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Resumen

Esta investigacion tuvo como objetivo la indagacion de los efectos de un
nuevo péptido, disefiado con base en las conantoquinas, como posible agente
sensible al receptor NMDa en el aprendizaje y la memoria espacial en ratas.
Por medio del laberinto de agua de Mortis, y el protocolo adaptado de
Magnusson, mediante un disefio de medidas repetidas con un grupo con-
trol y tres experimentales —Péptido, NMDa y MK-801— se evalud en 24 ratas
macho Wistar entre 8 y 9 meses de edad, asignadas aleatoriamente a cada
grupo. Los datos sugieren que el péptido disefiado mejora los procesos de
memoria espacial y aprendizaje vs. el grupo control y ¢l grupo MK-801
con un nivel de significancia p < .05. En comparacién con ¢l grupo NMDA
esta mejoria se observé en el 50% de los sujetos. Se discuten las implicaciones

Fecha de eecepeidn: Febrero de 2004

* Psicélogo, director del Laboratorio de Psicologia de la Pontificia Universidad Javeriana.
fraut. oyuela(D raveriana. edu. cy



mailto:ralllqyutla@javmano.tdu.co

} Rt ba LARLT b Musio WV T ua O & Honrminny,

A, Urieg, O. Sanros Y A. ACURA

de estos hallazgos, y posibles extensiones de esta investigacién con el obje-
tivo de validar los resultados de este estudio preliminar.

Palabras claves: Memoria espacial (48877), aprendizaje (28030), aprendi-
zaje espacial (48876), péptido (37330), aprendizaje en ratas (42860).

Abstract

* This paper investigated the effects of a new peptide, designed from conan-
tokins, as a possible pharmacophore of the NMDA receptor in learning and
spatial memory in rats. The Morris Watermaze (1981) and Magnusson’s
protocol (1998) were adapted and used. The methodology was repeated
measures with one control and three experimental groups: Peptide, NMDA and
MEK-801. Subjects were 24 male Wistar rats between § and 9 months old,
randomly assigned to groups, having free access to food and water, keptin a
controlled temperature environment of 20+ 25° C, and 12/12 light-darkness
cycles, before and during the experiment. Results suggest that the designed
peptide improves spatial memory and learning, compared to control and MK-
801 (p < 0.05). 50% of subjects showed improvernent in the NMDA group.
Implications of .these findings and possible extensions of this research are
discussed, tending to validate the results of this preliminary study.

Key words: Spatial Memory (48877), Learning (28030), Spatial Lear-
ning(48876), Peptides (37330}, Rat Learning (42860).

os procesos de aprendizaje y memotia han sido un permanente re-
Lto a la investigacion en fisiologia, neurologia, psicologia y en gene-
ral todas las ciencias que tienen que ver con el hombre. El aprendizaje
no es un tipo especifico de actividad, es un cambio que ocurre en el
organismo durante muchos tipos de actividad y se muestra mas tarde
como postefecto de ésta (Woodworth & Schlosberg, 1964). En un sen-
tido amplio, la memotia y el aprendizaje son dos procesos que se llevan
de manera conjunta. En efecto, cuando una rata ha aprendido, por ejem-
plo, su camine por un laberinto hacia la comida y sigue recorriendo el
. camino correcto después de un intervalo de tiempo, demuestra, cier-
tamente, memoria de lo que ha-aprendido. La union. de.estos.dos pro-
cesos es lo que permite a los organismos vivientes su adaptacion de ma-
nera flexible al ambiente que los rodea.

Los estudios fisiolégicos hechos en 1900 por Miiller y Pilzicker (ci-
tados por West, 1999) determinaron que el establecimiento de la memoria
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ocurre en dos estadios diferentes: uno es de forma libil o memoria a
corto plazo, y el otro es mas avanzado y consiste en la permanencia de
la memoria, denominado memoria a largo plazo. Squire publicé en 1987
una revision autorizada y juiciosa de las perspectivas actuales sobre el
proceso de memoria y aprendizaje. Squire (1987) presume que la me-
moria depende de la participacién de un conjunto de neuronas, encar-
gadas del procesamiento de diferentes tipos de informacién, formando
sistemas especializados en cada tipo de informacién y que guardan el
producto de éste. La memoria a largo plazo depende de un cambio a nivel
sinaptico de un conjunto de neuronas repartidas que pertenecen a un
conjunto diferente de procesamientos, el fortalecimiento de algunas
conextones neuronales se lleva a cabo por las reflexiones sinapticas del
ensayo, reaprendizaje y olvido normal, dando como resultado un remo-
delado de los circuitos nerviosos que originalmente representaban la
informacién almacenada.

