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EFECTOSDE LA ADMINISTRACION AGUDA
DE MK-801, ANTAGONISTA NO COMPETITIVO
DE LOSRECEPTORESNMDA, SOBRE LA
EVITACION ACTIVA EN RATONES

Rosa Redolat, Maria del Carmen Carrasco y Vicente M. Simén
Universitat de Valéncia

MK-801 es una dibenzocicloheptenimina con antagonismo no-competitivo del re-
ceptor NMDA (N-metil-D-aspartato). En este experimento se estudian los efectos del
MK-801 (0.3, 0.1, 0.003 y 0.001 mg/kg) sobre la evitacion activa en ratones Balb/c/JI-
co. Lasesion experimental consté de 60 ensayos en los que se utilizé laluz (10 seg) co-
mo EC y shock eléctrico débil (0.28 mA) como El (10 seg). Los resultados mostraron
que la latencia de respuesta fue significativamente mas baja en los grupos tratados con
0.1y 0.3 mg/kg. El nimero de evitaciones disminuyé Gnicamente en el grupo tratado con
0.3 mg/kg aungue esta dosis también produjo esterectipias e hiperactividad. Se sugiere
que € rango de dosis entre 0.1 y 0.3 mg/kg parece ser €l més adecuado en este modelo
conductual.

Effects of acute administration of MK-801, a non-competitive antagonist of NM-
DA receptors, on active avoidance in mice. MK-801 is a dibenzocycloheptenimine with
non-competitive antagonism of the N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor. In this ex-
periment the effects of MK-801 (0.3, 0.1, 0.003 and 0.001 mg/kg) on active avoidance
were studied in Balb/c/Jico mice. The experimental session consisted of 60 trials in
which awhite light (10 sec) was used as conditioned stimulus and a weak €electric shock
(0.28 mA) as unconditioned stimulus (10 sec). Results showed that response latency was
significantly lower in groups treated with 0.1 and 0.3 mg/kg. The number of avoidance
responses decreased only in the group treated with 0.3 mg/kg., although this dose also
induced stereotypies and hyperactivity. We suggest that the doses ranging between 0.1
and 0.3 seem to be the most appropriate in this behavioral model.

La neurotransmision glutamatérgica de-
sempefia un papel relevante en e aprendizaje,
lamemoriay otras funciones cognitivas, tan-
to en animales como en sujetos humanos (Co-
[lingridge, 1987; Morris, Anderson, Lynch y
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Baudry, 1986). Los receptores NMDA (N-
metil-D-aspartato) intervienen en diversos ti-
pos de plasticidad neurd, como la plasticidad
asociadaa desarrollo, y en e fendmeno elec-
trofisioldgico de la Potenciacion aLargo Pla-
zo (Danysz y Archer, 1994). La Potenciacion
a Largo Plazo es una forma duradera de
plasticidad singptica que se considera ac-
tualmente como un destacado mecanismo
de almacenamiento de informacién en €l
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Sistema Nervioso Central (Caramanos y
Shapiro, 1994). Se ha demostrado que los
antagonistas de los receptores NMDA blo-
quean e fendbmeno de la Potenciaciéon a
Largo Plazo induciendo deterioros cogniti-
VoS en una gran diversidad de model os ani-
males (Mc Entee 'y Crook, 1993).

