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Resumen

La epilepsia es un trastorno neuroldgico en el que la funcion normal del cerebro se
interrumpe como consecuencia de la sincronizacion neuronal. Su prevalencia a nivel
mundial y el alto porcentaje de individuos que no responde al tratamiento farmacoldgico
disponible, hacen de vital importancia el desarrollo de nuevas terapias. El estudio de
diferentes modelos de crisis se hace atractivo para el descubrimiento de nuevas sustancias
antiepileptogénicas. En el presente trabajo se escoge, como modelo de crisis agudas, la
microperfusion de picrotoxina en el hipocampo ventral de la rata con el fin de estudiar el
posible efecto antiepiléptico del agonista de receptores metabotrdpicos glutamatérgicos
ACPT-1, basandonos en su efectividad testada por otros métodos en ensayos previos.
Nuestros resultados apoyan estos datos al comprobar que el ACPT-1 no sélo disminuye
el patrén de descarga, sino que logra evitar la aparicion de crisis de ausencia e incluso del

estatus epiléptico.

Palabras clave: epilepsia, microperfusion, picrotoxina, mGIuR tipo IlI, ACPT-1,

neuroproteccion.
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Introduccidn

Las epilepsias son desordenes neurologicos cronicos caracterizados por crisis que
involucran tanto sistemas cerebrales especificos, como ataques que comienzan en una
region concreta pero que acaban involucrando a mdltiples circuitos corticales y
subcorticales (Alexander & Godwin, 2006).

El tratamiento actual es sintomatico, y si bien los farmacos disponibles inhiben las
convulsiones, no se cuenta con una profilaxia eficaz y mucho menos con métodos de

curacion.

Por otro lado, no se conoce bien la base neuroquimica de la descarga anormal asociada a
la epilepsia y dado que en los pacientes epilépticos es dificil realizar estudios detallados,
se han desarrollado maltiples modelos, tanto in vitro como animales, para tratar de

esclarecer el origen de la epilepsia asi como para el desarrollo de un tratamiento eficaz.

Para el presente trabajo se ha escogido la microperfusion de picrotoxina en el hipocampo
ventral de la rata con el fin de estudiar el posible efecto antiepiléptico del agonista de

receptores metabotropicos glutamatérgicos ACPT-1.

Epilepsia

Las epilepsias son trastornos neuroldgicos frecuentes en los que la funcién normal del
cerebro se ve interrumpida por la actividad intensa y sincronizada de grupos de neuronas
(Engel & Pedley, 2008). Lo que comienza como una descarga anormal local puede
propagarse a otras regiones del encéfalo, determinando los sintomas, que pueden variar
desde un breve lapso de atencion hasta un episodio convulsivo completo de varios
minutos de duracion (Alexander & Godwin, 2006).

Habitualmente, se caracterizan por la aparicion de crisis, definiendo a estas como breves
cambios comportamentales debidos a la sincronizacion anormal y al disparo neuronal

ritmico (Sierra-Paredes & Sierra Marcufio, 2007).

En general, la excitacion se propaga a través de una red de neuronas interconectadas v,
en condiciones normales, puede modularse a través de mecanismos inhibidores pero
ciertos cambios plasticos de larga duracion en el cerebro, afectan a la liberacion de
neurotransmisores, las propiedades de los receptores y canales, provocando una

reorganizacion sinaptica y un cambio en la actividad de los astrocitos. Es decir, la



epileptogenesis puede aparecer cuando se facilita la transmision excitadora o se reduce la
inhibidora (Sierra-Paredes et al., 2000; Rang et al., 2008).

Este tipo de trastornos afectan al 0,5-1% de la poblacion y a menudo no hay una causa
identificable, aunque pueden surgir después de una lesion cerebral u otros tipos de

enfermedades neuroldgicas, entre las cuales se encuentran varios sindromes hereditarios.

El tratamiento fundamental es farmacoldgico (en casos graves se recurre a la cirugia) y
aunque los antiepilépticos actuales controlan eficazmente las crisis en el 50 a 80% de los
pacientes, la abundancia de efectos secundarios adversos suele causar que se limite su uso
(Rang et al. 2008).

La clasificacion clinica de la epilepsia en base a registros electroencefalogréaficos (EEG)

distingue entre dos categorias de crisis: las parciales y las generalizadas.

Crisis parciales
Las crisis parciales son aquellas en las que las descargas comienzan de forma local y
permanecen de esa forma. En este tipo de crisis la descarga EEG suele limitarse a un

hemisferio. Suelen atribuirse a lesiones cerebrales locales (Rang et al. 2008).

Crisis generalizadas

Afectan a todo el encéfalo, con una actividad eléctrica anormal de los dos hemisferios.
Existen dos grupos importantes, las crisis tonicocldnicas y las ausencias (Rang et al.
2008).

Crisis ténicoclénicas

Consisten en una fuerte contraccion inicial de la totalidad de la musculatura que produce
un espasmo rigido en extension y un grito involuntario. De forma posterior a la fase tonica
aparecen una serie de sacudidas violentas y sincrénicas que ceden de forma gradual en
unos minutos. Durante el episodio convulsivo pueden producirse lesiones. EI EEG
muestra una actividad continua y generalizada de alta frecuencia durante la fase tonica

que pasa a descargas intermitentes en la fase clonica (Rang et al. 2008).

