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RESUMEN

En la presente tesis la conexién entre las anormalidades de los
potenciales auditivos evocados del tallo cerebral (PAETC) y la pérdida del
oido en la epilepsia generalizada se establecid investigando los efectos de
fos agentes convulsivantes, pentilentetrazol (PTZ) y 4-aminopiridina (4-AP),
sobre el umbral auditivo y sobre las amplitudes y latencias de las ondas de
los PAETC inducidos por un estimulo de alta intensidad (100 dB) en los
cobayos. Todos los animales inyectados con 100 mg/kg de PTZ o con 2
mg/kg de 4-AP desarrollaron convulsiones generalizadas, seguidas por
patrones del EEG caracteristicos del periodo post-ictal, que fueron
acompanados por una elevada pérdida del oido indicada por el marcado
aumento en el umbral de los PAETC, asi como por cambios retrococleares
indicados por los cambios en las ondas tardias de los PAETC en respuesta a
100 dB. La comparacién de los registros del EEG y de los PAETC tomados a
tiempos especificos dentro de 1 hora después de la inyeccion del PTZ y
dentro de 2 horas después de la inyeccion de la 4-AP durante el periodo
post-ictal, revel6 que la magnitud de los cambios en el EEG correspondia
con la del umbral auditivo y con la de los cambios de las ondas tardias de los
PAETC inducidos por 100 dB. Estos datos indican que los cambios en la
actividad de los nucleos lateral y medial del complejo olivar superior

acompafian a la pérdida del oido y a la actividad cortical epiléptica post-ictal.



Ademas de las anormalidades en los PAETC y deficiencias en la
audicion que causa la epilepsia, también ha sido reportado que su
tratamiento con las drogas antiepilépticas disponibles causa anormalidades
en algunas ondas de los PAETC y pérdida de! oido. Como en un trabajo
previo nosotros habiamos demostrado que el bloqueador de los canales de
Na®, la vinpocetina (etil apovincamina-22-oato), inhibia las alteraciones en las
ondas de los PAETC vy la pérdida del oido inducidos por amikacina en el
cobayo en vivo, en esta tesis también examinamos el efecto de la
vinpocetina sobre las anormalidades de las ondas de los PAETC y sobre la
pérdida del oido que acompanan a los cambios dramaticos de la actividad
cortical inducidos por los agentes convulsivantes, PTZ y 4-AP. La vinpocetina
inyectada a una concentracidén de 2 mg/kg i.p. 4 horas antes del PTZ y una
hora antes de la 4-AP elimin6 los cambios en la amplitud y latencia de las
ondas de los PAETC inducidos por el PTZ o la 4-AP en respuesta al estimulo
de alta intensidad. La pérdida del oido inducida por los agentes
convulsivantes, y evidenciada por el marcado aumento del umbral auditivo,
también fue contrarrestada por la vinpocetina, que ademas abolié los
cambios caracteristicos en el EEG inducidos por el PTZ y la 4-AP durante los
periodos ictal y post-ictal. En conjunto, estos resultados indican que la
capacidad antiepiléptica de la vinpocetina no se ve acompanada por efectos
adversos sobre la audicion, como sucede con la mayoria de los farmacos

antiepilépticos.



SUMMARY

In the present thesis the connection between the abnormalities of the
brainstem auditory evoked potential (BAEP) waves and the hearing decline in
generalized epilepsy has been stablished by testing the effects of the
convulsing agents, pentylenetetrazole (PTZ) and of 4-aminopyridine (4-AP),
on the hearing threshold and the amplitudes and latencies of the BAEP
waves induced by a stimulus of high intensity (100 dB) in guinea pigs. All
animals injected with 100 mg/kg PTZ or with 2 mg/kg 4-AP developed
generalized seizures, followed by characteristic EEG patterns for the post-
ictal period, that were accompanied by a marked hearing decline indicated by
the elevated threshold of the BAEP, as well as by retro-cochlear changes
indicated by the changes in the later BAEP waves in response to 100 dB.
Comparison of EEG and BAEP recordings taken at specific times within 1
hour after the injection of PTZ and 2 hours after the injection of 4-AP for the
duration of the post-ictal period reveals that the magnitude of the changes on
the EEG matches with that of the increase in the auditory threshold and with
the extent of the changes on the later waves of the BAEP elicited by 100 dB.
These data indicate that changes in the activity of the lateral and the medial
nuclei of the superior olivary complex accompany the hearing loss and the
post-ictal epileptic cortical activity.

In addition to the abnormalities in the BAEPs and the hearing deficits

caused by epilepsy, also its treatment with the available antiepileptic drugs



has been reported to cause abnormalities in some of the BAEP waves and
hearing declines. Since we have previously shown that the Na® channel
blocker, vinpocetine (ethyl apovincamine-22-oate), inhibited the alterations in
the BAEP waves and the hearing loss induced by amikacin in the guinea pig
in vivo, in this thesis the effect of vinpocetine on the abnormalities of the
BAEP waves and the hearing loss that accompany the dramatic changes in
the cortical activity induced by the convulsing agents PTZ and 4-AP was also
tested. Vinpocetine (2 mg/kg) injected four hours before PTZ and 1 hour
before 4-AP cancelled the changes in amplitude and latency of the BAEP
waves induced by PTZ or by 4-AP in response to the stimulus of high
intensity. The hearing decline induced by the convulsing agents, evidenced
by the marked increase in the ABR threshold, was also prevented by
vinpocetine, that also abolished the characteristic EEG changes induced by
PTZ and by 4-AP for the ictal and post-ictal periods. Taken together these
results indicate that in contrast to most antiepileptic drugs, the antiepileptic

capacity of vinpocetine is not accompanied by adverse effects on hearing.



INDICE

ADBIeVIAtUIAS ... e e e e 1

1. ANTECEDENTES

1A AUdICION e 2
1.1.1 Sistema auditivo periférico .............coooooieieeie 3
1.1.2 Sistema auditivo central ............cccccceiiiiiiii 6

1.2 Potenciales Auditivos Evocados del Tallo Cerebral (PAETC)

1.2 1 DEfiNICION .o 9
1.2.2 GENEradOrES ... 9
1.2.3 Utilidad diagndstica ...............ccccciiiiiiiiiiic e, 11

1.3. Epilepsia

1.3 1 DefinNiCION ..o e 13
1.3.2 Clasificacion de las crisis epilépticas ..............oocecninnn 16
1.3.3 Crisis generalizadas .........c..ccoovieiiiiiii e 17
1.3.4 CriSiS ParCiales .........oooiiiiiviriiiereee e e 20
1.4 Modelos animales de epilepsiainvivo .................................... 23

1.5 FArmacos anticonvulsivantes

1.5.1 ClasifiCacion ... e 27
1.5.2 Mecanismos generales de accién de los antiepilépticos ........ 28
1.5.3 Efectos adversos ... e 30

1.6 Lavinpocetina. ... 31



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... 33

3. HIPOTESIS oo 35
A, OBIETIVOS oo 35
B IMET A oo 35

6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Modeloanimal ... 36
B.2 EQUIPO ..ot s 37
6.3 Registros de efectos de agentes convulsivantes ........................ 38

6.4 Registros de accion de la vinpocetina sobre efectos del PTZ ... 38
6.5 Registros de accion de la vinpocetina sobre efectos de la 4-AP 39
6.6 Determinacion de los parametros de las ondas de los PAETC... 40
6.7 Determinacion del umbral auditivo ....................ccccooooiii 41

6.8 Analisis estadisticode los resultados .....................ccoiiiiiiiiiiil. 41

7. RESULTADOS

7.1 Efecto de la epilepsia farmacolégica sobre los PAETC

y la sensibilidad auditiva ............................ 42



7.2 Efecto de la vinpocetina sobre los cambios en los

PAETCy EEG queinduce el PTZ ..., 50

7.3 Efecto de la vinpocetina sobre los cambios en los

PAETCy EEG queinducela4-AP ..o 57
8. DISCUSION GENERAL ... 63
9. CONCLUSIONES ... . e 89
10. BIBLIOGRAFIA .........ccccciimimiinieciccieneerencnnecmsnneessennenenn 70



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Esquema del sistema auditivo penférico. .......................ccccivumriviiii.. 3
Figura 2. Organo de COMi .................ocooe oo 5
Figura 3. Esquema de las principales estructuras del sistema