En otras palabras, el aprendizaje se logra por la experiencia, se pet-
fecciona con la practica y las cosas aprendidas dejan huellas que se rela-
cionan entre si. Estas huellas no sélo son a nivel cognoscitivo sino que
estin correlacionadas con cambios a nivel neuronal, por tanto, el apren-
dizaje no sélo procede del exterior sino que se configura también entre
conexiones sindpticas, por lo cual el proceso de aprendizaje puede ser
abordado desde la bioquimica (Rosenwieig & Leiman, 1992).

En efecto, la supremacia de la sinapsis en las teorias sobre el apren-
dizaje no es nada nueva. Durante afios, los neurobidlogos han sospe-
chado que el cerebro absorbe nueva informacion simplemente ajustando
Ia fuerza de los enlaces entre las neuronas. Uno de los aminoscidos mas
importantes a nivel excitatorio del encéfalo es el glutamato. La mayor
parte de este aminodcido es tomado por la glia, convertido a glutamina
y traslocado nuevamente a las células glutamatérgicas. La mayoria de
los receptores que median las acciones del glutamato son diferentes,
pero los que se encuentran en mayor cantidad son los receptores deno-
minados canales catidnicos que promueven la despolarizacién neuronal.
Se encuentra, sin embargo, dos tipos de receptores denominados
metabotrdpicos, porque actian con la proteina G (Roskoski, 1997).

Psicologia desde el Caribe. Universidad del Norte. N° 13: 1-14, 2004



Al URIBE Q. SANTOS YA ACUNA

El receptor del glutamato mas estudiado es el receptor NMDA, cuyo
nombre surgié debido a su activacién por el N-metil-D aspartato, un
agente farmacoldgico. El receptor de NMDA es particular debido a que
para su activacién se requiere tanto de glutamato como de glicina. El'
sitio de unién de la glicina es diferente al que tiene el receptor inhibidor.
de glicina. La conductancia del calcio por el canal de NMDA es mayor
que la de otros receptores de glutamato. Se supone que este receptor
participa activamente en los procesos de memoria, aprendizaje y plasti-
cidad sindptica, y que el calcio tiene un papel clave en estos procesos
(Roskoski, 1997; Gallagher, Burwell, Burchinal, 1993; Magnusson, 1995;
Shimizi, 2000; Dracheva, 2001).

En las ultimas décadas se ha realizado una serie de investigaciones
que identificaron el glutamato como el neurotransmisor mas importante -
en los organismos supetiores, y uno de sus receptores, el receptor de
glutamato activado por N-metl-D-aspartato ((GluR-NMDA), como la
molécula central en estos procesos de aprendizaje y memoria (Tang,
Shimizu, Dube, Rampon, Kerchner, Zhuo, Liu & Tsien, 1999; Zama--
millo, 1999; Shimizu, 2800; Tsien, 2000; Berman, 2001). En 1999 Tsien »
logré generar un raton genéticamente modificado en el que habia cam-
biado la composicién y_estructura.del receptor iGluR-NMDA y logré-
demostrar, en estos ratones, la-relacion directa entre dicho receptor y el
aprendizaje y la memoria {Tsien; 2000). Desde este momento se generd
abiertamente la.posibilidad de intervenir en el desarrollo de dichos
procesos a través de medicamentos.

Estudios posteriores sobre mutaciones en los dominios intracelulares
han demostrado que los procesos de fosforilacidén son esenciales para
los mismos procesos de aprendizaje y memonia, ya que en aquellos en
los que estos procesos se inhibieron por mutaciones puntuales, los ani-
-males resultantes fueron significativamente inferiores en sus capacidades
a los no mutados (Cheng, Steinberg, Huganir & Linden, 2003). Esto
confirmo las hipétesis de trabajo sobre la sobreactivacion del receptor
como fundamento para incrementar la memoria y el aprendizaje.

