. Sin embargo, la conducta de un oponente
no agresivo «intacto» (agrupado) puede variar en funcion de las
sefiales olfativas percibidas del animal «agresivo» o «timido». En
esta linea, un interesante estudio ha comprobado que €l tipo de
oponente no agresivo utilizado (agrupado vs anésmico) produce
diferencias significativas en la conducta del animal agresivo (Cal-
vo-Torrent, Paya-Cano y Martinez, 1997). De esta forma, aunque
Sulcovaet al. (1992) han observado que el FG 7142 reduce €l nU-
mero y la duracién de los ataques y aumenta moderadamente las
posturas de defensa y aerta en animales agresivos que son en-
frentados a oponentes no agresivos «intactos», ningin estudio ha
evaluado los efectos del mismo rango de dosis sobre un modelo de
agresion inducida por aislamiento donde el oponente utilizado sea
un animal «anGsmicos.

El objetivo de este trabajo fue examinar el efecto de la admi-
nistracion aguda de N-metil-R-carbolina-3-carboxamida (FG
7142), en un amplio rango de dosis (1-20 mg/kg, i.p) sobrela con-
ducta agonistica de ratones machos aislados enfrentados a un opo-
nente no agresivo andsmico.

Metodologia
Animales

Se utilizaron un total de 194 ratones albinos machos adultos de
la cepa Swiss OF.1, adquiridos en CRIFFA (Barcelona). A lalle-
gada a nuestro laboratorio todos los animales fueron alojados en
grupos de cinco durante una semana para permitir su adaptacion a
nuestras instalaciones y a ciclo de luz/oscuridad impuesto (luz:
20:00 ha8:00 h), antesdeiniciar el periodo de aislamiento. Trans-
currida esa semana, la mitad de los animales (97) fueron emplea-
dos como animales experimentalesy controles, siendo alojadosin-
dividualmente (durante un periodo de 30 dias) en jaulas de plasti-
co transparentes (Tecniplast-L etica, Madrid) de 24 x 13.5x 13 cm.
Los 97 ratones restantes fueron utilizados como oponentes «anos-
micos», y aojados en grupos de cinco en jaulas de las mismas ca-
racteristicas que las anteriores. Para todos |os animales la comida
y bebida se administré «ad libitum. Las condiciones ambientales
del laboratorio donde estaban ubicados los animales fueron cuida-
dosamente controladas, manteni éndose una temperatura (20+2°C)
y humedad constantes.

Administracion del farmaco

La N-metil-f3-carbolina-3-carboxamida (FG 7142), adquirida
comercialmente en los laboratorios Tocris (Madrid), fue disuelta
en 0.5 ml de Tween-80 y 0.5 ml de dimetilsulféxido (DMSO),
gjustando el volumen de ladisolucion a10 ml afiadiendo agua des-
tilada. Se utilizaron cinco dosis (1, 5, 10, 15y 20 mg/kg) admi-
nistradas i.p en un volumen constante de 0.1 ml/g de peso corpo-
ral. Los animales del grupo control fueron tratados con vehiculo
(agua destilada més la misma proporcién de Tween-80 y DM SO
utilizado para disolver el FG 7142. El farmaco o € vehiculo fue-
ron administrados 30 minutos antes de |a realizacion de la prueba
conductual, coincidiendo aproximadamente con su pico maximo
de accién.

Descripcién de la anosmia

El procedimiento més habitual para producir una anosmia peri-
férica(y transitoria) consiste en administrar sulfato de zinc (al 4%)
através de los orificios nasales, o que origina una necrosis rever-
sible del epitelio nasal (Flannelly, Dupreey Thor, 1977). Larazdn
por la cual los ratones machos no luchan contra sus oponentes re-
side, posiblemente, en que no pueden oler una feromona presente
en laorinade |los ratones, que constituye una sefial desencadenan-
te de la conducta ofensiva en ratones con un olfato normal (Mug-
ford y Nowell, 1970). En nuestro caso, la anosmia se llevo a cabo
mediante instilacion de un volumen de 0.025 ml. de sulfato de zinc
al 4% en cada orificio nasal delosroedores. Este procedimiento se
efectud losdias 1y 3 previos alarealizacion de cada prueba con-
ductual.

Evaluacion conductual

L os encuentros agonisticos entre |os animal es aislados (experi-
mentales y controles) y los oponentes «andsmicos» tuvieron lugar
en un area neutral. Como zona neutral se utilizd un recipiente de
cristal transparente con dimensiones de 50 x 26 x 30 cm. Tras la
realizacion de cada encuentro se renovaba el serrin de dicho reci-
piente, con € fin de evitar posibles interferencias de olores.