UAIIVO CENETAL ......ooovieeeeee e e 8
Figura 4. Esquema de los principales mecanismos neuro-

quimicos generadores de CONVUISIONES. ..................coeeeeviiieeaaaeaiae, 14
Figura 5 . Férmula semidesarrolfada de la vinpocetina....................................... 31
Figura 6. Neuropack IV Mini ..ot 37
Figura 7. Registros de 108 PAETC..........coooi oo 40
Figura 8 . EEG antes y durante las convulsiones
generalizadas inducidas por PTZ o por 4-AP............cccccceiiieiiiennnnn . 43
Figura 9 . Registros de EEG antes y durante el
PEriodO POSI-ICLAL. ... 44
Figura 10 . Aumentos en la amplitud maxima del EEG inducidos
por el PTZ y la 4-AP durante el periodo post-ictal............................ 45
Figura 11, El PTZ y la 4-AP aumentan marcadamente el umbral
auditivo durante el periodo post-ictal. .................cccccoiiiiiiiiiii 46
Figura 12. El PTZ disminuye la amplitud de la onda P4 de los PAETC
inducidos por un estimulo de 100dBa 8kHz. ............coccooiiiiini. 47
Figura 13 . Efecto de la 4-AP sobre la amplitud de las ondas P4 y P3
de los PAETC inducidos por el estimulo de 100 dB a 8 kHz.............. 48
Figura 14. La vinpocetina inhibe el aumento en las latencias de las
ondas P2, P3y P4 de los PAETC que induce el PTZ.................... 52

Figura 15 . La vinpocetina inhibe los cambios en el electroencefalograma
que induce el PTZ durante el periodo ictal....................c.ccoeeeveue. 55
Figura 16. La vinpocetina inhibe los cambios en el EEG que induce el PTZ
durante el periodo POSH-ICtal................ccccccooviviiiieiiiiiiiiiiai e 56



Figura 17. La vinpocetina inhibe las alteraciones en la amplitud de las

ondas tardias del PAETC que induce la 4-AP.........................

Figura 18. La vinpocetina inhibe los cambios en el EEG que

induce la 4-AP durante el periodo ictal.....................cccc.ccover....

Figura 19. La vinpocetina inhibe los cambios en el EEG que

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Farmacoterapia anticonvulsivante segun el

SIndrome epHEPLiCO. .......cooooi it

Tabla 2. La PTZ aumenta las latencias de las ondas

P2,P3Y P48 T00 B 1ooveoveoeeesiessisrseoeeeeeoeoeeeseeeesresss s

Tabla 3. La 4-AP aumenta la latencia de la onda P4

de oS PAETC @ 100 AB........o oo

Tabla 4. La vinpocetina inhibe la reduccion en la amplitud de

la onda P4 de los PAETC que provoca el PTZ .......ccccoeeevvini...

Tabla 5. La vinpocetina inhibe la pérdida del oido que induce

Tabla 6. La vinpocetina inhibe el aumento en la latencia de

la onda P4 de los PAETC inducido por 4-AP.........cc..ooeeveenn.n..

Tabla 7. La vinpocetina inhibe la pérdida del oido que induce la

4-AP en el periodo post-ital.................cccovveeiviiriiiiiiiiiiiiiie

....... 57

.......... 61



ABREVIATURAS

PAETC, potenciales auditivos evocados del tallo cerebral
EEG, electroencefalograma

COS, complejo olivar superior

PTZ, pentilentetrazol

4-AP, 4-aminopiridina

CSSV, canales de sodio sensibles a voltaje



1. ANTECEDENTES

1.1 Audicion

La principal funcién de la audicion, particutarmente en el humano es
la comunicacién. Otras funciones de la audiciébn biolégicamente muy
importantes son la de orientacion al situar la procedencia espacial de la
fuente de sonido, la de alerta o vigilancia, la de determinacién de las
distancias de los sentidos y de!l volumen del objeto, la secuencia temporal
de los acontecimientos y otras ligadas con la supervivencia. Por
consiguiente la alteracién de la parte periférica o central del sistema
auditivo supone una falta o pérdida de contacto con el medio ambiente y
produce una disminucién que puede llegar hasta la anulacion de la
supervivencia en los animales y una serie de efectos como aislamiento,
inseguridad y trastornos psicoldgicos o psiquicos en los humanos.

La audicién se hace posible mediante una serie de estructuras
anatomicas que conforman al sistema auditivo. Este se puede dividir en 2
partes, la periférica y la central. La parte periférica del sistema auditivo
esta constituida por el 6rgano auditivo y el nervio coclear. La parte central
del sistema auditivo esta constituida por las estructuras cerebrales del

tracto auditivo.



1.1.1 Sistema auditivo periférico
Este sistema esta constituido por el érgano auditivo y el nervio
coclear. El drgano auditivo se divide a su vez en 3 partes: el oido externo,

el oido medio, el oldo interno (Fig. 1).
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Figura 1. Esquema del sistema auditivo periférico.



El oido externo comprende la "oreja" (I6bulo externo del oido), el
pabellén auricular y el conducto auditivo externo (Goode 2001). El oido
medio es un conducto estrecho, o fisura, que se extiende unos quince
milimetros en un recorrido vertical y otros quince en recorrido horizontal,
es hueco, lleno de aire, esta limitado por un lado por el timpano y por el
otro por el oido interno. Hay una cadena de huesecillos que esta formada
por cuatro huesos pequefos y moéviles que atraviesan el oido medio.
Estos cuatro huesos reciben los nombres de martillo, yunque, lenticular y
estribo. Los cuatro conectan acusticamente el timpano con el oido interno,
transmitiendo las vibraciones del timpano amplificadas a la ventana oval
(Rosowski 2001).

El oido interno se encuentra en el interior del hueso temporal que
contiene el érgano auditivo, mismo que esta inervado por los filamentos
del nervio auditivo. Esta lleno de liquido y tiene dos cavidades: el vestibulo
y el caracol o céclea, largo tubo arrollado en espiral donde se encuentran
las células receptoras de los sonidos, provistas de cilios, cada una de las
cuales estd adaptada para la recepcién de sonidos de un tono
determinado. El movimiento de la endolinfa que se produce al vibrar la
coclea, estimula el movimiento de un grupo de proyecciones finas,
similares a cabellos, denominadas células pilosas. E! conjunto de células

pilosas constituye el 6rgano de Corti (Fig. 2).
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Figura 2. Organo de Corti.

El patron de respuesta de las células pilosas a las vibraciones de la
céclea codifica la informacion sobre el sonido para que pueda ser
interpretada por los centros auditivos del cerebro. Las sefnales generadas
por las células pilosas se perciben por prolongaciones distales (dendritas)
de las ceélulas nerviosas ubicadas en el ganglio espiral del caracol. Las
prolongaciones centrales (axonas) de las mismas forman las fibras del
nervio coclear y entran en la cara anterior del tallo cerebral (Santi y

Tsuprun 2001).



1.1. 2 Sistema auditivo central

El tallo cerebral es una parte pequena, compacta, del encéfalo que
contiene muchos nucleos y haces de fibras. Una porcion relativamente
grande de estas estructuras del tallo cerebral esta involucrada en la
transmisién y procesamiento de la informacién auditiva. Las fibras del
nervio coclear se terminan después de entrar en el talio cerebral y hacer
contacto sinaptico (no se conoce el neurotransmisor) con las neuronas del
nucleo coclear (Cant 1992). A su vez, los nucleos cocleares envian
axones que corren internamente a través del tallo cerebral para terminar
en el nucleo medial y el nicleo lateral del complejo olivar superior (COS)
formando contactos sinapticos glutamatérgicos (Suneja y col. 1995a).
Estos dos nucleos ubicados a la altura del tallo cerebral son los sitios
primarios y principales de la interaccién binaural en el sistema auditivo
ascendente y por consiguiente, entre los nicleos del COS, son los que
juegan el papel mas importante (Jewett y col. 1970). La interaccion
binaural permite ubicar la fuente de sonido al detectar las diferencias en
tiempo e intensidad entre dos impulsos nerviosos (sefnales neuronales)
evocados por el mismo sonido sobre los dos oidos que lo perciben
independientemente. La tarea de deteccién de las diferencias en el tiempo
de llegada de los impulsos nerviosos provenientes de cada oido se realiza
en el nucleo medial del COS, que percibe impulsos nerviosos evocados

por sonidos de baja frecuencia (Yin y Chan 1990).