. De hecho, se han realizado grandes esfuerzos para comprender los
procesos celulares y subcelulares que subyacen en el aprendizaje y la
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memoria en los seres humanos. Se sabe que durante la potenciacién a
largo plazo (LPT) se hace una intervencién sobre como la memora es
almacenada. Sélo recientemente se identificé el receptor iGluR-NMDA
como la molécula clave para este proceso (Ohno, Frankland, Chen, Costa
& Silva, 2001). La sobreactivacién del receptor se ha asociado con me-
jores capacidades de aprendizaje y memoria, asi como su hipofuncién
con la reduccién de dichas capacidades (Roberson & Sweatt, 1999).

En consecuencia, muchos investigadores en €l mundo han sintetizado
unt gran mimero de compuestos similares, probando cada uno de ellos
tanto en animales de laboratorio como en secciones de cerebro (Giurgea,
1973). Esto ha brindado la oportunidad de estudiar los efectos de la
sobreactivacion del receptor por medio de medicamentos (v. gr. Pira-
cetam, Vimpocetine, Donepezil, Remynil, Hidergine, etc.) como posibles
mecanismos para incrementar temporalmente los procesos de memoria
y aprendizaje (Newcomer, 1999; Dossey, 2002). Sin embargo, no se ha
desarrollado un péptido que cumpla con el propdsito de mejorar los
procesos de memoria y aprendizaje. No obstante, se ha reconocido que
las conantoquinas y conotoxinas producidas por los caracoles del género
Conos spp son especificas para interactuar con la subunidad NR2B del
iGluR-NMDA (Williams, Dave, Philips, Lin, Mccabe & Tortella, 2000).

Bajo esta perspectiva, el grupo de Bioquimica Computacional y Es-
tructural de la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana
ha sintetizado un nuevo péptido, con base en las moléculas de las
conantoquinas; un péptido que se predice como estimulador del receptor
y, en consecuencia, de los procesos de aprendizaje y memoria. Esta
investigacién es un estudio preliminar que aborda cudles son los efectos
sobre los procesos de memoria espacial y aprendizaje en ratas del nuevo
péptido en comparacién con un agonista -NMDA— y un antagonista —
MK801-.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar los efectos de un péptido
sintético disefiado con base en las conantoquinas, como posible agente
sensible al receptor NMDA en el aprendizaje y la memoria espacial en
ratas.
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METODO
Disefio

Se us6 un disefio experimental de medidas repetidas con un grupo
control y tres grupos experimentales; un grupo que se probaba con el
péptido, otro con NMDA, el otro con un antagonista al NMpa MK-801 y
Sol. Sal.

Sujetos

24 ratas Wistar macho divididas aleatoriamenten en 4 grupos iguales
—grupo control (GC) y grupos experimentales, , 5 (GE;, GE,, y GEy—, de
ocho y nueve meses de edad. Se mantuvieron a una temperatura entre
20 £ 25° C, se distribuyeron en cajas individuales de policarbonato (29
x 25 % 20 ¢cm), con libre acceso a comida y agua, en un ciclo luz/oscuridad
12/12 horas durante todo el tiempo de la realizacién del experimento.

Instrumentos y sustancias
Instrumentos

Se utilizé el laberinto de agua —descrito por Morris, 1981, el cual consiste
en un tanque circular con un didmetro de 150 cm y 64 cm de profundidad.
Este fue llenado de agua hasta alcanzar 26 c¢m, con una temperatura de
27° C y coloteada con azul de metileno. Una plataforma de escape de
10 cm de didgmetro y 25 cm de altura; es decir, a 1 cm por debajo del
nivel del agua. Los datos fueron registrados mediante una cdmara de
video Sony Handycamp, referencia 450X (video 8), con visién nocturna,
y posteriormente proyectados para su analisis en un televisor Panasonic
de 21”. Ademis, se utilizaron dos contadores de tiempo multifuncién,
referencia 54035A, y una llave de respuesta, referencia 58026, marca
Lafayette.
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Sustancias

Para disefiar e} péptido, la secuencia de la conantoquina G obtenida del
Conos geographus fue modificada en algunos de sus aminoicidos, para
generar lo que de ahora en adelante se denominari como BiMP-101, por
métodos computacionales empleando los programas Insightll y
spdbViewer3.7. El concepto fundamental radica en la remocién del efecto
t6xico natural de la molécula conservando su especificidad, sensibilidad
y direccionalidad farmacéutica. El péptido nativo presenta una serie de
aminoicidos derivatizados que no se conservan en el disefiado. Ademas
se realizaron otras mutaciones puntuales para modificar las caracteristicas
de dxido-reduccién del péptdo en su interaccion con el iGluR-NMDA.
La sintesis fue contratada con la casa Aégens (San Diego, ca, Usa).