En animales jovenes, la administracion
de antagonistas de |os receptores NMDA in-
duce déficits cognitivos similares a los ob-
servados en animales vigjos (Pelleymoun-
ter, Beatty y Gallagher, 1990; Spangler,
Brenahan, Garofalo, Muth, Heller y Ingram,
1991). Por €llo, los déficits en la neuro-
transmision glutamatérgica mediada por los
receptores NMDA se han propuesto como
model o para estudiar las pérdidas cognitivas
asociadas a la edad en animaes (Pelley-
mounter et al., 1990) y en sujetos humanos
(Palmer y Gershon, 1990). En este sentido,
se ha observado una relacién significativa
entre los receptores NMDA y la capacidad
de aprendizaje, lo que sugiere que la reduc-
cion en la gjecucion cognitiva en animales
vigjos podria ser debida, al menos en parte,
a una disminucién (que oscilaentre el 20y
€l 30 %) en el nimero de receptores NMDA
corticales e hipocampal es (Pelleymounter et
al., 1990). Estudios recientes confirman es-
te decliverelacionado con la edad en la den-
sidad de receptores NMDA (Scheuer, Stoll,
Paschke, Weigel, y Miller, 1995), lo que in-
dica la importancia de la manipulacion far-
macol gica basada en la administracién de
antagonistas NMDA en e estudio del enve-
jecimiento.

L os antagonistas NMDA pueden interfe-
rir con la adquisicion de respuestas motiva-
das tanto apetitivas como aversivas (Sanger
y Joly, 1991; Murray, Ridley, Snape y
Cross, 1995). En relacion con lamotivacion
aversiva se ha demostrado que la adquisi-
cién de unarespuesta de evitacion pasivaen
ratones y ratas puede verse aterada por la
administracion de antagonistas NMDA an-
tes del primer ensayo. Estos efectos se han
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observado tras la administracion tanto de
antagonistas competitivos (2-amino-5-fos-
fonovalerato -APV o AP5-) como no com-
petitivos (Penciclidina -PCP- y Dizocilpina
-MK801-) del receptor NMDA (Benvengay
Spaulding, 1988; Danysz, Wroblewski, y
Costa, 1988; Venable y Kelly, 1990).

El MK-801 (Dizocilpina) es unadibenzo-
cicloheptenimina con un potente antagonis-
mo no competitivo de los receptores NMDA
en e hipocampo (Morris et a., 1986; Vena-
bley Kelly, 1990). El MK-801 bloguealain-
duccion de Potenciacion a Largo-Plazo, re-
tarda la adquisicion de tareas espaciaes y
empeora la adquisicion de tareas de evita
cion pasiva (Chiamulera, Costa 'y Reggiani,
1990; Sanger y Joly, 1991). Ademés, este
antagonista del receptor NMDA puede dete-
riorar €l proceso de plasticidad sinaptica que
subyace a aprendizgje asociativo (Kehoe,
Macrae y Hutchinson, 1996). Sin embargo,
los efectos de esta sustancia sobre la evita
cién activa en ratones no han sido evaluados
de forma sistemética. Esta situacion resulta
injustificada ya que € condicionamiento de
evitacion activa parece ser un modelo ade-
cuado en el estudio del aprendizajey del de-
terioro del mismo asociado alaedad (Fuchs,
Martin, Bender y Harting, 1986). Por dllo, €l
principal objetivo de este experimento fue
evaluar |los efectos del MK-801 sobre la evi-
tacion activa en ratones, estableciendo €
rango de dosis mas adecuado en este mode-
lo de aprendizaje animal.

Material y método
Animales

Se utilizaron 50 ratones Balb/c/Jlco obte-
nidos de Iffa Credo (Barcelona, Espafia),
con unaedad de 73 dias al inicio del experi-
mento. Los animales permanecieron aloja
dos en grupos de cinco ratones bgjo condi-
ciones estandar de laboratorio con comiday
agua “ad libitum” y un ciclo invertido de
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luz:oscuridad (fase de luz: 19:00-7:00). Las
sesiones experimentales tuvieron lugar du-
rante el periodo de oscuridad de los anima-
les. Tanto la administracion de las inyeccio-
nes como las sesiones de entrenamiento en
la “shuttle-box” se realizaron con luz roja
para no interferir en lafase de oscuridad.