Antes de comenzar |a prueba conductual se mantenia a los dos
animales en extremos opuestos del area neutral durante un perio-
do de adaptacion de 1 minuto, tras lo cua seretiraba el separador
y daba comienzo la prueba conductual, que duraba 10 minutos.
Todos | os encuentros agonisticos fueron grabados en video parasu
posterior andlisis etolégico mediante un programa de ordenador
(Brain, McAllister y Walmsley, 1989). Todas las pruebas conduc-
tuales se realizaron a los 30 minutos de la dltima administracion
del féarmaco, iniciandose los encuentros agresivos en la segunda
hora del periodo de oscuridad (y por tanto de actividad) de los ra-
tones.

Las diez categorias conductual es analizadas fueron las siguien-
tes: (1) Cuidado corporal; (2) Escarbar; (3) Exploracion no socidl;
(4) Exploracién a distancia; (5) Investigacion social; (6) Amena
za; (7) Ataque; (8) Evitacion/huida; (9) Defensa/sumision, y (10)
Inmovilidad. Cada categoria representa una suma de diferentes
elementos y posturas. Una descripcion mas detallada de estas ca-
tegorias, asi como de sus elementos constituyentes se puede en-
contrar en Brain et a. (1989), Martinez, Mifiarro y Simoén (1991)
y Navarro (1997). La evaluacion conductual se efectué tan solo
sobre las conductas exhibidas por € animal experimental. La va-
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loracion se realizé de manera «ciega», no conociendo inicialmen-
te el investigador a qué condicion experimental pertenecia cada
animal evaluado.

Andlisis estadistico

Con €l objetivo de conocer s existian diferencias significativas
entre |os diferentes grupos experimental es (control y tratamientos)
en cada unadelas categorias conductual es evaluadas, serealizé un
andlisis de lavarianza no paramétrico (prueba de Kruskal-Wallis).
Para establecer comparaciones entre pares de grupos se utilizd, en
Su caso, una prueba no parameétrica para muestras independientes
(«U» de Mann-Whitney).

Resultados

En la Tabla 1 se muestran las medianas (con sus rangos) del
tiempo acumulado (en segundos) en cada una de las categorias
conductuales para cada grupo experimental. La prueba de Krus-
kal-Wallis demostro la existencia de diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) en las categorias conductual es de amenaza,
ataque y defensa/sumision. Las comparaciones por pares de gru-

Tabla 1
Medianas (con rangos entre paréntesis) para los tiempos (en segundos)
asignados a las diez categorias conductual es examinadas en animales tratados
con FG 7142 (1-20 mg/Kg)

Dosis de FG 7142 (mg/kg)
Categ. conductuales  Control 1 5 10 15 20
Cuidado corporal 88 135 1.2 8.8 123 122

(0-67.6) (1.6:255) (L3-345) (28-28.3) (7.2-30.6) (2.2-286)

Escarbar 98 6.4 7.7 59 19 51
(0-281) (0-165) (0-27.2) (0-20) (0-20) (0-26.2)

Exploracion no social 355 344 367 364 371 379
(55-423) (215-456) (248-451) (236-444) (213-464) (284-493)

Exploracion adistancia 739 539 52.2 575 722 69.4
(19.8-100) (35.5-93) (40-90) (34.4-119) (25-136.4) (45-121)

Investigacion social 3 146 381 28 209 498
(0-111) (0-2024) (0-882) (0-1115) (0-76.4) (0-135.9)

Amenaza + 60.5 69.2 66.6 485 55.8 45.1*
(0-303.2) (0-100) (3.8-170.2) (20-149) (0-238.5) (0-83.7)

Ataque + 28.3 65.6 387 51.8 6* 15.5**
(0-168) (0-138) (0.101.5) (0-169) (0-132) (0-73.2)

Evitacion/huida 0.58 0 0.67 1.07 0.33 1.03
(043 (02 (07  (0-18) (055 (0-12.5)

Defensa/sumision + 0 0 0 0.23*** (044 *** (91 ***
©1) (00 (0165 (0-157) (0-1004) (0-60)

Inmovilidad 0 0 0 0 0 0
(0-:0) (0-:0) (0-0) (0-0) (0-0) (0-0)

+ Diferencias significativas en la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05)

Diferencias significativas en comparacion con el grupo control (test de Mann-Whitney):
* p<0.05; ** p<0.25;

*kk p<001

pos (prueba de Mann-Whitney) revelaron una disminucion signi-
ficativa de las conductas de amenaza (20 mg/kg; p<0.05) y ataque
(15 y 20 mg/kg; p<0.05y p<0.25, respectivamente), asi como un
aumento significativo de las conductas de defensa/sumision (10,
15y 20 mg/kg; p<0.01), en comparacion con el grupo control.

