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El antagonista mGIuR5 MPEP
reduce las propiedades
discriminativas de la anfetamina
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RESUMEN
Introduccion: Las drogas de abuso, como la anfetamina, comparten la capacidad de activar el sistema mesolimbico
cuyo principal neurotransmisor es la dopamina (DA). Los efectos conductuales de la anfetamina son mediados en gran
parte por un aumento en la neurotransmision de la DA en el nlcleo accumbens. Sin embargo, hay evidencia de que el
sistema del glutamato (Glu) puede regular la funcién de la DA. Objetivo: En la presente investigacion se examind
el efecto de la administracion del antagonista de los receptores mGIuR5 6-metil-2-(feniletinil)piridina (MPEP) sobre las
propiedades discriminativas de la anfetamina. Método: Se utilizaron ratas Wistar machos privadas de agua que se
sometieron a un procedimiento de discriminacion de drogas con el condicionamiento aversivo a los sabores. Las ratas
recibieron la administracion de 1.0 mg/kg de anfetamina 30 min antes del acceso a la sacarina, e inmediatamente
después se les administré una inyeccion de LiCl. En dias alternos, las ratas recibieron salina antes y después del consumo
de sacarina. Una vez que las ratas aprendieron la discriminacion anfetamina-salina, la anfetamina se sustituyé por
diferentes dosis de anfetamina o la administracion del antagonista MPEP y anfetamina. Resultados: Los resultados
mostraron que el MPEP redujo la sefial discriminativa de la anfetamina. Conclusiones: Estos datos sugieren que el
sistema del Glu puede jugar un papel importante en la modulacién de las propiedades discriminativas de la anfetamina.
Palabras clave: dopamina, glutamato, discriminacion de drogas, anfetamina.
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mGIuR5 antagonist MPEP reduces discriminative signal of amphetamine

ABSTRACT
Introduction: Drug of abuse, such as amphetamine, share the ability to activate the mesolimbic dopamine (DA) system.
The behavioral effects of amphetamine are mediated in large part by increasing DA neurotransmission in the nucleus
accumbens. However, there is evidence that the glutamate (Glu) system may be able to regulate forebrain DA
function. Objective: The present study examined the effects of mGIuR5 6-methyl-2-(phenylethynyl)pyridine antagonist
MPEP on the discriminative stimulus properties of amphetamine using conditioned taste aversion (CTA) as the drug
discrimination procedure. Method: Male Wistar rats were deprived of water and trained in the CTA procedure. They
received the administration of amphetamine (1.0 mg/kg) before a 10 min period of saccharin access that was followed
by an injection of LiCl; on alternate days, subjects received saline before and after the access to saccharin. After rats
learned amphetamine-saline discrimination, amphetamine was substituted by different doses of amphetamine or
MPEP antagonist and amphetamine. Results: It was observed that the MPEP antagonist reduced the discriminative signal
of amphetamine. Conclusions: These data suggest that the Glu system plays an important role in the discriminative
properties of amphetamine.
Key words: Dopamine, glutamate, drug discrimination, amphetamine.
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que surge del area tegmental ventral y proyecta al
nucleo accumbens;? la cocaina inhibe el transporta-
dor de la recaptura de la DA mientras que la ANF
facilita la liberacién de DA en las terminales
presinapticas al revertir la funcién de los transpor-
tadores de las vesiculas y de las membranas
plasmaticas de las neuronas DAérgicas.® De esta for-
ma, el efecto funcional de ambas drogas es prolon-
gar la estimulacion de los receptores DAérgicos en
el nucleo accumbens.*?

Actualmente hay evidencia de que las
interacciones entre la DA y el glutamato (Glu) jue-
gan un papel muy importante en los efectos
conductuales de los psicoestimulantes.>® Aunque ini-
cialmente se evalu6 el papel de antagonistas de re-
ceptores ionotropicos del Glu en la hiperlocomocion
provocada por cocaina,’” recientemente se ha co-
menzado a explorar el papel que juegan los recep-
tores metabotropicos del Glu en algunas propieda-
des conductuales de los psicoestimulantes. Por
ejemplo, Chiamulera, et al .8 reportaron que los ra-
tones que les falta el gen que codifica a los recepto-
res metabotrépicos 5 del Glu (mGIuR5) no se
autoadministran cocaina ni muestran un aumen-
to en la locomocion después del tratamiento con
cocaina. Adicionalmente, se ha reportado que el blo-
queo de los mGIuR5 por el antagonista 6-metil-2-
(feniletinil)piridina (MPEP) inhibe los efectos
conductuales de la cocainay la anfetamina relacio-
nados con su abuso.**°