El péptido disefiado fue diluido con solucién salina (0.9mg/ml) y
los sujetos de este grupo recibieron 0.640 mg/Kg de una solucién 4.0
pg/W, El MK-801 fue comprado a Sigma-Aldrich, Inc. (Usa) y diluido
con solucién salina (0.9mg/ml); los sujetos de este grupo recibieron
0.080 mg/Kg de una solucién 0.5 mg/ml. El nMpa fue adquirido a
Stgma-Aldrich, Inc. y diluido con solucién salina (0.9mg/ml). Los sujetos
de este grupo recibieron 0.016 mg/Kg de una solucién 0.1 ug/ . Todos
los grupos tuvieron como grupo control al que se le inyecté unicamente
solucién salina (0.9mg/ml). La administracién de todas estas sustancias
fue intraperitoneal (i.p.}

Procedimiento

El protocolo utilizado para esta investigacién fue adaptado de Magnu- -
sson (1998). El disefio expetimental tuvo una duracién de 16 dias, en
los que se llevaron a cabo tres fases. En la fase I, la plataforma se ubicd
en el centro de uno de los cuadrantes del laberinto, denominados arbi-
tratiamente A, B, C y D, y en el cuadrante A en las fases II y III del
experimento, como se muestra en la siguiente figura.
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Figura 1. Laberinto de agua. En el esquema representado se observa la
divisién de los cuadrantes y la posicion en que se ubicaba la plataforma en

las diferentes fases del experimento. La flecha representa el punto de inmersion
de la rata en el momento de iniciar cada ensayo.

» ' Fasel Enla primera fase o fase de adaptacién, con una duracién
de 4 dias, se realizaron tres ensayos consecutivos diatiamente con cada
rata. En esta fase, los sujetos de los cuatro grupos fueron inyectados
con solucidn salina. La posicién de la plataforma fue cambiada a un
cuadrante diferente. Las ubicaciones de la plataforma para los ensayos
fueron las siguientes: dia 1, A; dia 2, B; dfa 3, C; y dia 4, D. Para cada
ensayo, el animal fue ubicado dentro del laberinto desde un punto fijo
de colocacién, a partir del cual comenzaba a buscar libremente la
plataforma en un tiempo predeterminado de 90 s. Si la rata llegaba dentro
de este periodo, era dejada en la plataforma durante 30 s, mas si el
animal no encontraba la plataforma al cabo de los 90 s, el experimentadot
procedia a ubicatla en ella, en la cual permanecia por 30 s. Al finalizar
este tiempo, el animal era retirado de la plataforma y era sostenido por
el invesdgador durante 30 s, para luego iniciar el segundo ensayo si-
guiendo el mismo procedimiento para este y el tercer ensayo. El iempo
empleado por la rata para llegar a la plataforma fue medido con un

s

crondometro.

»  Fase Il y I La fase 11 o de entrenamiento se levé a cabo inter-
caladamente con la fase III o de reconocimiento, las cuales tuvieron lugar
los siguientes 12 dfas, durante los cuales cada rata fue inyectada 30 mi-
nutos antes de ser puesta en el laberinto con las sustancias correspon-
dientes a cada uno de sus grupos: G¢, solucién salina; GE,, péptido; GE,
NMDA; ¥ GE;, MK-801.
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Sustancias

Para disefiar el péptido, la secuencia de la conantoquina G obtenida del
Conos geographus fue modificada en algunos de sus aminoicidos, para
generar lo que de ahora en adelante se denominari como BLMP-101, por
métodos computacionales empleando los programas Insightll y
spdbViewer 3.7. El concepto fundamental radica en la remocién del efecto
toxico natural de la molécula conservando su especificidad, sensibilidad
y direccionalidad farmacéutica. El péptido nativo presenta una serie de
aminoécidos derivatizados que no se conservan en el disefiado. Ademas
se realizaron otras mutaciones puntuales para modificar las caracteristicas
de 6xido-reduccidn del péptido en su interaccion con el iGluR-NMDA.
La sintesis fue contratada con la casa Aégent (San Diego, Ca, UsA).