Crisis de ausencia

Las crisis de ausencia son una forma de crisis generalizada no convulsiva, afecta a ambos
hemisferios, y se caracterizan por una detencion del comportamiento y la pérdida de
consciencia. Los nifios son los mas afectados por estas crisis de ausencia, constituyendo

alrededor de un 10% de las epilepsias infantiles. Durante este tipo de ataques, tanto en



humanos como en modelos animales, el talamo y el cortex oscila conjuntamente en una
descarga de “punta-onda” de 3 Hz caracteristica que se puede observar realizando un

electroencefalograma (Alexander & Godwin, 2006; Rang et al., 2008).

El hecho de que se involucre a una neurotransmision glutamatérgica anormal en el inicio
de este tipo de crisis enfatiza la importancia de las sinapsis glutamatérgicas como objetivo
faramacoldgico. Se ha visto que los receptores de glutamato, especialmente los grupos Il
y 111, reducen la liberacién presinaptica de neurotransmisor en varias areas del sistema
nervioso central y se ha demostrado que modulan la neurotransmision glutamatérgica

cortico-talamica, lo que hace de ellos un objetivo atractivo (Alexander & Godwin, 2006).

Estatus epiléptico
El estatus epiléptico se considera como la forma de crisis mas extrema. Corresponde a la
aparicion de una crisis epiléptica que es lo suficientemente prolongada o repetida, a

intervalos muy breves, que produce una condicion epiléptica invariable y duradera.

Es una condicidn que puede tener consecuencias a largo plazo si no se trata de forma
inmediata, incluyendo el dafio, la muerte neuronal y la alteracion de las redes neurales

dependiendo del tipo y la duracion de la crisis (Trinka et al. 2015).

Tratamiento de las epilepsias

Los farmacos antiepilépticos que se utilizan actualmente en clinica acttan inactivando los
canales de Na* voltaje-dependientes, aumentando la neurotransmision gabaérgica, o por
bloqueo de los canales de Ca?* Sin embargo, todos ellos presentan importantes efectos
secundarios, tales como sedacion, ataxia, pérdida o ganancia de peso, problemas

cardiovasculares, etc.

Los antiepilépticos empleados de forma clasica incluyen a la fenitoina, carbamacepina,
acido valproico y fenobarbital. Por otro lado, las Benzodiacepinas son algunos de los
farmacos mas efectivos en el tratamiento de las crisis agudas y el estatus epiléptico. Las
Benzodiacepinas mas comunmente usadas son el diazepam (Valium), lorazepam (Ativan)
y midozalam (Versed). Los tres compuestos potencian la inhibicién del GABA mediante
su union gaba-benzodiacepina y al complejo receptor-barbiturico. Algunos de los efectos
secundarios mas destacados incluyen la supresion respiratoria, la hipotension, la sedacion

y la irritacion de tejidos locales (Sirven & Waterhouse, 2003; Manno, 2011).



Otros farmacos mas recientes son la vigabatrina, gabapentina, lamotrigina, felbamato,
tiagabina, levetiracetan y zonisamida (Rang et al. 2008). Por lo general, estos
medicamentos mas recientes producen menos efectos secundarios pero su capacidad de
control sobre las crisis no es mucho mejor que la de los anteriores y pone de manifiesto

la necesidad del desarrollo y de la investigacion de nuevos farmacos.

Receptores de glutamato

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador del SNC, y actta estimulando a
dos grupos distintos de receptores: los receptores de glutamato ionotropicos (iGIuR),
responsables de la transmision sindptica rapida, y los receptores metabotrépicos de
glutamato (mGIuR), que modulan una transmision mas lenta dependiente de segundos

mensajeros.

Se ha visto en modelos animales que ciertos cambios en la expresion de receptores o
transportadores de glutamato afectan a las crisis epilépticas e independientemente de cual
sea la causa primaria, parece que la liberacion de glutamato juega un papel importante en
la iniciacion y propagacion de las crisis (Sierra-Paredes & Sierra Marcufio, 2007; Hovelsg
etal., 2012).

Receptores ionotropicos de glutamato (iGIuR)
Los receptores ionotrépicos son proteinas integrales de membrana compuestas por cuatro

subunidades que forman un canal con un poro central. (Traynelis et al. 2010).

Los receptores de glutamato ionotropicos pueden diferenciarse farmacoldgicamente
mediante la unién de agonistas especificos en: receptores NMDA (&cido N-metil-D-
aspartico), AMPA (&cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico) y kainato.
Este tipo de receptores median la aparicién de corrientes, tanto dependientes como

independientes de voltaje, de Na*? y K* y en ocasiones de Ca?* (Wolfgang, 1998).

Los antagonistas de receptores ionotropicos de glutamato reducen las crisis epilépticas en
muchos modelos animales. Sin embargo, estos compuestos fallan de forma temprana en
los ensayos clinicos debido a los multiples efectos secundarios que producen, incluyendo

deterioro motor y cognitivo (Hovelsg et al., 2012).