Las investigaciones anteriores indican que los
mGIuR5 contribuyen de manera importante en
los efectos conductuales de los psicoestimulantes
que estan relacionados con la adiccion. El presente
estudio fue disefiado para evaluar los efectos del
antagonista MPEP en las propiedades discriminativas
de la ANF utilizando el condicionamiento aversivo
a los sabores (CAS) como procedimiento de discri-
minacion de drogas. Este procedimiento se utiliza
para definir y clasificar las acciones farmacologicas
de las drogas y los resultados muestran correlacio-
nes significativas con los efectos subjetivos en hu-
manos, asi como similitudes en la clasificacion de
drogas entre humanos y animales.'** Por lo tanto,
el procedimiento de discriminacion de drogas con
animales es Util para elucidar los mecanismos sub-
yacentes a los efectos conductuales de diferentes
drogas de abuso.

METODO

Sujetos

Se utilizaron 10 ratas machos de la cepa Wistar
de aproximadamente 120 dias de edad al inicio de
la investigacion, cuyo peso corporal fue de entre
200 a 250 g, provenientes del Bioterio General de la

FES-Iztacala. Las ratas se alojaron individualmente
en cajas-hogar de acero inoxidable y bajo un ciclo
luz-oscuridad controlado (luz: 8:00 am-8:00 pm) y a
una temperatura ambiente de 23 (+1) °C. La comida
siempre estuvo disponible

No hay distribuciéon o asignaciéon de sujetos.
Son los mismos en todas las fases de la investiga-
cion. Esto es asi porque los animales aprenden pri-
mero la discriminacion de ANF-salina y después se
les somete a pruebas de sustitucion. En estas prue-
bas se evalla si una droga determinada sustituye a
la droga de entrenamiento, por eso, no tiene senti-
do que unos animales aprendan la discriminacion
ANF-salina y otros sean sometidos a las pruebas de
sustitucion. En conclusion, en los estudios de discrimi-
nacion de dro-gas se utiliza en entrenamiento y prue-
bas de sustitucion a los mismos animales

Procedimiento

e Habituacion al consumo de agua. A su llegada
al laboratorio, a todos los sujetos se les restrin-
gio6 el consumo de agua a un periodo de 20 mi-
nutos al dia durante siete dias, con la finalidad
de entrenar a los animales a beber Gnicamente
en ese periodo.

e Habituacion al consumo de sacarina. Des-
pués de la habituaciéon al consumo de agua, a
todos los sujetos se les permitié consumir la so-
lucién de sacarina por un periodo de 10 minutos
al dia durante dos dias consecutivos, con la fina-
lidad de que se habituaran al consumo de un li-
quido novedoso.

e Adquisicion de ladiscriminacion ANF-salina. El
procedimiento para adquirir la discriminacion
ANF-salina consto de dos tipos de ensayos:

1. Ensayos droga. A las ratas se les administro
1.0 mg/kg de ANF y 30 minutos después se les
permitio el acceso a la sacarina durante 10
minutos. Después de finalizar este periodo,
se les administrd 2.0 mL/kg de 0.17 M de LiCl.

2. Ensayos salina. A las ratas se les administro
salinay 30 minutos después se les permitio el
acceso a la sacarina durante 10 minutos. Des-
pués de finalizar este periodo, se les adminis-
tr6 1.0 mL/kg de salina.

Entre los ensayos droga y los ensayos salina hubo
dos dias de descanso, donde se les permitio el
acceso al agua simple durante 30 minutos en las
cajas-hogar. El ciclo ensayo droga-ensayo salina
se repitid 11 ocasiones en un orden aleatorio,
con la restriccion de que no tuvieran lugar mas
de dos ensayos droga consecutivos.