La tarea de deteccioén de las diferencias en la intensidad de los dos
impulsos nerviosos provenientes de los dos oidos se realiza en el nicleo
lateral del COS, que percibe los impulsos nerviosos evocados por sonidos
de alta frecuencia (Tollin y Yin 2002). Estos dos pardmetros fisicos (tiempo
e intensidad) se analizan de manera diferente en los dos nucleos
mencionados. Mientras que el nucleo medial del COS percibe y procesa
principalmente sefales excitadoras glutamatérgicas provenientes de los
nucleos cocleares de ambos lados (Suneja y col. 1995a), el nlcleo lateral
det COS percibe y procesa una sefial excitadora glutamatérgica
proveniente del nicleo coclear ipsilateral (Suneja y col. 1995a) y una sefial
inhibidora glicinérgica proveniente del nucleo coclear contralateral, a
través del nucleo medial del cuerpo trapezoide (Helfert y col. 1989; Suneja
y col. 1995b). Los axones de las neuronas de los nucleos del COS
ascienden a través del tallo cerebral y mesencéfalo y forman un haz
conocido con el nombre de lemnisco lateral, la principal via auditiva
ascendente. A medida que estas fibras ascienden, algunas hacen relevo
en pequefios grupos de células nerviosas, denominados en conjunto
nucleo del lemnisco lateral (Schwartz 1992). Al liegar al mesencéfalo, las
fibras del lemnisco Iateral terminan en el nucleo del tubérculo
cuadrigémino coliculo inferior (Oliver y Huerta 1992) o hacen relevo en el
cuerpo geniculado interno y pasan hacia la corteza auditiva del hemisferio

cerebral a través de la radiacion acustica de la capsula interna (Fig. 3).
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Figura 3 . Esquema de las principales estructuras del sistema auditivo central

La corteza auditiva primaria incluye la circunvolucion de Heschl en
la cara superior de la circunvolucidn temporal superior. El reconocimiento
e interpretacidn de sonidos sobre la base de experiencias pasadas ocurre
en el area auditiva secundaria (Winer 1992).

Debe senalarse que los impulsos nerviosos desde el oido son
transmitidos a lo largo de vias auditivas a ambos lados del tallo cerebral, y
son mas los impulsos proyectados a lo largo de la via.contralateral. La

organizacidon tonotopica presente en el érgano de Corti estd conservada



dentro de los nulcleos cocleares, nucleos del COS, tubérculos

cuadrigéminos inferiores y area auditiva primaria (Winer 1992) .

1.2 Potenciales Auditivos Evocados del Tallo Cerebral

1.2.1 Definicion

Los potenciales auditivos evocados del tallo cerebral o PAETC por
sus siglas son respuestas de fas estructuras auditivas del tallo cerebral
que se registran dentro de los primeros 10 milisegundos después de la
aplicacion de un estimulo acustico, por lo que son independientes de la
actividad eléctrica de la corteza. Los PAETC viajan del tallo cerebral a la
superficie de la cabeza por conductividad voluminosa sin usar vias
sinépticas (Jewett 1970). Los PAETC se caracterizan por cuando menos 4
ondas positivas permanentes en los animales y 5 en los humanos. Las
ondas tardias de los PAETC reflejan la actividad eléctrica de nucleos
especificos localizados en el tallo cerebral (Huang 1980; Moller y Burgess

1986).

1.2.2 Generadores

La ubicacion anatomica de los generadores de cada una de las
ondas del PAETC ha sido bien establecida mediante estudios
electrofisiolégicos en los animales. En el cobayo la primera onda (P1) del

PAETC es generada por e! nervio coclear y la segunda onda (P2) por el



nucleo coclear (Moller y Burgess 1986). Las ondas P3 y P4, se originan en
el complejo olivar superior (COS) localizado en la parte ventral inferior del
tallo cerebral. Entre los nticleos del COS, el nucleo medial genera la onda
P3 y el nucleo lateral genera la onda P4 (Wada y Starr 1983a; 1983b;
1983c). Los generadores de las ondas de los PAETC en el humano son
ligeramente diferentes. La onda | del los PAETC en el humano es
generada en la porcion distal del nervio coclear y la onda |l es generada
en la porcién proximal del nervio coclear (Hashimoto 1981; Moller y
Jannetta 1982, Moller y col. 1988). Las diferencias entre los generadores
de las dos ondas iniciales de los PAETC en humanos y en animales es
probable que se deban a la mayor longitud del nervio coclear en el
humano por el tamafio de la cabeza. Por ejemplo, la longitud promedio del
nervio coclear en el humano alcanza 25 mm, mientras que la longitud
promedio del mismo nervio en el macaco de la India es de la quinta parte,
5 mm (Lang 1981). Consistentemente con los datos obtenidos por
registros intracraneales directos, el tiempo total de conduccién del nervio
coclear humano es de 1-1.5 milisegundos mientras que en el macaco es
menor a 0.3 milisegundos (Moller y Burgess 1986; Moller y col. 1888). Con
estos datos concuerdan los resuitados de registros simultaneos del nicleo
coclear y de los PAETC, que demuestran directamente que el ndcleo
coclear es el generador de la onda lll en el humano (Moller y Jannetta
1983). No obstante, con base en la ubicacién exacta de los generadores

de las primeras tres ondas de los PAETC en el humano varios autores



estiman que las ondas IV y V son respectivamente los equivalentes
electrofisiolégicos de las ondas P3 y P4 de los PAETC en los animales
(Moller y Burgess 1986; Moller 2000; Sekiya y col. 2002). La onda V en los
humanos (P4 en animales) es la mas sensible a las alteraciones del tallo
cerebral y por lo tanto los valores de latencia y amplitud de dicha onda son
ampliamente utilizados en las interpretaciones clinicas (Hall 1992;

Malhotra 1997; Moller 2000).

1.2.3 Utilidad diagndstica

La evoluciéon del PAETC como herramienta clinica ha llevado un
poco mas de 30 afnos, desde que Jewett y colaboradores en 1970
registraron los PAETC en el humano por primera vez, usando el
procedimiento computarizado de promediacion de sefales, que permitio
registrar a los PAETC desde la superficie de la cabeza de manera no
invasora (Jewett 1970), como se sigue practicando hoy en dia. Antes de la
aplicacién de esta tecnologia en el registro de los PAETC, el registro de
los potenciales evocados del oido interno, nervio coclear o nucleos del
tracto auditivo solamente podia ser realizado durante la intervencion
quirargica (Ferraro 1997). La popularidad actual de utilizar a los PAETC
para propdsitos audiolégicos y neurolégicos se debe a la objetividad de
este método, ya que no necesita cooperacién del paciente en ningun
momento del estudio. Ademas de la efectividad diagnéstica de los PAETC,

su bajo costo en comparacién con los métodos de imagenologia, permiten

11



utilizarlos en grandes poblaciones de pacientes con propésitos de
diagnostico temprano (Robinette y col. 2000; Thompson y col. 2001; Dort y
col. 2001). La identificacibn temprana de la pérdida del oido,
particularmente en los nifios, es una de las aplicaciones mas comunes de
los PAETC (Mason y col.1998; Eden y col. 2000). En {a mayoria de las
clinicas de los paises desarrollados los PAETC se registran rutinariamente
en pacientes con deterioro de audicion con el propésito de distinguir
patologia coclear de origen periférico (sensoria) de patologia retrococlear
de origen central. La hipoacusia asimétrica que se puede detectar con los
PAETC frecuentemente indica patologia retrococlear, que habitualmente
es de caracter tumoral con localizacion en la fosa craneal posterior (Raber
1997). El método de los PAETC ha demostrado alta efectividad en el
diagnoéstico de ese tipo de alteraciones, ya que la sensibilidad diagnéstica
de los PAETC en casos de pequenios neuromas acusticos alcanza 92%, lo
que permite utilizarlo confiablemente para el rastreo de pacientes
clinicamente sospechosos (Godey y col. 1998; El-Kashlan y col. 2000).
Los PAETC también han demostrado alta efectividad diagnéstica en el
caso de pequenas lesiones isquémicas localizadas en el puente (Pratt y
col. 1998). Los parametros principalmente utilizados para la interpretaciéon
neurodiagnéstica de los PAETC registrados en pacientes con alteraciones
retrococleares son la latencia y la amplitud de la onda V, equivalente
electrofisiolégico de la onda P4 en animales. Por ejemplo, la disminucién

en la amplitud o el aumento en la latencia de ta onda V durante la cirugia



de la fosa posterior son senales alarmantes indicativas de dafo
ocasionado en el tallo cerebral (Hatayama y Moller 1998; Legatt 2002).
Asi, el registro continuo de los PAETC durante las operaciones de la fosa
posterior es muy efectivo para realizar a tiempo correcciones durante las
manipulaciones quirlrgicas, asi como para prevenir dafos neurolégicos
clinicos y predecir consecuencias desfavorables en los pacientes después
de la cirugia (Lopez y col. 1999). El registro de los PAETC también es de
mucha utilidad en la evaluacion y pronoéstico de los pacientes en estado de
coma. Por ejemplo, en los pacientes en coma la disminucién dramatica en
la amplitud o el aumento en la [atencia de la onda V sugiere dafo neuronal
irreversible ocasionado por hemorragia cerebral (Facco y col. 1998). La
ausencia completa de las ondas V y Ill de los PAETC, aun con la
presencia de las ondas | y Il (de origen periférico) en pacientes en coma,
es un signo mas confiable de muerte cerebral que el EEG isoeléctrico y

arreactivo (Haupt y Rudolf 1999; Facco y col. 2002).