Receptores metabotropicos de glutamato (mGIuR)
Los receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuR) se descubrieron a mediados de la
década de 1980, siendo una familia de receptores acoplados a proteinas G que



proporcionan un control modulador importante en la transmision glutamatérgica
(Moldrich et al., 2003; Alexander & Godwin, 2006).

La topologia de este tipo de receptores metabotrépicos incluye un dominio N-terminal
extracelular, tres bucles intracelulares y tres extracelulares y una cola C-terminal
citoplasmatica, que se encuentran separados por siete regiones hidrofobicas
transmembrana (Figura 1). La porcién N-terminal del receptor contiene el lugar de unién
a glutamato, donde los dominios intracelulares interacttian fisicamente con las proteinas

G para iniciar la cascada de transduccion de sefiales.

N-terminus Ligand Extracellular

Binding
Domain

Intracellular C-terminus

Figura 1: esquema de la estructura de un receptor metabotrépico de glutamato. Imagen tomada de

http://www.bristol.ac.uk/synaptic/receptors/mglur/ (Gltimo acceso a 25/06/16).

Esta familia consta de ocho tipos de receptores molecularmente diferentes y que a su vez
presentan maltiples variantes de “splice” (Ferraguti & Shigemoto, 2006; Mercier &
Lodge, 2014). En base a su secuencia de homologia, su perfil farmacolégico y su via de
transduccion, los receptores mGlu se clasifican en tres grupos (I-111) (Alexander &
Godwin, 2006).

El grupo I (mGIuR1 y mGIuR5) se encuentra acoplado a fosfolipasa C via proteina Gq, y
su activacion deriva en la hidrolisis de fosfoinositido y movilizacion intracelular de calcio
intracelular. Los receptores del grupo Il (mGIuR2 y mGIuR3) y del grupo 111 (mGluR4
mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8) estan acoplados a Gi/Go y su activacion inhibe la formacion
de AMPc (Alexander & Godwin, 2006; Hovelsg et al.,2012; Domin et al. 2016).

Este tipo de receptores se encuentran ampliamente distribuidos por todo el encéfalo y se

han implicado en multiples funciones en el Sistema Nervioso Central de mamiferos.
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Algunas de estas funciones incluyen la mediacion de las respuestas de excitacion lenta 'y
de inhibicion, la regulacién de canales de calcio, la induccion de potenciales a largo plazo,
la regulacion de los receptores de glutamato ionotrépicos, ... y estan involucrados en
multiples enfermedades de entre las que destacamos, para este trabajo, las crisis

epilépticas (Ferraguti & Shigemoto, 2006).

En esta memoria nos centraremos especialmente en los mGIuR del grupo Il ya que son

la diana de la molécula de estudio ACPT-1.

Receptores metabotropicos de glutamato del grupo 11l

Los receptores de glutamato del grupo 111 se localizan predominantemente en terminales
presinadpticos de neuronas glutamatérgicas y GABAérgicas, donde se involucran en la
regulacion de la transmision (Ferraguti & Shigemoto, 2006; Domin et al., 2014; Domin
et al. 2016).

Como es habitual en los mGIuR de grupo Ill, los receptores mGlu4 se expresan
predominantemente de forma presinaptica, y se localizan en la zona activa de liberacion
de neurotransmisores. En el SNC, su expresion es mayor en el cerebelo y niveles
moderadamente altos se encuentran también en el bulbo olfatorio y en el talamo. Una

expresion mas débil se ha visto en el hipocampo y en los ganglios basales.

La expresion del receptor mGlu6 se encuentra restringida a la retina, donde se han
diferenciado 3 variantes de splice. A diferencia de los otros receptores tipo 111 también se

ha localizado en regiones postsinapticas.

Los mGlu7 son los receptores mGlu de tipo Il que mas se expresan en el SNC destacando

en el bulbo olfatorio, el hipocampo, el hipotalamo y en las vias aferentes sensitivas.

Los niveles de expresion de mGlu8 en el SNC son menores que los descritos para mGlu4
0 mGlu7. Este tipo de receptor aparece en el bulbo olfatorio, la corteza olfativa primaria,
el tdlamo, el puente y en los cuerpos mamilares (expresion dependiente de especie). El
mGIlu8 también se expresa en el hipocampo, la corteza cerebral, el cerebelo, la amigdala
y la retina (Mercier & Lodge, 2014)

Se ha demostrado que la activacion de receptores presinapticos mGlu 11l localizados en
terminales sinapticos glutamatérgicos provocan un descenso en la liberacion de
glutamato, inhibiendo asi la transmision glutamatérgica excitadora. De esta forma se ha

sugerido que la activacion de estos receptores podria poseer efectos neuroprotectores. De



hecho, esto se ha mostrado en diversos estudios tanto in vitro como in vivo. Otros estudios
muestran efectos anticonvulsivos de los agonistas de los receptores glutamatérgicos del
grupo Ill. De esta forma, estos datos proporcionan evidencias de que este grupo de
receptores podrian ser un objetivo atractivo para la terapia neuroprotectora y

anticonvulsiva (Domin et al., 2014).