Aparato

Se empled un sistema de escape-evitar
cién completamente automatizado (Shuttle-
Scan, Model SCII, Omnitech Electronics
Inc), incluyendo un ordenador PC compati-
ble, una caja de escape-evitacién en dos
sentidos (“shuttle box”) y un “interface’
que conectaba la cga a ordenador. La
“shuttle box” (45 x 21 x 30 cm) erade pléas-
tico opaco, con una pared frontal transpa-
rente y una particion vertical con un orificio
central que permitia a animal moverse li-
bremente de una parte a otra de la caja. El
suelo estaba formado por 36 barras de alu-
minio conectadas al generador de shock.

Procedimiento conductual

Al inicio de cadatest e animal era colo-
cado en € lado izquierdo de la cgja. Cada
test fue precedido por tres minutos de adap-
tacion ala situacion experimental. A conti-
nuacion el animal realizaba 60 ensayos con
un intervalo entre ensayos de 60 seg. En ca
da ensayo se presentaba durante 10 seg una
luz blanca de 6 vatios seguida durante 10
seg de un shock eléctrico de bajaintensidad
(0.28 mA) acompariado por luz. Todos los
animales fueron entrenados en la respuesta
de evitacion activa 30 min después de la ad-
ministracion i.p. de diferentes dosis del far-
maco o de vehiculo.

Farmaco
El MK-801 se obtuvo comercialmente de

Research Biochemicals Inc. (RBI) y parasu
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administracion se diluy6 en suero fisiol 6gi-
co. Cada uno de los grupos recibié una in-
yeccién i.p. de MK-801 (0.01, 0.03, 0.1 o
0.3 mg/kg) o de suero fisiol6gico 30 min an-
tes del experimento. EI MK-801 cruzafécil-
mente la barrera hematoencefdlica y por
ello puede ser administrado mediante inyec-
cioni.p.

Analisis estadistico

En cada sesién se analizaron: 1) NUmero
de cruces durante el periodo de adaptacion,
2) Numero de cruces entre ensayos, 3) NU-
mero de evitaciones, 4) NUmero de escapes,
5) Latencia derespuesta, y 6) NUmero de no
respuestas. Para analizar estos datos se rea-
lizaron ANOVASs en un sentido utilizando el
programa estadistico CLR-ANOVA vy to-
mando en consideracién el factor “Trata-
miento”. En |os casos apropiados serealiza-
ron pruebas “t” post-hoc, con la correccién
de Dunn-Bonferroni.

Resultados

El nimero de cruces realizados por los
animales durante €l periodo de adaptacion a
la“shuttle box” no fue afectado por el Tra-
tamiento F(4,45)= 0.913, p<0.464. Tampo-
co se observaron diferencias entre los gru-
pos en €l nimero de cruces realizados en los
IEE (intervalos entre ensayos) F(4,45)=
1.228, p<0.3126 (ver figura 1).

En el ANOVA redlizado con respecto a
numero de evitaciones el factor Tratamiento
resultd ser estadisticamente significativo
F(4,40)=3.040, p<0.0266. Los pruebas a
posteriori mostraron que ladisminucion sig-
nificativaen el nimero de respuestas de evi-
tacion se daba en los animales tratados con
la dosis més dta (0.3 mg/kg de MK-801),
en comparacion con e grupo control
(p<0.05) y en comparacion con el grupo tra-
tado con la dosis de 0.03 mg/kg de MK-801
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(p<0.05) (Ver Figura 1). EIl ANOVA redli-
zado con el nimero de escapes mostré que
el factor Tratamiento no fue estadisticamen-
te significativo aunque mostré tendencia a
la significacion F(4,45)= 3.709, p<0.058
(ver figura 2).

En lalatenciade respuesta el factor “Tra-
tamiento” también fue estadisticamente sig-
nificativo F(4,45)=3.709, p<0.0108. Las
pruebas“t” mostraron que lalatenciaderes-
puesta fue significativamente més alta en
los grupos tratados con 0.1 y 0.3 mg/kg de
MK-801 que en € grupo control (p<0.05)
(ver figura 2). El nimero de no respuestas
también fue afectado por € Tratamiento
F(4,45)=3.381, p<0.0168. Las pruebas post
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Figura 1. Media del ndmero de cruces realizados por
cada uno de los grupos experimentales en €l periodo de
adaptacion y durante los intervalos entre ensayos
(IEE). Las barras muestran €l error tipico de la media
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hoc mostraron que el grupo tratado con 0.3
mg/kg de MK-801 realiz6 un nimero signi-
ficativamente mayor de no respuestas que e
grupo control (p< 0.05) (ver figura 3).