1.3 Epilepsia
1.3.1 Definicion

La epilepsia comprende un grupo de desérdenes caracterizados por
convulsiones recurrentes no provocadas, que causan un dario transitorio
de la funcién cerebral debido a excitabilidad paroxismal excesiva vy

sincronizacion aberrante de la corteza (Noebels 1996). La epilepsia es un
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término general que incluye varios tipos de convulsiones. Las personas
con epilepsia diagnosticada han tenido mas de una crisis. Una crisis
ocurre cuando la actividad cerebral anormal causa un cambio involuntario
de movimiento o funcién del cuerpo, de sensacién en la capacidad de
estar alerta o de comportamiento.

La etiologia de la epilepsia es multifactorial. EI GABA es el
transmisor inhibidor por excelencia mientras gue el glutamato es el
transmisor excitador por excelencia. Los estudios neuroquimicos vy
farmacolégicos indican que tanto la disminucion en la transmisién
sinaptica GABAérgica cerebral como el aumento o excesividad en la
transmisidon sinaptica glutamatérgica cerebral desencadenan actividad
epiléptica (Bradford, 1995; Obrenovitch y Urenjak, 1997). Estas hipétesis

se ilustran de manera grafica en el siguiente esquema.

Transmision Sinaptica

Figura 4. Esquema de los principales mecanismos neuroquimicos generadores de

conmvulsiones.



La epilepsia en general no es claramente hereditaria, aunque hay
evidencias que sugieren cierta predisposicion genética a la enfermedad.
Por ejemplo hay dos formas de epilepsia que son claramente de origen
hereditario: La de “ausencia" que se da en los nifios y tiene una patrén
electroencefalografico caracteristico; y la "mioclénica" que se produce por
una alteracion en el cromosoma 6. También hay casos de epilepsia
relacionados con traumatismos de parto y/o hipoxia perinatal. En estos
casos se puede provocar una importante pérdida de neuronas, lo que a su
vez va a inducir la formacién de sinapsis aberrantes en esas zonas del
cerebro, pudiendo romperse el equilibrio entre sinapsis excitadoras
(glutamato) e inhibitorias (GABA) a favor de las excitadoras, lo que
finalmente va a provocar descargas hipersincrénicas y, por lo tanto, crisis
epilépticas (Rubio Donnadieu 1997).

La epilepsia es una de las enfermedades cerebrales con mayor
incidencia. La elevada cantidad de personas con epilepsia es uno de los
argumentos para considerarla un problema de salud publica. Segun el
Programa de Atencion a la Epilepsia promovida por la Secretaria de Salud
a través del Consejo Nacional Contra las Adicciones (CONADIC) en
México existen de 11.4 a 20.3 por cada 1000 personas en riesgo de
padecer la epilepsia. Traducidas estas cifras a la poblacion de México, se
puede calcular que existen cerca de 1 a 2 millones de nacionales con este
riesgo. En la sesion de la XXV Reunion Ordinaria del CONADIC del 12 de

febrero de 2001 se dio a conocer el dato de que en el pais existe un millén



de mexicanos con epilepsia diagnosticada (Secretaria de Salud.
Comunicado de prensa No. 017, 2001). Ademas, en el comunicado de
prensa del 7 de octubre de 2001 la Secretaria de Salud reveld que la
creciente tendencia en México indica que dentro de pocos arnos, medio
milldbn mas de mexicanos sufrirAn epilepsia (Secretaria de Salud.
Comunicado de prensa No. 145, 2001). Como puede apreciarse por el
numero de personas que padecen epilepsia, este problema de salud
justifica su importancia en las necesidades de salud en el pais.

Es interesante que en los paises subdesarrollados la prevalencia de
esta enfermedad es mayor. Esto puede ser debido a factores sociales
tales como la mayor cantidad de partos mal asistidos en los paises
subdesarrollados o tales como la mayor frecuencia de cisticercosis en
Latinoamérica. La cisticercosis es una enfermedad parasitaria que invade
al sistema nervioso. La neurocisticercosis se caracteriza con mucha

frecuencia por ir acompanada de crisis epilépticas (Garcfa Pedroza 1997).

1.3.2 Clasificacion de las crisis epilépticas

Las formas de epilepsia son numerosas. Las manifestaciones de la
epilepsia son multiples y dependen del area cerebral afectada, motivo por
el cual se han ideado diferentes clasificaciones que dependen del
compromiso focal (frontal, temporal, parietal, occipital) o generalizado. A
grandes rasgos se podria decir que alrededor del 60% de las epilepsias

son de origen focal o parciales y alrededor de un 40% son generalizadas,



aunque hay un alto indice de casos (del 8 al 30%) que son inclasificables
(Cockerell y col. 1995).

En 1981 la Liga Internacional contra la Epilepsia propuso una
clasificacion de las crisis epilépticas (Commission on Classification and
Terminology of the International League Against Epilepsy 1981), y en 1989
una clasificacion de las epilepsias y sindromes epilépticos (Commission on
Classification and Terminology of the International League Against
Epilepsy 1989). Sin embargo, ambas clasificaciones son demasiado
voluminosas y mientras que tienen algunas diferencias en detalles
especificos, tratan de manera semejante los puntos principales, es decir
los relacionados con la divisién de las epilepsias o de las crisis epilépticas
en parciales y generalizadas.

Para el propésito de esta tesis a continuacién describiré las
caracteristicas que definen a las formas méas importantes de crisis
epilépticas generalizadas, que incluyen la epilepsia generalizada tonico-
clénica y las ausencias y de crisis epilépticas parciales incluyendo las

formas simples y complejas.

1.3.3 Crisis generalizadas

Estas representan el 40% de las crisis epilépticas. Son
generalizadas desde el comienzo. No hay ningun sintoma o signo gue
indique su origen en algun punto especifico del cerebro (foco). El individuo

pierde la conciencia de inmediato por una tremenda descarga en la que



participan los dos hemisferios cerebrales. Sin embargo no esta claro si,
aunque no se reconozca un foco primario, en las crisis generalizadas
existe un punto desde donde comienzan a propagarse las descargas. Es
probable que haya una descarga que se origina en la sustancia reticular
activada del tallo cerebral, y que, de alguna manera, ésta se propague
rapidamente a ambos hemisferios, provocando el ataque. Se piensa
también que pueden tener origen en las regiones frontales (Gonzalez

Astiazaran 1997).

Epilepsia generalizada tonico-clbnica. En este tipo de epilepsia,
también conocida como gran mal, el paciente subitamente, sin ningun
signo que sugiera un origen focal, da un grito espeluznante y cae
inmediatamente al suelo. Luego aparece una fase llamada ténica, en que
aparece una feroz hipertonia de todos los grupos musculares (una
contraccién ténica), incluidos los masticadores, que son los que provocan
que el sujeto se muerda la lengua. Habra también miccion involuntaria,
sobre todo si la vejiga esta llena. Esta fase dura algunos segundos, 30
aproximadamente, y luego viene la fase clénica, en que ocurren {as
sacudidas, las convulsiones. Durante la crisis tdnica hay apnea, cianosis,
pupilas midriaticas e inconsciencia. Asl empieza la clasica forma
generalizada toénico-clonica. Claro, podemos tener una crisis solamente
tonica o solamente clonica, pero la mas frecuente es la ténico-clonica

(Gonzalez Astiazaran 1997).