Molécula de estudio: ACPT-1
La molécula de interés para este trabajo es el agonista de receptores mGIuR del grupo 111
acido tricarboxilico (1S, 3R, 4S)-1-aminociclopentano-1,2,4 o ACPT-1 (Figura 2).

Esta molécula ha demostrado eficacia selectiva para los receptores mGlu de tipo IlI,
concretamente mGlu 4,7 y 8, no afectando a otros receptores metabotropicos (Goudet et
al. 2008; Domain et al. 2014; Mercier & Lodge, 2014).

El ACPT-1 ha sido estudiado previamente como anticonvulsivo en crisis inducidas por
sonido en roedores (Chapman et al. 2001; Moldrich et al. 2003) y se ha visto que mejoran
la actividad anticonvulsiva de antagonistas de receptores AMPA y NMDA (Chapman et
al. 2001; De Sarro et al. 2002). En el afio 2014, Domin et al. demostraron los efectos
neuroprotectores de esta molécula contra la excitotoxicidad inducida por el acido kainico,

incluso siendo administrada después de haberse producido el dafio.
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Figura 2: Estructura quimica del ACPT-1 esquematizada en dos modelos diferentes. Tomadas de
PubChem Compound Database (tltimo acceso 08/07/16).



Otros estudios muestran un efecto ansiolitico y antidepresivo después de su
administracion central (Patucha et al. 2004; Stachowicz et al. 2006; Ktak et al. 2007), y
lo mismo en administracion periférica tanto en test in vitro como en animales modelo
(Patucha-Poniewiera et al. 2008; Stachowicz et al. 2009). Ademas, el ACPT-1 tiene
efectos antiparkinsonianos en modelos animales de la enfermedad de Parkinson (Lopez
et al. 2007, 2008, 2012) y reduce la hiperalgesia neuropatica en modelos animales de
dolor (Goudet et al. 2008). Recientemente se ha estudiado su eficacia en la
neuroproteccion frente a ataques isquémicos en modelos in vitro e in vivo (Domin et al.
2016).

Por todos estos antecedentes y por su solubilidad en agua, caracteristica indispensable

para el modelo de perfusion, se escoge al ACPT-1 como molécula de estudio.



Objetivo

El objetivo principal de este estudio experimental es probar el posible efecto
antiepiléptico de ACPT-1 in vivo, basdndonos en referencias previas que muestran un
efecto anticonvulsivo si se administra de forma previa al agente inductor de la crisis, en

nuestro caso la picrotoxina.

Para lograr dicho objetivo, se emplea la técnica de microdialisis en ratas con libertad de
movimiento. Esta técnica permite el acceso al hipocampo ventral de la rata sorteando la
barrera hematoencefalica, pudiendo focalizar el efecto y no afectando a otras areas

cerebrales.

La microperfusion de picrotoxina permite la generacion de crisis de forma repetida en
diferentes dias sin que haya modificaciones en los patrones de descarga, por ello permite
trabajar con el mismo animal durante periodos largos y esto lo convierte en un buen
modelo para estudiar el posible efecto terapéutico del agonista de receptores

metabotropicos de glutamato, ACPT-1.



Material y métodos

Instrumentacion y equipos

Unidad de cirugia estereotaxica para animales pequefios (D.Kopf, Tajunga, C.A.
USA). Gracias a ella se pueden fijar los tornillos, con los que posteriormente se
realiza el registro electroencefalografico, y situar la guia intracerebral en el
hipocampo del animal.

Unidad de microdialisis CMA/120 (CMA/Microdialysis, Stockholm, Sweden),
donde se perfunden los diferentes compuestos a los animales en libertad de
movimiento en un sistema de contencion.

Sondas de microdidlisis CMA/12 (CMA/Microdialysis, Stockholm, Sweden).
Bomba de inyeccion CMA/100 (CMA/Microdialysis, Stockholm, Sweden).
Selector de jeringas CMA/111 (CMA/Microdialysis, Stockholm, Sweden).
Microconector (Cannon MD1-9SL1, USA), al que se sueldan los cables de los
tornillos que actian como electrodos.

Microscopio SMZ-1, Nikon, empleado para comprobar el estado de la sonda de
microdialisis antes y después de su uso.

Electroencefaldgrafo (EEG) Minihuit (Alvar Electronic, Paris, France) mediante
el cual se registra la actividad bioeléctrica cerebral de la rata.

Unidad de video-EEG (MaxG, Zamora, Espafia) que permite el registro digital del
EEG y la observacion de la conducta del animal durante todo el experimento.

Reactivos

Solucién Ringer-lactato (147,0 mM CINa; 4,0 mM CIK; 2,4 mM CI,Ca). Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA.

Picrotoxina. Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA.

Acido tricarboxilico (1S, 3R, 4S)-1-aminocyclopentane-1, 2, 4 (ACPT-1). Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO, USA.

Animales modelo

Se emplearon 4 ratas macho Sprague-Dawley (300-350g) proporcionadas por el

animalario de la Universidad de Santiago de Compostela.