e Pruebas de sustitucion. Comenzaron dos dias
después de finalizar la adquisicion de la discri-
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minacion ANF-salinay en ellas se sustituyo la dosis
de entrenamiento de la ANF por diferentes do-
sis de ANF o diferentes dosis del antagonista MPEP
antes de la administracion de 1.0 mg/kg de ANF.
Los ensayos de prueba se hicieron sobre un ciclo
de cuatro dias. En el dia uno, las ratas se some-
tieron a un procedimiento similar al que se so-
metieron en el ensayo droga. En el dia dos, a los
sujetos se les permitié consumir agua simple
durante 30 minutos en sus cajas-hogar. El dia tres
fue idéntico a los ensayos salina. El dia cuatro
fue de prueba, la cual consistid en administrar
una dosis de una droga de prueba (diferentes
dosis de ANF o diferentes dosis del antagonista
MPEP antes de la administracion de ANF). El pro-
cedimiento fue similar al utilizado en el dia uno
con excepcion de que se utilizé una prueba de
dos botellas. Esta prueba consistié en permitir-
les el acceso durante 10 minutos a dos botellas,
una con agua simple y otra con sacarina. Con
cada droga evaluada se ajusto el tiempo entre
su administracion y el inicio del acceso a las dos
botellas con el objetivo de tener el maximo efec-
to farmacolégico, segun se ha descrito en la lite-
ratura. Las drogas y dosis que se utilizaron el dia
cuatro fueron ANF (0.1, 0.3y 1.0 mg/kg) y MPEP
(antagonista mGIuR5; 1.0, 3.0 y 10.0 mg/kg)+ANF
(1.0 mg/kg). Las dosis evaluadas se eligieron al
azar y el ciclo de cuatro dias de repitié hasta
que todas las dosis de las drogas de prueba se
evaluaron. También se evalué la dosis de entre-
namiento de la ANF (1.0 mg/kg) y la administra-
cion de salina antes de iniciar la evaluacion de
cada droga.

Drogas

Las drogas que se utilizaron en esta investigacion
fueron sulfato de d-anfetamina y 6-metil-2-
(feniletinil)piridina (MPEP) que se obtuvieron de
Sigma-Aldrich (Sigma, St. Louis, MO, USA). Todas las
dosis de las drogas se calcularon de acuerdo con el
peso de lasal y se administraron intraperitonealmente
en un volumen de 1.0 mL/kg excepto el LiCl que se
administré a una dosis de 2.0 mL/kg de 0.17 M. La
solucion con sabor fue sacarina (Elly Lilly, México) al
0.15% (p/v) en agua destilada. La ANF se adminis-
tr6 30 min antes de iniciar las sesiones experimen-
tales y el MPEP se administré 20 min antes de la
administracion de la ANF. Ambas drogas se disol-
vieron en solucion salina.

Anélisis estadistico

Se registré el consumo de sacarina en los ensa-
yos droga y los ensayos salina y se analizé con un
ANOVA factorial de dos factores, con los tipos de
ensayos (ensayo droga-ensayo salina) como primer
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factor y el nUmero de ensayo (se analizaron los ulti-
mos tres ensayos de cada condicidn) como segundo
factor. Se registré también el consumo de liquidos
en las pruebas de sustitucion. A partir de estos da-
tos se calcul6 un indice de aversion a la sacarina el
cual se obtuvo con la férmula A/A+B; donde A fue
el consumo de sacarinay B fue el consumo de agua.
Con este indice, un valor de 1.0 indic6 preferencia
por la sacarina y un valor de 0.0 una aversion por
la sacarina. Estos datos se analizaron usando un
ANOVA de una via; cuando los ANOVAs fueron sig-
nificativos, se llevd a cabo un andlisis de compara-
ciones posteriores con la prueba Newman Keuls. En
todas las pruebas, el nivel de rechazo del error tipo |
fue de 0.05.

RESULTADOS

La figura 1 muestra el consumo de sacarina du-
rante los ensayos droga y los ensayos salina. Como
puede observarse, el consumo de sacarina durante
la linea base, el primer ensayo droga y el primer
ensayo salina fue muy similar (F[2,27] = 0.410, p >
0.05). También puede observarse que durante los
ensayos en que se administré la ANF seguido por
los apareamientos sacarina-LiCl se produjo una re-
duccion del consumo de sacarina. EI ANOVA
factorial mostré diferencias significativas al com-
parar el consumo de sacarina de los ultimos tres
ensayos droga con el consumo de sacarina de los
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Figura 1. Adquisicion discriminacién ANF-salina. Discrimina-
cion producida por ANF. El lado izquierdo muestra el consumo
medio de sacarina (+ el error estandar de la media) en los
primeros ensayos de la adquisiciéon de la discriminaciéon ANF-
salina. El lado derecho muestra los resultados de los Gltimos tres
ensayos droga y los Gltimos tres ensayos salina. Los asteriscos
indican diferencias significativas respecto a los correspondien-
tes ensayos salina (p = < 0.05 Newman-Keuls), LB indica la linea
base del consumo de sacarina, ler. ED y ler. ES indican primer
ensayo droga y primer ensayo salina, respectivamente.