Hay otra forma generalizada en el nifio, que se ve mas en pediatria,
llamada la crisis aténica, en que el nifio pierde bruscamente el tono
muscular, es como una marioneta a la que le cortan los hilos y el nifio cae
en esta crisis acinética bruscamente y a veces con pérdida de conciencia.
Ahi la pérdida de conciencia suele no ser de inmediato, 0 es mas débil, ya
que el nino alcanza a darse cuenta de algo (Gonzalez Astiazaran 1997).

En los nifos se producen también otras formas generalizadas
llamadas espasmos masivos en que los niflos hacen una reaccién brusca,
masiva, y son crisis gravisimas con dafno cerebral (Gonzalez Astiazaran

1997).

Ausencias. Otra forma de crisis generalizada, bastante frecuente,
son las ausencias, antes llamadas “petit mal”. Estas crisis se presentan
principalmente en nifos y adolescentes y suelen desaparecer con el
tratamiento. Se caracterizan por sus episodios muy frecuentes, el
paciente llega a tener de 10 a 20 episodios por dia, que consisten en una
suspensién brusca muy breve de la conciencia de aproximadamente de 5
a 15 segundos. El nifio suspende la actividad que estaba realizando vy
queda completamente inmoévil, con la mirada fija, pudiendo haber un
pequefo temblor de los parpados, para luego retomar lo que estaba
haciendo al terminar la crisis. Las epilepsias que se manifiestan sélo
como ausencias tienen relativamente buen pronéstico. Las ausencias se

deben a una descarga que invade rapidamente los hemisferios afectando



la conciencia la cual es recuperada en pocos segundos gracias a
mecanismos protectores efectivos que hacen que la crisis no se propague
mas alla. Este tipo de epilepsia es importante porque ocurre varias veces
en el dia y puede traer algunos riesgos, ya que si bien la conciencia se
pierde tan solo por 15 segundos aproximadamente, si esto ocurre cuando
el nifio va a cruzar la calle, le puede costar la vida (Gonzalez Astiazaran

1097).

1.3.4 Crisis parciales

Estas representan el 60% de las crisis epilépticas. En ellas puede
reconocerse un origen focal. Las crisis parciales se dividen a su vez en
dos tipos: simples y complejas. Las crisis parciales simples pueden ser

motoras, sensitivas 0 autonémicas (Gonzalez Astiazaran 1997).

Crisis simples. En este tipo de crisis no hay compromiso de la
conciencia. Pueden ser motoras, en las que el sujeto tiene sacudidas en
una extremidad producto de una descarga sincronizada de un grupo
neuronal epileptégeno de un area motora. Si pensamos en el homdnculo
motor que grafica la representacién cortical de nuestras distintas areas
motoras, hay areas, como la mano, con mayor representaciéon. Entonces
puede haber ahi un grupo neuronal anormal que descargue
sincrénicamente, y el individuo comienza con un temblor en el pulgar, el

que luego se trasmite a todo el brazo. Este avanzar de las crisis parciales
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motoras: pulgar, brazo, pierna, etc; es muy caracteristico. Es una
propagacion tipica de la actividad neuronal excesiva, que se denomina:
"Marcha Jaksoniana". Tiene entonces una semiologia clasica, en la cual
podemos reconocer un foco epiléptico (corteza motora en que esta
representado el pulgar, en este caso). La crisis parcial simple puede ser
también sensitiva, y aunque su evolucién no es tan clara como la Marcha
Jaksoniana de las motoras, se pueden sentir parestesias que comienzan
en el brazo y se propagan al resto de la pierna. También existen crisis
parciales simples autonémicas, si el foco epiléptico es un grupo neuronal

autonémico (Gonzalez Astiazaran 1997).

Crisis complejas. Las crisis parciales complejas son las mas
frecuentes. En éstas el paciente siente lo que se denomina "aura"”, que es
el sintoma que precede a una crisis, un malestar, una inquietud, o a veces
una sensacion rara en el estbmago. Generalmente se originan en el 16bulo
temporal y presentan compromiso de conciencia cualitativo o cuantitativo,
porque estructuras del i6bulo temporal como la amigdala y el uncus, se
relacionan rapidamente con la sustancia reticular al momento de
propagarse la descarga epiléptica. El 16bulo temporal tiene que ver con ta
memoria ya que ahi se encuentra el hipocampo. Un grupoc de neuronas
epileptégenas en esta zona puede producir primero esta sensacion rara en
el estdbmago, y luego el sujeto puede sufrir alucinaciones de la memoria,

gue pueden ser visuales en que el paciente ve imagenes de su vida como
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quien repite una pelicula, auditivas en que escuchan canciones, etc. Por
eso se llaman complejas, ademas el paciente no esta con la conciencia
clara, no se relaciona con el medio aunque no ha caido al suelo, porque
no hay compromiso motor. El paciente puede hacer automatismos
gestuales, masticatorios, y como la zona amigdalina estd en relacién con
percepciones olfativas, el sujeto siente olores raros y hace gestos de
saboreo con la boca. Mientras todo esto ocurre el paciente esta alterado
de la conciencia. Estas alucinaciones no aparecen en las crisis
generalizadas. La signologia depende de donde se origina la crisis. Por
ejemplo, si se origina en la amigdala el sujeto tendra estas alucinaciones
olfatorias, y sentira un olor verdaderamente desagradable. Luego vendran
los automatismos masticatorios, y aqui los pacientes ya no estan
conscientes; y después no guardan ningun recuerdo (Gonzalez Astiazaran
1997).

La epilepsia de l6bulo temporal es una de las mas frecuentes y una
de las mas curiosas. El I6bulo temporal tiene mucho que ver con el area
psicolégica, con los afectos, con los instintos, y los pacientes que
presentan estas crisis a veces sienten un odio contra alguna persona,
pudiendo llegar a agredirla. La clasica agresividad de los epilépticos a
veces se debe a que las crisis ocurren en dichas estructuras cerebrales.
Este tipo de crisis es frecuente ya que el area temporal es muy vulnerable
a la hipoxia perinatal y es la mas vulnerable a las convulsiones febriles.

Los nifios antes de los 5 afnos pueden convulsionar con la fiebre, tal y
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como si fuera una epilepsia, las que con alguna frecuencia danan la zona
del hipocampo, dando origen a focos epileptogenos (Gonzéalez Astiazaran

1997).

1.4 Modelos animales de epilepsia in vivo

Los modelos animales de convulsiones y de epilepsia han jugado
un papel fundamental en nuestro entendimiento de los cambios
fisiolégicos y conductuales asociados con la epilepsia humana. La mayor
parte de nuestros conocimientos sobre |la epilepsia proviene de manera
directa o indirecta de los estudios realizados en modelos animales de
epilepsia experimental. Aunque muchas especies de animales pueden
desarrollar convulsiones espontaneamente, estos casos son esporadicos y
habitualmente no se presentan en los animales seleccionados para los
experimentos. ElI modelo experimental nos permite reproducir muchas
manifestaciones de la epilepsia clinica y sobre todo las convulsiones,
fenébmeno conductual que refleja hiperexcitabilidad cortical difusa vy
sostenida. Ademas el modelo experimental nos permite interpretar y
fundamentar conceptos tebricos necesarios para entender los
mecanismos que participan en el o los fenémenos epilépticos.

La motivacién principal para la creaciéon y desarrollo de modelos de
epilepsia es la necesidad de rastrear y evaluar la efectividad de las drogas

antiepilépticas (Fisher 1989; Loscher y Schmidt 1988). Entre los modelos
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clasicos de epilepsia, el pentilentetrazol (PTZ) y choque eléctrico maximo
(CEM) permiten detectar los efectos adversos de las drogas antiepilépticas
(Meldrum 2002).