Los individuos se mantuvieron en jaulas individuales con libre acceso a comida y agua,

tanto antes como después de la intervencion. La temperatura y la humedad ambiental, asi
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como los ciclos de luz/oscuridad, se encuentran bajo condiciones controladas
(temperatura ambiental 21 + 1°C, humedad del 50-60%, ciclo luz/oscuridad 12/12 horas).
Los ensayos tuvieron lugar a la misma hora de la mafiana con el fin de evitar variaciones

del ritmo circadiano.

Las pruebas se realizaron por completo en cada rata y de forma seriada con la intencion
de optimizar el sistema, ya que la probabilidad de que el montaje se desprenda aumenta

con el paso del tiempo.

Los protocolos utilizados en el experimento de microdidlisis se desarrollaron de forma
que el nimero de individuos empleados fuera el minimo, siendo cada animal control de

si mismo y dejando un lapso de una semana entre ensayo y ensayo.

Tanto el cuidado como el trabajo con los animales se llevaron a cabo bajo el cumplimiento
de la legislacion espafiola vigente sobre el uso de animales para la experimentacion y
otras finalidades cientificas, de acuerdo con la regulacién de la Unién Europea (O.J. de
E.C. L358/1 18/12/1986).

Al término del estudio, los animales fueron sacrificados por decapitacién, previa

administracion de CO..

Preparacién quirdrgica
Los animales se colocan en una unidad de estereotaxis, después de ser anestesiados con
pentobarbital sédico (40 mg/Kg), lo que permite una mejor manipulacién a la hora de

realizar los orificios necesarios para colocar los tornillos y la guia intracerebral.

Los 6 orificios se realizan con un trépano de dentista bajo condiciones asépticas. Cinco
de ellos permiten registrar la actividad bioeléctrica del cerebro de la rata en un EEG,
después de la colocacion de los microtornillos (4 de ellos actian como electrodos vy el
quinto, como referencia) que se encuentran soldados a un microconector. LoOS
microtronillos que actian como electrodos se sitdan en las areas frontal y occipital de
ambos hemisferios del craneo y el electrodo de referencia se ancla a la linea media 7-9
mm rostral a la sutura coronal. En el sexto orificio se implanta la guia para la sonda de
microdialisis cuya posicion, hipocampo ventral, se localiza de acuerdo a los valores
mostrados en el Atlas Cerebral de Paxinos y Watson (1997) que son: 5Smm posteriores,
4.8mm laterales y 4mm ventrales desde la punta de la canula y referenciados al punto
Bregma (Figura 3).
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Figura 3: las imagenes superiores muestran un esquema de la colocacion de la sonda de microdiélisis en
el hipocampo ventral de la rata. La inferior es un corte del cerebro de rata con la zona de insercion de la

sonda marcada con una flecha.

Para evitar que los electrodos o la guia se muevan, se fija el montaje al craneo mediante
el uso de cemento acrilico (Figura 4).
CRANEO CEMENTO

ACRILICO
CONECTOR

Interaural 320 mm™ Bregma -5.80 mun

HIPOCAMPO

Figura 4: Esquema de la colocacion del montaje en el craneo de la rata. Se aprecia la localizacion de la

sonda de microdialisis y del conector para el registro de EEG.
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Al finalizar la intervencion, el animal regresa a su jaula individual y se deja para su
recuperacion como minimo cinco dias, antes de realizar ninguna prueba con él. Pasado
este plazo de tiempo, se coloca al individuo durante periodos breves en el contenedor
donde se realizan los experimentos posteriores, de forma que se habitle al ambiente de

trabajo y a los equipos del laboratorio.

Técnica de microdialisis y procedimiento de perfusion

En la técnica de microdidlisis se introduce una sonda con una membrana semipermeable
en el tejido cerebral de un sujeto y se perfunde con una solucién (Ringer) que contiene
las sustancias de interés. La membrana de la sonda permite la difusion del soluto pero no

el transporte de proteinas u otras macromoléculas.

La sonda de microdialisis (CMA/12), consta de una entrada (inlet) y una salida (outlet),
como se aprecia en la figura 5. La entrada a la sonda se une a un selector de jeringas
(CMA/111) mediante un tubo de polietileno, y éste a una jeringa de 1 ml montada en una
bomba de microinyecciones (CMA/100). La zona de salida, ira acoplada también a un
tubo de polietileno, que permite la recogida de muestras en caso de que se realice un

andlisis posterior.

CMA/12
Microdialysis Probe

outlet

steel shaft

User’s Manual

Figura 5: Microsonda CMA/12. Imagen tomada del manual de usuario

Antes de proceder con el experimento es necesario eliminar cualquier residuo o producto
quimico que pueda haber en la sonda o en los tubos para lo cual se perfunde primero con
etanol y después con agua destilada. Esto permite, ademas, la comprobacién del estado

de la sonda, que se observa a través de un microscopio.
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Las microsondas son reutilizadas, siempre y cuando la membrana de didlisis se
compruebe intacta y sean esterilizadas previamente a su insercién en la guia intracerebral

del animal.
Las sesiones experimentales realizadas fueron planteadas de la siguiente manera:

e Registro encefalografico control de 1 hora, previo a la introduccion de la toxina
epileptogénica, en la que se perfunde la solucién Ringer a una velocidad de flujo
de 2uL/min.

e Perfusion de picrotoxina disuelta en solucion Ringer, con la concentracion
convulsiva para cada animal, durante 5 minutos.

e Administracién de solucion Ringer durante otra hora, en la que se observara tanto
el comportamiento del animal como las variaciones en el electroencefalograma

con el fin de comprobar la efectividad de la molécula de estudio.