ultimos tres ensayos salina. Las diferencias se de-
bieron al tipo de ensayo (F[1,54] = 78.33, p <0.0001),
ya que el nimero de ensayo (F[2,54] = 0.242. p >
0.05) y la interaccion tipo de ensayo y nimero de
ensayo (F[3,60] = 0.085, p > 0.05) no fueron signifi-
cativas. Las comparaciones a posteriori indicaron
que el consumo de sacarina en cada uno de los ulti-
mos tres ensayos droga difirié significativamente
con el consumo de sacarina de cada uno de los Ulti-
mos tres ensayos salina.

La figura 2 muestra los resultados de las pruebas
de sustitucion con ANF. Como se puede notar, las dife-
rentes dosis de ANF evaluadas en las pruebas de dos
botellas produjeron una sustitucion dependiente de
la dosis. Un ANOVA de una via revel6 diferencias sig-
nificativas en la preferencia por la sacarina (F[4,45] =
9.711, p < 0.001). Las comparaciones a posteriori con
la prueba Newman-Keuls revelaron que la preferen-
cia por la sacarina cuando se administraron las
dosis de 0.1, 0.3 mg/kg de ANF o salina difiri
significativamente con la preferencia por la sacari-
na obtenida durante la administracion de la dosis
de entrenamiento de ANF.

En la figura 2 se muestran también los resulta-
dos de las pruebas de sustitucion con la adminis-
tracion conjunta de MPEP+ANF. Como se puede
notar, la administracion de MPEP anul6, dependien-
do de la dosis, la sefial discriminativa de la ANF. El
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Figura 2. Efectos del MPEP sobre la discriminaciéon producida
por ANF. La figura muestra la preferencia por la sacarina (£ el
error estandar de la media) durante las pruebas de sustitucion
con ANF y MPEP+ANF. Los asteriscos indican diferencias signi-
ficativas respecto a la condicién de entrenamiento cuando se
administré sélo anfetamina (p = < 0.05 Newman-Keuls). ANF
y salina indican la preferencia por sacarina cuando se admi-
nistré la dosis de entrenamiento de la ANF (1.0 mg/kg) y 1 mL/
kg de salina, respectivamente.

ANOVA de una via revel6 diferencias significativas
entre la preferencia por la sacarina durante la ad-
ministracion de la dosis de entrenamiento de ANFy
las dosis de MPEP+ANF (F[4,45] =8.710, p <0.0001).
Las comparaciones a posteriori revelaron diferen-
cias en la preferencia por la sacarina durante la ad-
ministracion de la dosis de entrenamiento de ANFy
la administracion de salina, asi como con la prefe-
rencia por la sacarina mostrada durante la adminis-
tracion de la dosis de entrenamiento de la ANFy la
preferencia por la sacarina mostrada durante la ad-
ministracion de la dosis més alta de MPEP + la admi-
nistracion de ANF.

DISCUSION

La presente investigacion demostré que la admi-
nistracion de ANF puede inducir un control
discriminativo sobre el consumo de sacarina en un
procedimiento de discriminacion de drogas utilizan-
do el condicionamiento aversivo a los sabores. Este
control fue evidente en dos situaciones. La primera
de ellas, fue durante el aprendizaje de discrimina-
cion ANF-salina. Cuando la administracion de ANF
precedié los apareamientos sacarina-LiCl, las ratas
disminuyeron el consumo de sacarina. Sin embargo,
el consumo de sacarina aumentd o se mantuvo al
nivel basal, cuando la administracion de salina pre-
cedio los apareamientos sacarina-salina. En la segun-
da situacion que evidencia el control discriminativo
fue durante las pruebas de sustitucion con diferen-
tes dosis de ANF, las ratas mostraron un control
discriminativo sobre el consumo de sacarina. Este
control fue una funcién directa de las dosis de
prueba de la ANF. A mayor similitud entre la do-
sis de prueba y la dosis de entrenamiento, menor
preferencia por la sacarina. Estos datos son similares
a los de estudios previos utilizando como droga de
entrenamiento a la ANF**** o el indorrenato.®