El péptido disefiado fue diluido con solucién salina (0.9mg/ml) y
los sujetos de este grupo recibicron 0.640 mg/Kg de una solucién 4.0
pg/ul, El MK-801 fue comprado a Sigma-Aldrich, Inc. (Usa) y diluido
con solucién salina (0.9mg/ml); los sujetos de este grupo recibieron
0.080 mg/Kg de una solucién 0.5 mg/ml. El NMpA fue adquirido a
Sigma-Aldrich, Inc. y diluido con solucién salina (0.9mg/ml). Los sujetos
de este grupo recibieron 0.016 mg/Kg de una solucién 0.1 g/ pl. Todos
los grupos tuvieron como grupo control al que se le inyectd unicamente
solucién salina (0.9mg/ml). La administracién de todas estas sustancias
fue intraperitoneal (i.p.)

Procedimiento

El protocolo utilizado para esta investigacién fue adaptado de Magnu- -
sson (1998). El disefio experimental tuvo una duracién de 16 dias, en
los que se llevaron a cabo tres fases. En la fase 1, la plataforma se ubicd
en el centro de uno de los cuadrantes del laberinto, denominados arbi- -
trariamente A, B, C y D, y en el cuadrante A en las fases IT y TIT del
experimento, como se muestra en la siguiente figura.
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Durante estas fases, las ratas fueron ubicadas en el labetinto como
se describi6 en la fase I, teniendo en cuenta que la plataforma fue ubicada
unicamente en el cuadrante A. En los dias impares correspondientes a
la fase II se efectuaron los tres ensayos como se describieron antetior-
mente. En la fase I11 o de reconocimiento, los dos primeros ensayos
seguian el mismo procedimiento, y en el tercer ensayo la plataforma era
extraida del laberinto con el objetivo de medir la memotia espacial de
las ratas, en términos de la sumatoria del ttempo que empleaba cada
rata en permanecer dentro del cuadrante realizando busquedas repetitivas
de la plataforma, durante las seis sesiones. La latencia de bisqueda de la
plataforma se registré con un crondémetro, observando la proyeccién
del video en una pantalla de television en Ja cual se habia demarcado los
cuadrantes,

RESULTADOQOS

Los resultados se analizaron por medio de una ANOVA, y posteriror con
la prueba de diferencia de medias I-]J. Todos estos datos se¢ realizaron
mediante el programa ssps versién 11.0 A continuacion se presenta un
resumen de los datos encontrados.

Tabla 1
Anilisis de varianza del tiempo empleado en llegar al cuadrante A
Fuente ’ g I F ] P
Entre sujetos
Sustancia 3 3.527* 034
(276.8400
Error intragrupo (sujetos) 20 (78.497)
Intrasujetos
Secuencia 5 3.302+== | .008
' (186.507)
Secuencia x sustancia 15 965 497
(54.498)
Error (secuencia) - 100 56,475

Nosa: Los valores encerrados entre paréntesis representan los ertotes
de medias cuadraticas.

* p <.05. %% < .01,
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Como se aprecia en la tabla 1, alguna de las sustancias utilizadas ejerce
una influencia estadisticamente significativa (b < 0.05) sobre la realizacién
de la prueba de la memoria espacial; de la misma manera, la secuencia
de los ensayos produjo efectos significativos sobre el aprendizaje de la
localizacién de la plataforma con un nivel de significacion en el 992 por
mil de los casos. Para identficar cudl o cuiles fueron las sustancias que
generaron los efectos significativos sobre la memoria espacial, se hizo
el andlisis por pates basado en la media marginal, tal y como se observa
en la siguiente tabla:

Tabla 2
Comparacién de medias entre cada par de grupos

Diferencia entte medias * (I-]) | Significacion

() Sustancia | {J) Sustancia

Salina Péptido -4.457 .045
Péptido MK-801 6.085 _ 009
NMDA MK-801 4.644 038
* Basadas en las medias marginales estimadas.