Los protocolos empleados estan determinados por experiencias y estudios previos de
Sierra-Paredes & Sierra-Marcufio (1996), Sierra-Paredes et al. (2000) Vazquez-Lopez et
al. (2005).

Registro electroencefalografico
Un registro electroencefalografico es una representacion grafica de la actividad eléctrica
cerebral que refleja la diferencia de potencial entre dos zonas de la corteza cerebral.

Este tipo de registro es habitualmente empleado para el estudio de funciones cerebrales y
para el trazado de conexiones entre areas del SNC. Es de destacado valor en el diagndstico
de la epilepsia, de tumores cerebrales y otras enfermedades con dafio cerebral.

Para este trabajo presenta un papel fundamental dado que permite la deteccidn de patrones
especificos de descarga que ocurren durante las crisis, como son los aumentos de

frecuencia y amplitud, el fendmeno de punta onda, etc.

Durante el desarrollo del experimento, los sujetos son, ademas, monitorizados por video
pudiendo relacionar las alteraciones motoras con el EEG (figura 6) y de esta forma
determinar la naturaleza de la crisis. Los posibles sintomas motores incluyen
movimientos faciales y bucales, automatismos olfativos, sacudidas de cabeza,

contracciones involuntarias y repetitivas de patas anteriores, y convulsiones.

14



SELECTOR DE JERINGAS

coLEcTOR
MONITORDETV  Holter-EEG DEFRACCIONES

GRABADORA

VIDEOCAMARA

Figura 6: Esquema de la instrumentacion y equipos.

La combinacién del registro encefalogréafico y de video durante las pruebas permite la
determinacion del umbral minimo convulsivo de cada animal tras la perfusiéon de

picrotoxina y la evaluacion del posible efecto anticonvulsivo del ACPT-1 tras dicha

perfusion.

Imagen 1: rata en el contenedor de registro durante el desarrollo del ensayo.
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Imagen 2: rata en el contenedor de registro durante el desarrollo del ensayo.

Agente inductor de crisis, picrotoxina

La picrotoxina es un compuesto quimico que se extrae de las semillas de la planta
trepadora Anamirta cocculus (Jarboe et al., 1968). El efecto convulsivo que produce se
relaciona con la alteracion de la inhibicion GABAérgica (Denisenko, 2015), es un
antagonista no competitivo de los receptores de GABAA. Esta toxina impide el flujo de
iones CI" a través del canal de dicho receptor, reduce la frecuencia y tiempo de apertura

del canal, de forma que también altera la conductancia (Sierra-Paredes, 1996).

Varios estudios han demostrado la efectividad de la picrotoxina como agente pro-
convulsionante tanto inyectado como mediante la técnica de microdidlisis. (Sierra-
Paredes & Sierra-Marcufio, 1996; Sierra-Paredes et al., 2000; Denisenko, 2015). Dado
gue no provoca cambios permanentes en los animales ni provoca crisis espontaneas fuera
del marco experimental, se convierte en un modelo de estudio atractivo para el presente

trabajo.

La actividad epileptiforme se induce mediante microperfusion de picrotoxina (Sigma,
USA) en concentraciones crecientes, desde una concentracion inicial de 0,10ug/ml en
cada animal y sesién experimental. La concentracion de partida, se toma de estudios
previos que demuestran que concentraciones inferiores no presentan efectos en las ratas

modelo.
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Con un intervalo de 4-5 dias se incrementa paulatinamente la concentracion de
picrotoxina hasta que se produce una crisis, siendo ese el umbral convulsivo minimo del

individuo.
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Resultados

El intervalo de concentraciones de picrotoxina desde 0,15 a 0,35 pg/ml, permitio alcanzar
el umbral convulsivo en el 100% de los animales, los resultados obtenidos se resumen en
latabla 1y se detallan para cada rata en apartados posteriores. En el 75% de los animales
las concentraciones umbrales convulsivas provocaron crisis leves de tipo ausencia,
mientras que en el 25 % restante se llego a la condicion de estatus epiléptico (después de
pasar por la ausencia, la crisis parcial y la crisis generalizada). En este Gltimo caso, y para
evitar que el animal muriese se le inyecto Valium (4mg/kg) intraperitonealmente.

Es posible que el ACPT-1 tenga ademas cierto efecto sedante. En las pruebas con este
compuesto los animales aparecian mas tranquilos, con una conducta exploratoria reducida
y en el registro electroencefalografico aparecian ciertos patrones similares a los

producidos por las benzodiacepinas (Figura 9 A).