En cuanto a los resultados de las pruebas de sus-
titucion con MPEP+ANF, éstos mostraron que el MPEP
anulé la sefal discriminativa de la ANF de forma
dependiente de la dosis de MPEP; la dosis mas
alta de MPEP (10.0 mg/kg) anulé completamente
la sefial discriminativa producida por 1.0 mg/kg
de ANF. Estos resultados son consistentes con los
reportados en estudios previos que muestran que
el MPEP atenua los efectos conductuales de los
psicoestimulantes que estan relacionados con la
adiccion. Por ejemplo, McGeehan, et al.® reportaron
que la actividad locomotora inducida por 3 mg/kg de
ANF en ratones fue anulada por la administracion
sistémica de MPEP (1-30 mg/kg ip). Pietraszek, et al.
también reportaron que la administracion ip de 5 mg/
kg de MPEP produjo una disminucién dependiente
de la dosis del aumento en la locomocion inducido
por 1 mg/kg de ANF en ratas.
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Otros han reportado que el MPEP atenta algu-
nos de los efectos conductuales que estan rela-
cionados con adiccion a la cocaina. Por ejemplo,
Chiamulera, et al.® reportaron que el MPEP inhibio
la autoadministracion de cocaina en ratones. Este
efecto también fue observado en monos ardilla.®
McGeehan, et al.® reportaron que el MPEP atenta
de manera dependiente de la dosis los efectos
locomotores inducidos por cocaina en ratones; re-
sultados similares también se han observaron con
ratas.’®* Adicionalmente, se ha reportado que el
MPEP inhibe las propiedades reforzantes de la co-
caina cuando se utiliza el condicionamiento de pre-
ferencia de lugar, tanto en ratones!® como en ra-
tas.!®

Los reportes previos y los resultados obtenidos
en el presente experimento muestran que el MPEP
reduce algunos de los efectos conductuales de los
psicoestimulantes como la cocaina y la ANF. Debido
a que el MPEP es un antagonista selectivo y potente
en los mGIuR5 (20) y que éstos se encuentran densa-
mente distribuidos en el cerebro anteriory en regio-
nes limbicas relacionadas con el abuso de drogas
como el ntcleo accumbens?'?? se puede sugerir un
papel importante de los mGIuR5 en la modulacién
de los efectos conductuales de los psicoestimulantes
como la cocaina y la ANF. Por lo anterior, se podria
sugerir que los efectos de los psicoestimulantes po-
drian ser producto de la interaccion de los sistemas
dela DAYy el Glu.

La evidencia experimental indica que el nucleo
accumbens es una estructura critica en las conductas
relacionadas con el abuso de los psicoestimulantes
debido a que la administracion de estas drogas au-
menta los niveles de DA en el accumbens.t No obs-
tante, el accumbens recibe proyecciones gluérgicas
provenientes de la corteza prefrontal, el hipocampo
y la amigdala®® y también recibe proyecciones
DAEérgicas provenientes del area tegmental ventral.
Ambas proyecciones, gluérgicas y DAérgicas forman
contactos sinapticos en las mismas neuronas del
accumbens.?* Estos contactos sindpticos pueden pro-
porcionar las bases de una interaccion entre los sis-
temas de la DAy el Glu en los efectos conductuales
de los psicoestimulantes. Chiamulera, et al. sugie-
ren que la neurotransmision gluérgica podria tener
un papel sinergista en la neurotransmision DAérgica
en el Nac. Asi, podemos sugerir que la administra-
cion de MPEP, antagonista selectivo y potente de
los mGIuR5 redujo las acciones de la DA en el
accumbens, necesarias para la expresion de los efec-
tos conductuales de los psicoestimulantes como la
ANF y la cocaina.

Los resultados del presente experimento demos-
traron que la administracion de MPEP anul6é com-
pletamente la sefial discriminativa de la ANF. Esto
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proporciona evidencia adicional del papel del Glu,
particularmente, el de los mGIuRS5, en regular los efec-
tos conductuales de los psicoestimulantes relacio-
nados con la adiccion. Sin embargo, es necesaria
mayor investigacion para una conclusion definitiva.
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