Como las epilepsias se dividen en epilepsias generalizadas vy
epilepsias parciales, los modelos animales de epilepsia también se dividen
en dos grupos. El caracter de! modelo (generalizado o parcial) depende
tanto de las caracteristicas del agente o factor convulsivante, como de su
intensidad o dosis, via y manera de su administracion (aguda o crénica).
Un mismo agente convulsivante puede inducir convulsiones generalizadas
o parciales dependiendo de como es administrado. Por ejemplo, la
aplicacién aguda de choque eléctrico de aita intensidad se utiliza como
modelo de epilepsia generalizada, mientras que la aplicacion crénica de
descargas eléctricas de baja intensidad (“kindling”) se utiliza como modelo
de epilepsia parcial. Esta correlacion entre la manera de administracion de
un convulsivante (aguda o crénica) y tipo de epilepsia que esta
reproduciendo en un animal se mantiene también en el caso de los
convulsivantes quimicos. La via de administracién de un convulsivante
quimico también puede determinar el tipo de la crisis. La aplicacién de un
cristal de 4-aminopiridina (4-AP), por ejemplo, sobre superficie del cerebro
induce convuisiones parciales, mientras que la administracion de una
solucibn de 4-AP por via intraperitoneal produce convulsiones

generalizadas (Loscher 2002).
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Existen diferentes modelos para inducir los diferentes tipos de
epilepsia en los animales experimentales (Fisher 1989). El modelo
generalizado tonico-clonico puede ser inducido de varias maneras. A
saber, por aplicacion de electrochoque maximo, por administracion
sistémica de convulsivantes quimicos tales como el pentilentetrazol,
bemegride, picrotoxina, bicuculina y ‘penicilina, por manipulaciones
genéticas, o propiciando desérdenes metabdlicos como hipoxia,
hipoglucemia, oxigeno hiperbarico, hipercapnia, uremia e hipertermia.
Para crear el modelo de ausencia generalizada se utiliza la estimulacién
talamica, el foco cortical bilateral, la administracién sistémica de penicilina
y la administracion intraventricular de opiaceos entre otros métodos. Para
obtener un modelo agudo de crisis parcial simple habitualmente se
realizan aplicaciones tépicas cerebrales de algun convulsivante quimico
(penicilina, picrotoxina, bicuculina, estricnina, agentes anti-colinérgicos).
Para obtener un modelo cronico de crisis parcial simple frecuentemente se
utilizan implantes metalicos corticales de hidroxido de aluminio, cobalto,
tungsteno, zinc o hierro, o también se practican lesiones cerebrales por
congelacion. Las crisis parciales complejas pueden ser reproducidas por
‘kindling” eléctrico o quimico, por aplicacion repetitiva de descargas
eléctricas de baja intensidad o mediante la administracién crénica de
convulsivantes quimicos a dosis bajas (que no provocan convulsiones
inmediatamente), o por inyecciones intracerebrales de acido kainico,

toxina tetanica, carbacol, glutamato o aspartato.
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No obstante, los modelos principales y mas comuinmente
empleados para inducir crisis epilépticas son el choque eléctrico y el
pentilentetrazol (White 1997; Sarkisian 2001). El tipo y la severidad de las
convulsiones inducidas en estos dos modelos depende de la intensidad de
la corriente en el caso del choque eléctrico y en el caso del PTZ de la
dosis o la via de inyeccidén. Estos dos modelos son casi universalmente
empleados hoy en dia para rastrear compuestos con propiedades
anticonvulsivantes, investigaciones de relaciones entre su estructura y
actividad, “disefio racional de drogas” y otros abordajes de desarrollo de
drogas antiepilépticas (White 2003). La popularidad del PTZ se debe a que
este convulsivante induce convulsiones reproducibles, previsibles vy
cuantificables en los animales in vivo, ademas de que el patrén del EEG
producido por PTZ en los animales es parecido al de los humanos (White
1998). ). El PTZ es un antagonista de los receptores del acido gamma-
amino butirico (GABA) en el sistema nervioso central (Macdonald y Barker
1977, Huang y col. 2001) y como tal disminuye el control sobre la
excitabilidad neuronal e induce crisis epilépticas (Loscher 1991).

Ademas del PTZ, el otro agente convulsivante utilizado para inducir
epilepsia experimental en los datos presentados en la presente tesis fue la
4-AP, que es conocida por su capacidad de inducir convulsiones
generalizadas en el animal jn vivo (Fragoso-Veloz y Tapia 1992; Pena y
Tapia 2000; Shih y col. 2001, Chen y Lee 2002), presumiblemente

aumentando [a liberacién de glutamato (Morales-Villagran y col. 1999).
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1.5 Farmacos anticonvulsivantes

1.5.1 Clasificacion

Los farmacos antiepilepticos pertenecen a grupos de composicion
heterogénea. Aunque existe cierta semejanza estructural entre algunos
anticonvulsivantes, ellos no siempre comparten el mecanismo de accién o
su espectro terapéutico.

Los farmacos utilizados para el tratamiento de las epilepsias en
general se dividen en los conocidos como antiepilépticos tradicionales y
los medicamentos antiepilépticos nuevos, que han tenido un desarrollo en
los Ultimos afos (Loscher 1998; Brodie 2001).

Los antiepilépticos tradicionales o clasicos incluyen a la
carbamazepina, fenitoina, fenobarbital, primidona, acido valproico,
etosuximida y las benzodiazepinas, tales como el diazepam, midazolam,
clorazepato y clonacepam. Los antiepilépticos nuevos incluyen a la
lamotrigina, topiramato, oxcarbazepina, felbamato, gabapentina, tiagabina,
vigabatrina, zonisamida y levetiracetam.

Dada la complejidad de la enfermedad epiléptica, no existe un
consenso respecto al tratamiento medicamentoso y hay varios esquemas
terapéuticos de farmacoterapia antiepiléptica. Clasificando los sindromes
epilépticos en crisis parciales y generalizadas se puede utilizar un farmaco

especifico (Tabla 1).
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Tabla 1. Farmacoterapia anticonvulsivante segun el sindrome
epiléptico

Sindrome/Crisis 1a eleccion 2a eleccién 3a eleccion
Parciales
Sintomatologia elemental Fenitoina Gabapentina

Complejas (Psicomotoras) Carbamazepina
Generalizacién secundaria  Fenitoina Fenobarbital Gabapentina

Generalizadas
Tonico clénicas (Gran Mal) Fenitoina Fenobarbital Carbamazepina

Ausencias (Pequefio Mal)  Acido Valproico  Etosuximida

Espasmos infantiles Fenobarbital

Por ejemplo, para crisis generalizadas de ausencias o pequeio mal, el
f&rmaco de primera eleccion es el acido valproico y, si no ceden las crisis,

se puede utilizar como segunda eleccion |la etosuximida.

1.5.2 Mecanismos generales de accién de los antiepilépticos

Con base en su mecanismo de accién, los antiepilépticos pueden
ser divididos en dos grupos principales (Pranzatelli y Nadi 1995, Loscher
1998). Los que actuan sobre canales ibnicos, principalmente como

bloqueadores de los canales de sodio, y los que actlan sobre receptores
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de neurotransmisores, principalmente aumentando la transmision
GABAérgica.

Los farmacos anticonvulsivantes mas eficaces y mas cominmente
utilizados en la clinica que incluyen a la fenitoina, fenobarbital, primidona,
carbamazepina, acido valproico, lamotrigina, topiramato, oxcarbazepina,
felbamato presumiblemente actuan como bloqueadores de los canales de
sodio. El bloqueo de canales de Ca?* la apertura de canales de K* también
se han sugerido como posibles mecanismos de accion de algunos
anticonvulsivantes (Loscher 1998).

La potenciacion de la accion del GABA puede lograrse de distintas
formas. El farmaco anticonvulsivante puede actuar como agonista de los
receptores GABAa, puede inhibir a la GABA-transaminasa, que es la
enzima encargada de degradar al GABA o puede inhibir la recaptura de
GABA aumentando su concentracibn en el espacio sinaptico. Varias
benzodiazepinas y algunos de los antiepilépticos de la nueva generacion
tales como la tiagabina, vigabatrina y gabapentina presumiblemente
actian aumentando la transmision GABAérgica. Otro mecanismo que
podria resultar potencialmente Gtil contra la actividad epiléptica cerebral
serfa la disminucién de la transmisiébn excitatoria con farmacos
antagonistas de los receptores glutamatérgicos. Sin embargo, los estudios
en animales experimentales demuestran que los antagonistas
glutamatérgicos causan muchos efectos adversos a las dosis necesarias

para suprimir las convulsiones (Pranzatelli y Nadi 1995).
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1.5.3 Efectos adversos