Picrotoxina
Rata 1 Rata 2 Rata 3 Rata 4
mg/ml
Descargas ) Descargas Descargas
0,15 Ausencia
punta-onda punta-onda punta-onda
_ Descargas
0,20 Ausencia - Status
punta-onda
Descargas
0,25 - - -
punta-onda
0,35 - - - Ausencia
Dosis
umbral+ACPT1 No crisis No crisis No crisis No crisis
200pl/ml

Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos para cada rata.

Las concentraciones protectoras de ACPT-1 se extrapolaron de estudios previos que,

aunque no mediante la técnica de microdialisis, sirvieron como orientacion.
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Figura 7: Patrones control de EEG mostrados por las ratas. F-Ol: Frontal occipital izquierdo; F-OD:

Frontal occipital derecho.

Rata 1

Después de haber realizado varias sesiones breves de reconocimiento del ambiente y una
sesion control en la que sélo se perfundi6 solucién Ringer (Figura 7), se procedié con la
busqueda del umbral de crisis. En la primera experiencia con picrotoxina, la
concentracion empleada fue de 0,15 mg/ml, y se observaron pequefias descargas punta-
onda, que, aunque caracteristicas de una actividad epileptogénica, no representan una
crisis. Tras una semana se repitié el mismo procedimiento (una hora de control con
Ringer, cinco minutos con Ringer-picrotoxina, una hora de observacion con Ringer) pero

aumentando la concentracion de picrotoxina hasta 0,20 mg/ml. En esta ocasion, se
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observa un aumento paulatino de la frecuencia y amplitud de las descargas punta-onda y
se alcanza una crisis de ausencia (Figura 8B), alrededor de media hora después de la
perfusion de la toxina, siendo esta concentracion la considerada como umbral de crisis

para este sujeto.

Una vez obtenida la concentracién umbral de crisis y de dejar una semana de recuperacion
al animal se llevo a cabo el ensayo para el estudio del efecto anticonvulsivante de la
perfusion de ACPT-1. El experimento se realiza de la misma forma salvo que en esta
ocasion a la solucién de Ringer empleada tanto durante la hora de control como en la de

observacion, se le aflade ACPT-1 en una concentracion de 200 pg/ml.

Se observa que para la rata 1 el ACPT-1, a dicha concentracion, actia como
anticonvulsivante, ya que las descargas punta-onda aparecen con una frecuencia muy
reducida y con una amplitud menor que durante la prueba anterior (Figura 9). No se

alcanza la crisis de ausencia.

Rata 2

En el sujeto nimero 2, el experimento se llevd a cabo exactamente igual que en la rata 1.
En este caso, el umbral de crisis se alcanzé con la primera dosis probada, con 0,15 mg/ml
de picrotoxina. EI animal después de varias descargas punta-onda, sufrié dos crisis de
ausencia (Figura 8B): la primera tuvo lugar pasados 15 minutos de la perfusion de
picrotoxina; y la segunda después de la media hora. Tras esto, las descargas punta-onda

fueron disminuyendo poco a poco hasta desaparecer y recuperar el EEG normal.

En la rata 2, la concentracion de ACPT-1 empleada (200 pg/ml) también redujo la

frecuencia de las descargas punta-onda y evitd la aparicion de la crisis de ausencia.

Rata 3
El transcurrir del experimento es el mismo que con los animales anteriores. En el caso de
la rata 3, la concentracién de picrotoxina (0,15 mg/ml) de la primera sesién s6lo derivd

en descargas punta onda.

En la segunda sesién se aumenta la concentracion a 0,20 mg/ml y las descargas punta
onda aparecen en con una frecuencia muy elevada prontamente, en comparacion con los
sujetos anteriores. Antes de alcanzar los 15 minutos (después de la perfusion de
picrotoxina) se llega a una crisis de ausencia (Figura 8B). El animal continGa con mas

descargas punta-onda y alrededor de los 20 minutos la rata alcanza una crisis parcial

20



(contraccion de los miembros anteriores) (Figura 8C). Tras esto y antes de llegar a la
media hora, sufre una crisis generalizada y entra en estatus epiléptico (Figura 8D), por lo
que para evitar su muerte se le inyecta Valium (4mg/kg i.p.).

Tras una semana, con el animal totalmente recuperado, se procede con la prueba con
ACPT-1. Las descargas punta-onda aparecen en esta ocasion con una frecuencia mucho
menor que en la sesidn anterior, no se alcanza ningun tipo de crisis epiléptica y no se llega

al estatus epiléptico.

Rata 4

Con el cuarto sujeto fueron necesarias cuatro sesiones de aumento de concentracion de
picrotoxina antes de llegar al umbral de crisis. En las tres primeras se observaron
descargas punta-onda, siendo necesaria una concentracion de picrotoxina de 0,35mg/mi
para alcanzar la crisis de ausencia (Figura 8B) a los 35 minutos post-perfusion de

picrotoxina.

De nuevo el ACPT-1 perfundido muestra efecto neuroprotector, disminuye la frecuencia

y amplitud de las descargas punta-onda y evita la aparicion de la crisis de ausencia.