=p <.05.

El analisis estadistico expuesto en la tabla 2 sugiere que el péptido
mejoré la memotia espacial, en comparacidn con el grupo control y
con el grupo MK con un nivel de significancia p <.05.Y en comparacién
con el NMDA mejor6é también la memoria espacial, aunque no
significativamente.

Si se observa el nimero de sujetos de los cuales el péptido mejoré la
memotia en comparacién con los sujetos del NMDA, esta mejoria se
observé en el 50% de los sujetos. Lo que sugiere que tanto el péptido
como el NMDA se comportan de manera similar en el aprendizaje espacial.
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Tabla 3
Estimaciones de la media y porcentaje de latencia de bisqueda

Media (min) Latencia de bisqueda
Sustancia %
- 17.958*

Salina 16.497 34.36

Péptido 20.954 43.65
|NMDA 19.513 40.65

MK-801 14.869 ) 30.97

*Media global.

Potcentaje (%) calculado para el tiempo de latencia de busqueda de
cada grupo en el cuadrante A. Hay que aclarar que el iempo maximo
que podian estar los animales en el laberinto fue de 48 minutos.

El anélisis descriptivo que muestran los datos de la tabla 3 indica que
a mayor permanencia de la ratas, analizando la conducta en grupos, en
el cuadrante donde se encontraba la plataforma, mayor recuerdo de la
.ubicacién de la plataforma. :

En otras palabras, si la ratas demoraban menos tiempo en el cuadrante
demarcado con laletra A, estaban haciendo la bisqueda de la plataforma
en el lugar equivocado. Los tiempos utilizados pot cada uno de los grupos
se representan en la figura 2.

-
- Control

= Pa&aptido
al ]

MNMODA

7 MK-801

1 2 3 a s =

Ensayos de reconocimiento
Figura 2. Medias marginales estimadas en la latencia de biisqueda
de la plataforma en el cuadrante A, para cada uno de los grupos.
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DISCUSION

El analisis estadistico expuesto en la tabla 2 sugiere que el péptido mejord
la memoria espacial, en comparacién con el grupo control y con el
grupo MK, con un ntvel de significancia p <.05.Y en comparacion con
el NMDA mejor6 también la memoria espacial, aunque no significa-
tivamente. Con base en los datos obtenidos en este estudio es evidente
que las premisas propuestas se cumplieron, hasta donde se puede con-
cluir, a saber: a) al péptido disefiado a partir de ]a conantoquina G como
molde se le logré remover completamente su caracteristica de neuro-
toxina, b) el péptido disefiado conservé las células del sistema nervioso,
particularmente corteza cerebral, como su blanco preferido, ¢) el péptido
disefiado conservé su capacidad y selectividad por la interaccién con la
subunidad NR2B del receptor iGluR-NMDA, y d) la funcién derivada de
la actividad quimica de dicha interaccién fue la de mejorar los procesos
de aprendizaje y memoria en ratas.

Dado el potencial que tiene el péptido, en funcién de los resultados,
éste debe ser determinado con investigaciones subsecuentes. Por tanto,
se recomienda para la continuacién de este estudto: a) validar los resul-
tados obtenidos, b) evaluar otros sistemas de aplicacién del péptido, c)
realizar estudios de farmacocinética del mismo, d) validar los procesos
de aprendizaje y memoria espacial con una bateria tipo de pruebas psi-
cologicas, €) realizar evaluaciones de otros aprendizajes tanto simple
como complejos, y f) evaluar la influencia de este péptido en hembras y
machos y en diferentes edades.

Finalmente, si se tiene en cuenta que cualquier droga o sustancia
puede tener un efecto extraordinario en una situacién conductual, y el
hecho de que esta situacion se presente ocasionalmente, puede ser sufi-
clente para mantener la conducta de buasqueda de los investigadores.
De hecho, e} uso de sustancias farmacoldgicas en el tratamiento de seres
humanos enfermos representa probablemente la aplicacién mas valiosa
de la ciencia farmacoldgica desde el punto de vista social.
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