La medicacién con las drogas antiepilépticas tanto de la vieja como
de la nueva generacion, aunque ejerce un efecto positivo en el control de
las convulsiones (cuando menos en aproximadamente el 70% de los
pacientes epilépticos), causa diferentes efectos adversos (Vermeulen y
Aldenkamp 1995; Gates 2000; Brunbech y Sabers 2002; Schmidt 2002).
Segun una creciente bibliograffa la mayor parte de las drogas
anticonvulsivantes tienen efectos neurotoxicos adversos, tales como
nauseas, diplopia, vértigo, dolor de cabeza, fatiga, cansancio y ataxia, que
son dosis-dependientes (Perucca y col. 2000; Brodie 2001). Estos
fenébmenos son tan comunes, que los pacientes y sus médicos creen que
son acompafiantes inevitables de una terapia exitosa. Los efectos
relacionados con la dosis como la sedacién, las alteraciones cognitivas y
ta depresiébn, comunmente ocurren con los barbitiricos y las
benzodiazepinas, mientras que son menos frecuentes con la
carbamazepina y el valproato. Los barbitdricos y las benzodiazepinas,
también producen hiperactividad en nifos y estan asociados con
irritabilidad, conductas agresivas y confusion en adultos. La fenitoina y el
valproato, pueden producir encefalopatia progresiva con un impedimento
reversible de las funciones intelectuales. Los cambios de personalidad y
psicosis inducidos por drogas ocurren mas comunmente con primidona y

etosuximida, mientras la depresion comunmente inducida por fenasemida

30



limita grandemente su uso. Todas las drogas antiepilépticas exacerban los
sintomas de portiria, la que da origen a sintomas psiquiatricos. Todos los
medicamentos antiepilépticos a dosis elevadas pueden producir disturbios
especificos cognitivos, tales como la afasia y deficiencias en la memoria
reciente. Estos efectos dependientes de la dosis son reversibles (Gates

2000; Kwan y Brodie 2001; Brunbech y Sabers 2002; Schmidt 2002).

1.6 La vinpocetina

La vinpocetina, cuya férmula se muestra en la figura 5, es una
droga nootropica que no presenta contraindicaciones en el humano
incluso a dosis elevadas (Hindmarch y col. 1991) y que se usa en la clinica
para disfunciones cardiovasculares leves y problemas de memoria (Bhatti

y Hindmarch 1987).

Figura 5 . Formula semidesarrollada de la vinpocetina.

Los estudios neuroguimicos y farmacoldgicos indican que la
disminucién en la transmision sinaptica GABAérgica y primordialmente |a

excesividad en la transmisién sinaptica glutamatérgica contribuyen a la
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patofisiologia de la epilepsia (Bradford 1995; Obrenovitch y Urenjak 1997).
En trabajos recientes in vitro, realizados en colaboracion con el grupo de
la Dra. Maria Sitges, hemos demostrado que la vinpocetina bloquea a los
canales presinapticos de sodio sensibles a voltaje (CSSV) e inhibe la
liberacion de neurotransmisores, incluyendo a los aminoacidos
excitatorios, glutamato y aspartato, mediada por reversién de sus
transportadores (Sitges y Nekrassov 1999; Trejo y col. 2001), cuya
concentracion es particularmente abundante (Sitges y col. 2000). Varios
estudios sugieren que los blogqueadores de los CSSV son agentes
anticonvulsivantes potenciales (Ragsdale y Avoli 1998). Aunque es de
esperarse que la modulacién negativa de los CSSV suprima la
excitabilidad neuronal anormal asociada con los ataques epilépticos, la
inhibiciébn de dichos canales con farmacos como la vinpocetina no ha sido
considerada entre |las alternativas para el tratamiento de la epilepsia. Las
evidencias experimentales que indican el alto potencial neuroprotector de
la vinpocetina (King 1987; Sauer y col. 1988; Bodnéczk y col. 2000) y
nuestros hallazgos in vivo, que demuestran que la vinpocetina protege
contra el aumento en el umbral auditivo y de los cambios en los PAETC
inducidos por el antibidtico aminoglicésido, amikacina (Nekrassov y Sitges
2000) hacen muy prometedor el uso de la vinpocetina como agente

anticonvulsivante.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En pacientes con epilepsia generalizada se han encontrado
anormalidades en las latencias y amplitudes de algunas ondas tardias de
los PAETC y también se ha reportado una elevada frecuencia de
hipoacusia en pacientes con epilepsia generalizada (Soliman y col. 1993).
No obstante, no existen estudios sistematicos en donde se haya explorado
directamente la participacién de las estructuras auditivas del tallo cerebral
en la epilepsia. Por lo que en el primer estudio presentado en esta tesis se
investigd el efecto de la epilepsia generalizada sobre los parametros de
las diferentes ondas de los PAETC y sobre la sensibilidad auditiva. Esto se
hizo con el propésito de determinar si la epilepsia por si misma es capaz
de alterar la audicién.

La epilepsia afecta por lo menos a 50 millones de personas en el
mundo (Scheuer y Pedley 1990). Los farmacos antiepilépticos existentes,
aunque previenen de los riesgos derivados de las convulsiones,
desafortunadamente producen efectos adversos a dosis terapéuticas. En
otras palabras, la medicacién con las drogas antiepilépticas tanto de la
vieja como de la nueva generacion, aunque ejerce un efecto positivo en el
control de las convulsiones cuando menos en aproximadamente el 70% de
los pacientes epilépticos, causa un deterioro de las funciones cognitivas,
particularmente desérdenes de memoria (Vermeulen y Aldenkamp 1995;

Gates 2000; Brunbech y Sabers 2002; Schmidt 2002), que debe agravar el
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deterioro en la cognicién que causa la propia enfermedad (Prevey y col.
1998; Jokeit y Ebner 1999; Theodore y col. 1999; Meador 2001). Estos
efectos no deseados hacen que incluso en algunos casos de epilepsia
benigna el tratamiento no sea indicado, pues el riesgo de los efectos
secundarios sobrepasa al beneficio del control de posibles convulsiones
(Perucca y col. 2000).

Tomando en cuenta lo anterior y que varios de Ilos
anticonvulsivantes disponibles también inducen prolongacién de las
latencias de algunas ondas de los PAETC (Mervaala y col. 1987, Hirose y
col. 1990; Japaridze y col. 1993), es indispensable encontrar farmacos
antiepilépticos que carezcan de efectos adversos, particularmente
relacionados con la memoria y la audicién.

En los otros dos estudios presentados en los resultados de esta
tesis se investigo el efecto de la vinpocetina sobre las alteraciones de los
parametros de las diferentes ondas de los PAETC y sobre la disminucién
de la sensibilidad auditiva que se producen tras la induccion de la

epilepsia experimental con 2 agentes convulsivantes distintos.
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3. HIPOTESIS

La epilepsia por si misma puede producir pérdida del oido alterando
el funcionamiento de las estructuras neuronales en el tracto auditivo del
tallo cerebral.

Los bloqueadores de los CSSV, como la vinpocetina, deben reducir
la excitabilidad neuronal excesiva que se asocia con la sobre-estimulacién
de la liberacion de giutamato durante las convulsiones y proteger contra

las alteraciones auditivas que acomparian a la epilepsia.

4. OBJETIVOS

s Investigar si la epilepsia es capaz de producir pérdida del oido.
e Definir el patron de alteraciones de las ondas de los PAETC que
acompafian a la pérdida del oido.

o Investigar el potencial antiepiléptico de la vinpocetina.

5. METAS

e Determinar de qué manera se ven afectados los diferentes
generadores de las ondas de los PAETC después de las
convulsiones, en el periodo post-ictal.

e Determinar los efectos de la vinpocetina sobre las ondas de los

PAETC y sobre la sensibilidad auditiva en modelos de epilepsia .
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Modelo animal

La investigacion experimental fue realizada en 16 cobayos machos,
pigmentados, adultos, de 200 a 400 g de peso corporal, obtenidos del
Bioterio del Instituto de I[nvestigaciones Biomédicas de la UNAM vy
clinicamente sanos. Los animales se mantuvieron en condiciones
ambientales controladas de temperatura (20 + 2°C) y de humedad relativa
(55 = 3%) e iluminacion (ciclos de luz-obscuridad, 12 x 12 h) y con acceso
libre al agua y al alimento.

Los animales se anestesiaron con una mezcla de ketamina (50
mg/kg de peso corporal) y xilazina (10 mg/kg de peso corporal) por via
intramuscular. Para el registro de los PAETC se colocaron electrodos de
acero subcutdneamente, un electrodo detrds del oido externo (de
referencia) y el otro en el vertex (activo). Para el registro del EEG los
electrodos se colocaron, uno en el area parietal (de referencia) y otro entre
la linea media y la 6rbita del ojo (activo). En todos los animales
anestesiados se practicaron 3 tipos de registros. A saber, los registros de
los PAETC inducidas por un estimulo monoaural de tono puro y alta
intensidad (100 dB), los registros de los PAETC inducidos por estimulos
monoaurales de tono puro y de intensidades decrecientes para determinar

el umbral auditivo, y el EEG para determinar la actividad cortical.
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6.2 Equipo

El equipo que se utilizd para registrar los PAETC fue el Neuropack
[V Mini que se ilustra en la figura 6. Este mismo equipo también se utilizd
para registrar el EEG, ajustando el tiempo de registro a 40 segundos en 4
tomas de 10 segundos cada una. Los registros de los PAETC y del EEG
obtenidos en cada animal antes y después de la inyeccibn de un
determinado agente convulsivante fueron guardados en discos flexibles
para su cuantificacion posterior. Las mediciones de los parametros de los
PAETC y el EEG también se realizaron en el Neuropack IV Mini. Para el
andlisis estadistico de los resultados obtenidos se utilizé el programa

Excel y para la elaboracién de las graficas el programa Sigma plot.