Discusion

Como se observaen laTabla 1, nuestros resultados indican que
la administracion aguda de FG 7142 provocd una reduccion signi-
ficativa de las conductas ofensivas (amenaza, 20 mg/kg; ataque,
15y 20 mg/kg) de los ratones machos aislados, sin afectar alain-
movilidad. Asimismo, los animales tratados con las dosis de 10,
15y 20 mg/kg mostraron un marcado aumento de las conductas de
defensa/sumisién, en comparacion con e grupo control. Por €l
contrario, ninguna de las dosis utilizadas modifico significativa-
mente las conductas de evitacioén/huiday de investigacion social.

Estos resultados son congruentes con los obtenidos por Sulco-
vaet d. (1992) y Rawleigh y Kemble (1992) en o que se refiere
a la reduccion de las conductas ofensivas. Sin embargo, dos as-
pectos del trabajo de Rawleigh y Kemble (1992) son necesarios
destacar en relacion a este efecto antiagresivo. En primer lugar, €
rango de dosis a partir del cua estos autores observan un descen-
S0 de estas conductas es mucho menor (2.5, 5y 10 mg/kg) del en-
contrado en nuestro experimento. Una primera explicacion podria
residir en las diferencias entre cepas utilizadas; sin embargo, en
ambos estudios se han empleado cepas abinas (OF.1y CD.1), co-
nocidas por su tendencia a desarrollar conductas agresivas, a me-
nos en machos (Navarro, 1997; Parmigiani, Palanza, Rodgers y
Ferrari, 1999). Otra posible explicacion aternativa se relaciona
con las diferencias en los model os de interaccion social utilizados.
Asi, en nuestro estudio |os ratones aislados son enfrentados, en un
areanueva, a animales andsmicos que en ningun caso llegan ama-
nifestar conductas agresivas, mientras que en € trabagjo de Raw-
leigh y Kemble (1992) son enfrentados, en su propiajaula, arato-
nes gque han permanecido agrupados hasta ese momento, circuns-
tancia que en si mismano evitaque el animal pueda reaccionar an-
te los atagues del oponente «agresivo» con conductas de amenaza
y ataque defensivas cuyo efecto disuasorio puede verse incremen-
tado en animales alos que se les ha administrado, aun en dosis ba-
jas, una sustancia con propiedades ansiogénicas.

Un aspecto fundamental para valorar la especificidad de un
efecto antiagresivo esta relacionado con € andlisis de las conduc-
tas de defensa/lsumisiony evitacién/huida. En este sentido, nuestros
datos reflgjan que la actividad antiagresiva del FG 7142 se acom-
pafia de un aumento significativo de las conductas de defensal/su-
misién (10, 15 y 20 mg/kg). Sulcova et a. (1992) obtuvieron re-
sultados similares con una dosis de 20 mg/kg. La discrepancia en
el rango de dosis entre ambos trabajos probablemente se deba ala
preseleccién realizada por estos autores tras el periodo de aida
miento, diferenciando entre ratones «timidos» y ratones agresivos.
Igualmente, Rawleigh y Kemble (1992) describen la presencia de
unatendencia, aunque no significativa, aaumentar lafrecuenciade
las posturas defensivas en | os ratones tratados con 5 y 10 mg/kg de
FG 7142. Este fenémeno ha sido también descrito con otras sus-
tancias ansiogénicas (Sulkova y Krsiak, 1985; Cutler y Aitken,
1991; Rodgers, 1991; Weerts, Tornatzky y Miczek, 1993; Blan-
chard et al., 1998). Sin embargo, otros compuestos conocidos por
sus propiedades ansiogénicas como layohimbinao e m-CPPR, ape-
sar de generar una reduccion de las conductas agresivas, no modi-
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fican ninguna de estas dos categorias (Rodgers y Cooper, 1991;
Rawleigh y Kemble, 1992). En este contexto, en un trabajo llevado
a cabo recientemente en nuestro laboratorio (Navarro, Madonado
y Beltran, 1999) el tratamiento de ratones aislados con m-CPP (me-
til-clorofenilpiperazina) redujo marcadamente el tiempo acumula
do en las categorias de ataque y amenaza, efecto que se harelacio-
nado con su actividad agonista selectiva de los receptores 5-HT1 o
al antagonismo de los receptores 5-HT2A/C, sin afectar alas con-

ductas de defensa/sumision o evitacion/huida. Cuando se comparan
los perfiles de m-CPPy FG 7142 se aprecia que € primero parece
manifestar un efecto antiagresivo especifico, similar a observado
con otros farmacos que actlian como agonistas mixtos 5-HT1 (v.g.,
eltoprazina) (Mos, van Oorschot, Olivier y Tolboom, 1994), mien-
tras que & FG 7142 presenta un perfil antiagresivo inespecifico,
asociado a un aumento de las conductas de defensa/sumision, re-
flejando probablemente una actividad ansiogénica.
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