Discusion

El dato més destacable del presente ex-
perimento es que Unicamente la administra-
cion de una dosis ata de MK-801 (0.3
mg/kg) alterd la respuesta de evitacion, a
inducir una disminucion significativa en el
nimero de evitaciones mostradas por los
animales durante la sesion experimental. Es
importante seflalar que esta dosis indujo
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Figura 2. Media del nimero de respuestas de escape y

evitacion redizadas por cada uno de los grupos experi-

mentales. Las barras muestran €l error tipico de lamedia
+ p<0.05 diferencias respecto a grupo tratado con

0.03 mg/Kg de MK801.

* p<0.05 diferencias respecto a grupo control.

A
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también estereotipias e hiperactividad en los
animales, confirmando observaciones pre-
viamente realizadas por otros autores (Hea-
le y Harley, 1990; Wozniak, Olney, Kettin-
ger, Price y Miller, 1990; Liljequist, 1991).
Sin embargo, con una dosis més bagja (0.1
mg/kg), con la que los animales no presen-
taban estos efectos toxicos, también se in-
crementd la latencia de las respuesta, aun-
gue no se observaron deterioros significati-
VoS en la respuesta de evitacion ni en otros
parametros conductuales.

Los resultados obtenidos sugieren que
una dosis no toxica de MK-801 (0.1 mg/kg)
puede tener efectos selectivos sobre la tarea
de evitacion activa, afectando a uno de los
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Figura 3. Mediade lalatenciade respuesta y mediadel
nimero de no respuestas realizadas por cada uno de los
grupos experimentales. Las barras muestran €l error ti-
pico de lamedia.

* p<0.05 diferencias respecto a grupo control.
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parametros evaluados (latencia de respuesta)
pero no a otros (nUmero de evitaciones, es-
capes y no respuestas). Sin embargo, una
dosis mayor (0.3 mg/kg), con la que se ob-
servan algunos efectos toxicos, tiene mayo-
res consecuencias sobre la conducta, aumen-
tando la latencia de respuestay disminuyen-
do e nimero de evitaciones. Estos resulta
dos son similares alos obtenidos previamen-
te en otras pruebas conductuales como €l la-
berinto radia en € que se observd que era
necesaria una dosis toxica de MK-801 (0.2
mg/kg) para alterar la gjecucion en dichata-
rea de aprendizaje espacia (Wozniak et al.,
1990). Es interesante comentar también que
en otro procedimiento de aprendizaje espa-
cia, € laberinto circular de Morris, e MK-
801 en dosis 0.1 y 0.03 mg/kg bloqued dras-
ticamente la adquisicion de la respuesta en
ratas (Heale and Harley, 1990).