FOD MWNWNWWMWMWWWWWWWWMWWM

o Rl
ror el ARt

Figura 8: Registro EEG para los diferentes tipos de crisis. F-Ol: Frontal occipital izquierdo; F-OD:

Frontal occipital derecho. A: EEG control; B: ausencia; C: crisis motora y D: estatus epiléptico.
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Figura 9: Comparacion entre un EEG control (A) y con ACPT-1 (B).
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Discusion

Como ya se ha mencionado en apartados previos, la activacion de receptores
metabotropicos de glutamato de tipo 111, al disminuir la liberacion de glutamato, reduce
la actividad epileptogénica. Es por ello que el uso de agonistas para estos receptores es

un enfoque de estudio interesante para el desarrollo de nuevos farmacos.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio apoyan al ACPT-1 como una molécula de
valor antiepiléptico y confirman resultados de otros estudios de su efecto neuroprotector,
aunque ninguno de ellos emplea como modelo de epilepsia la perfusion de picrotoxina en
el hipocampo ventral de la rata. De todas formas y al igual que en Chapman et al. (2001)
y Moldrich et al. (2003), donde la molécula se inyectaba intracerebroventricularmente en
crisis inducidas por sonido, las crisis disminuyen considerablemente o desaparecen. Es
decir, no parece que la via de administracion de ACPT-1 utilizada determine o altere el

efecto neuroprotector que la misma confiere.

En todos los animales ensayados por nosotros, el efecto anticonvulsivo de la molécula
ACPT-1 fue evidente. En las ratas 1, 2 y 4 se eliminaron por completo las crisis de
ausencia y las descargas esporadicas disminuyeron préacticamente de todo. En el sujeto 3,
que tuvo una reaccion mucho més marcada a la picrotoxina, todavia se observaron
descargas punta-onda pero se evitaron tanto las diferentes crisis como la entrada en estatus

epiléptico.

Del mismo modo que Chapman et al. (2001) tampoco detectamos actividad pro-
convulsiva, cosa que si ocurre con otros agonistas como el L-AP4 o el L-SOP, con los
que un exceso de dosis favorece la aparicion de crisis como si describié el mismo equipo
en 1999.

En las cuatro ratas ensayadas se detectd un descenso en la conducta exploratoria con la
administracion de ACPT-1. Durante las pruebas con este compuesto los animales estaban
mas tranquilos que en los ensayos control y tenian mas tendencia a quedarse dormidos.
En el registro encefalografico se pudo observar que aparecian ciertas ondas similares a
las que produce la administracion de Benzodiacepinas. ES por esto que sugerimos que
este agonista de receptores mGlu de tipo Il podria actuar como sedante ademas de como
antiepiléptico. Este efecto también es detectado en el estudio realizado por Chapman y
colaboradores en el 2001 en el modelo de epilepsia inducida por sonido.
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Como demuestran Domin y colaboradores (2014) el efecto neuroprotector del ACPT-1
aparece incluso cuando su aplicacion es posterior a que se produzca el dafio ya sea tanto

in vivo como in vitro, y disminuye la excitotoxicidad causada por el &cido kainico.

Ademés De Sarro et al. (2002) demostraron que la combinacion de ACPT-1 con

antagonistas de AMPA o NMDA potencia el efecto antiepiléptico de estos ultimos.

La hipotesis de neuroproteccion para el ACPT-1 se refuerza con los resultados de
multiples estudios para otras enfermedades neuroldgicas. Lopez y colaboradores (2007,
2008, 2012) lo demuestran en sus estudios en modelos de Péarkinson. De igual manera los
efectos sobre depresion y ansiedad (Patucha et al. 2004; Stachowicz et al. 2006; Ktak et
al. 2007; Patucha-Poniewiera et al. 2008; Stachowicz et al. 2009) y la proteccion en
modelos de dolor crénico (Goudet et al. 2008), asi como la neuroproteccion frente a
ataques isquémicos en modelos in vitro e in vivo (Domin et al. 2016) no hacen méas que
reafirmar el ya dicho elevado potencial para el desarrollo de nuevas terapias de
neuroproteccion mediante el estudio de no sélo este compuesto sino también de otros

agonistas de receptores metabotrdpicos de glutamato de tipo Il1.

El modelo de estudio crénico escogido permite que con un tamafio muestral reducido los
resultados obtenidos sean significativos, un 100 % de eficacia en la evitacion de las crisis.
Aunque esta memoria no refleja mas que un estudio previo, y a falta de méas pruebas, el
ACPT-1 aparece como una molécula prometedora en el desarrollo de nuevas terapias

anticonvulsivas.
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Conclusion

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran el efecto antiepiléptico del agonista
de mGIuR tipo Il ACPT-1 in vivo. Un efecto que deriva posiblemente de la inhibicion

de la neurotransmision glutamatérgica excitadora.

La efectividad que muestra en todos los individuos analizados es esperanzadora para un
potencial uso terapéutico ya que, administrado de forma previa, consigue no sélo
disminuir las descargas epilépticas, si no que evita las crisis y la aparicion del estatus
epiléptico. Todo esto sumado a estudios anteriores, hace pensar que podria ser un

elemento clave en el desarrollo de nuevas terapias de prevencion de crisis epilépticas.
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