Nuestros resultados sugieren que e rango
entre 0.1 mg/kg y 0.3 mg/kg parece ser €
mas adecuado para estudiar |os efectos con-
ductuales del MK-801 en el modelo de evi-
tacion activa, y que dicho rango de dosis de-
beria ser méas ampliamente explorado. En es-
ta prueba conductual la administracion dela
dosis mas elevada de MK-801 (0.3 mg/kg)
tuvo efectos disruptores sobre la conducta
del animal. Estos resultados coinciden con
estudios previos acerca de los efectos del
MK-801 en otras tareas conductuales. Ton-
kiss y Rawlins (1991) observaron en ratas
que dosis de 0.4 y 0.3 mg/kg indujeron un
marcado deterioro motor, dificultad en co-
mer y deterioro en laexactitud delaeleccion
en una tarea de memoria espacia (laberinto
en T). Con dosis més bajas (entre 0.25y 0.2
mg/kg) también se observaron deterioros en
la exactitud de la eleccién, aunque Unica
mente cuando la demora era més larga (20
seg). Experimentos previos también han
mostrado que la tarea de evitacidn pasiva
empeora tras la administracién de este far-
maco en un rango de dosis similar a utiliza-
do en nuestro experimento con evitacién ac-
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tiva (Benvenga y Spaulding, 1988). Asi, se
ha demostrado que e MK-801 induce défi-
cits de gecucidn en tareas de evitacion pasi-
vaen un rango dedosisquevadesde 0.1 a1l
mg/kg, tanto en ratas como en ratones
(Smith, Gzerlak y Coffin, 1994).
Lainterpretacion de los resultados en es-
tudios que utilizan antagonistas de los re-
ceptores NMDA se ve complicada por €l
hecho de que el deterioro de la memoria es
s0lo uno de | os posi bles mecanismos por 1os
cuales estas sustancias alteran la gecucion
en tareas de aprendizaje. Estos agentes pue-
den inducir también deterioros en funciones
sensoriales y motoras, que podrian dificul-
tar la interpretacién de los resultados al in-
terferir con la gjecucién de la tarea (Woz-
niak et al., 1990; Maenfant, O'Hearny Fle-
ming, 1991). Lamayoriadetrabajos, con al-
gunas excepciones (Malenfant et a., 1991),
no han controlado el posible papel de estas
variables. Sin embargo, en nuestro estudio
comprobamos que las dosis de MK-801 ad-
ministradas alos animales no tuvieron efec-
tos significativos sobre el nimero de cruces
efectuados entre ensayos o durante el perio-
do de adaptacién, pardmetros que pueden
utilizarse como una medida indirecta de la
actividad motoradelos animalesy permiten
sugerir que las dosis utilizadas no indujeron
un marcado deterioro motor. Por otra parte,
resulta dificil excluir totaimente posibles
déficits sensoriales inducidos por la admi-
nistraciéon sistémica de MK-801, tal como
ha sido sugerido previamente previamente
en otros trabajos (Whishaw y Auer, 1989;
Murray et al., 1995). Sin embargo, la dosis
de 0.1 mg/kg que también aterd la latencia

de respuesta en el presente estudio, parece
inducir una ateracién minima en los proce-
sos sensoriales (Delay, 1996).

El modelo de evitacion pasiva ha sido
uno de los mas utilizados para estudiar los
efectos de los antagonistas glutamatérgicos
sobre el aprendizgje, aungue hay que sefidar
gue este modelo también posee notables li-
mitaciones metodolégicas y de interpreta
cion (Misztal y Danysz, 1995). Por dlo, en
base alos resultados obtenidos en e presen-
te experimento, podemos sugerir que lares-
puesta de evitacién activa podria ser Util en
este sentido, aungue futuras investigaciones
deberian evaluar € rango de dosis sugerido
por nuestros datos con periodos de adminis-
tracion més prolongados con € fin de con-
firmar de modo definitivo la utilidad de este
procedimiento. Los estudios acerca de los
efectos de diferentes antagonistas del recep-
tor NMDA sobre el modelo de evitacion ac-
tiva pueden ayudarnos a determinar cud es
el papel especifico que desempefian los dife-
rentes receptores del glutamato en los proce-
sos de aprendizaje y memoria (Mc Entee y
Crook, 1993). Del mismo modo, poseen im-
portantes implicaciones para € tratamiento
de las ateraciones de memoria que se obser-
van tanto en el envejecimiento normal como
patolégico. La prueba de evitacion activa
junto con la administracion de antagonistas
del receptor NMDA podria ser un modelo
Util para correlacionar los cambios asociados
a la edad en la densidad de los receptores
NMDA con cambios en la gjecucion de dife-
rentes tareas conductuales, tal como otros
autores han demostrado en la tarea de evita
Ccioén pasiva (Scheuer et a., 1995).
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