Figura 6. Neuropack 1V Mini (Foto tomada en el laboratorio por el autor de Ja

tesis)
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6.3 Registros de los efectos de agentes convulsivantes

Los 16 cobayos machos que se incluyeron en este estudio se
dividieron en dos grupos. La mitad de los animales se utilizé para
examinar los efectos del PTZ y la otra mitad para examinar los de la 4-AP.
Después de obtener los registros control en los animales anestesiados, los
animales se inyectaron con el agente convulsivante a examinar y se tomé
ofra serie de registros de EEG y de PAETC a diferentes tiempos después
de la inyecciéon del agente convulsivante. Ei PTZ se administré a una dosis
de 100 mg/kg y la 4-AP a una dosis de 2 mg ’kg de peso corporal, ambos
por via intraperitoneal. Los registros de EEG vy los registros de los PAETC
evocados por el estimulo de alta intensidad (100 dB) se tomaron después
de 10, 20, 30 40 y 50 min de la inyeccién de PTZ y después de 30, 60, 80
y 100 min de la inyeccién de 4-AP. Para determinar el umbral auditivo los
registros se obtuvieron después de 30 y 60 min de inyectar ambos
agentes convulsivantes. Todos los animales, antes de ser estudiados con
los convulsivantes, fueron registrados de tal manera que cada uno sirvié

como su propio control.

6.4 Registros de accién de la vinpocetina sobre los efectos

del PTZ

Cuatro horas después de inyectar a los cobayos con vehiculo

(salina acidificada que se us6 para disolver la vinpocetina), los animales
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se anestesiaron y se tomé una primera serie de registros de PAETC y de
EEG antes de inyectar al agente convulsivo, PTZ intraperitonealmente
(ip.). Los animales se inyectaron con 100 mgkg de PTZ vy
aproximadamente a los 2 min después de haber inyectado el PTZ (periodo
ictal) se registré6 el EEG, luego se tomaron otras series de registros de
PAETC y EEG a tiempos especificos (dentro del periodo post-ictal).
Despues de un par de semanas se repitid la misma serie de tomas de
registros pero en vez del vehiculo los animales se inyectaron con 2 mg/kg

de vinpocetina 4 horas antes de inyectar el PTZ.

6.5 Registros de accion de la vinpocetina sobre los efectos

de la 4-AP

Una hora después de inyectar a los cobayos con vehiculo (salina
acidificada que se usa para disolver la vinpocetina), los animales se
anestesiaron y se tomé una primera serie de registros de PAETC y EEG
antes de inyectar el agente convulsivo, 4-AP ip. Los animales se
inyectaron con 2 mg/kg de 4-AP y aproximadamente a los 20 min después
de haber inyectado la 4-AP (periodo ictal) se registré el EEG, luego se
tomaron otras series de registros de PAETC y EEG a tiempos especificos
(dentro del periodo post-ictal). Después de un par de semanas se repitié la

misma serie de tomas de registros pero en vez del vehiculo los animales
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se inyectaron con 2 mg/kg de vinpocetina 1 hora antes de inyectar la 4-

AP.

6.6 Determinacién de los parametros de las ondas de los

PAETC

Las latencias y amplitudes de cada onda de la PAETC, inducida por
el estimulo de 100 dB a frecuencias de tonos puros de 8 y 4 kHz, se
midieron en todos los PAETC obtenidas a tiempos especificos bajo las
diferentes condiciones experimentales a estudiar. La latencia de cada
onda en milisegundos (ms) se refiere al intervalo de tiempo entre el inicio
del estimulo auditivo y el pico positivo de la onda. El inicio del estimulo
esta indicado por la flecha debajo del registro que se muestran en la figura
7. La amplitud al pico de cada onda se mide en microvoltios (uV) y es la
diferencia entre el pico positivo y la linea base (trazo entre el estimulo y la

aparicion de la primera onda del PAETC en la Fig. 7).
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Figura 7. Registro de los PAETC. Este registro se tomo en un animal representativo
anles de inyectar al agente convulsivante. El animal recibié un estimulo monoaural
(indicado por la flecha) de 100 decibeles (dB) a una frecuencia de 8 kiloherts (kHz) de
tono puro.

P4
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6.7 Determinacion del umbral auditivo

Para determinar el umbral auditivo se registraron los PAETC
inducidos por estimulos de intensidades progresivamente menores (en
decibeles, dB), hasta llegar a intervalos de 5 dB cerca del umbral. El
umbral auditivo se define como la intensidad de estimulo mas baja que

permite registrar la onda P3 de la PAETC en tres intentos consecutivos.

6.8 Analisis estadistico de los resultados

Para evaluar las diferencias entre los resultados obtenidos antes y a
tiempos especificos después de la inyeccidén de los agentes convulsivante,
se empled la prueba estadistica t de Student. El criterio de significancia
estadistica adoptado fue de P < 0.05. Los datos estan expresados como
la media = error estandar. En las figuras y tablas se utiliza un asterisco

para indicar diferencias estadisticamente significativas.
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7. RESULTADOS

Los resultados presentados en esta tesis fueron organizados en 3
partes. En la primera se analiza el efecto de los agentes convulsivantes,
PTZ y 4-AP sobre los PAETC y la sensibilidad auditiva. En la segunda
parte se incluyen los datos obtenidos al estudiar el efecto de la vinpocetina
sobre los cambios en los PAETC y el EEG, que induce la epilepsia
resultante de una reduccioén en fa transmisién cerebral inhibitoria inducida
con el antagonista GABAérgico, PTZ, y en la ultima parte los datos
obtenidos al estudiar el efecto de la vinpocetina sobre los cambios en los
PAETC y el EEG, que induce la epilepsia resultante de un aumento en la

transmision cerebral excitadora con el agente convulsivante 4-AP.

7.1 Efecto de la epilepsia farmacolégica sobre los PAETC y

la sensibilidad auditiva.

En los resultados que se presentaran a continuaciéon se comparan
los efectos de los agentes convulsivantes, PTZ y 4-AP, sobre el registros
del EEG y de los PAETC.

Todos los animales inyectados con PTZ o con 4-AP desarrollaron
convusiones generalizadas. El inicio de la actividad convulsivante se
identific6 en cada animal por medio del EEG. Durante los 2 primeros
minutos después de la inyeccion de PTZ los animales repentinamente

presentaban convulsiones generalizadas caracterizadas por espigas
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repetitivas agudas de elevada amplitud en el EEG. En los dos trazos
superiores de {a figura 8 se muestra la actividad cortical control seguida,
en el segundo trazo, de la actividad cortical durante las convulsiones

inducidas por PTZ en un animal representativo.
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Figura 8. EEG antes y durante las convulsiones generalizadas inducidas por PTZ o 4-AP.

Los animales inyectados con 4-AP también desarrollaron
convulsiones  generalizadas. Sin  embargo, éstas aparecian
aproximadamente 20 minutos después de la inyeccion de la 4-AP y se
caracterizaban por espigas repetitivas agudas de elevada amplitud en el
EEG como se muestra en el dltimo trazo de la figura 8.

La actividad cortical que inducen el PTZ y la 4-AP durante las
convulsiones mostrada en la figura 8 es seguida por otro patron tipico de
actividad cortical caracterizado, en el caso del PTZ, por salvas de espigas

ritmicas de alta amplitud, y en el caso de la 4-AP, por espigas aisladas de
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alta amplitud. El tiempo de duracion de este patron tipico de actividad
cortical que no se acompafia de convulsiones se denomina periodo post-
ictal. En los trazos superiores de la figura 9 se muestran registros
caracteristicos del EEG en condiciones control (i.e. trazos superiores
antes de la inyeccion de los convulsivantes) y a los tiempos indicados

durante el periodo post-ictal.
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Figura 9. Registros de EEG antes y durante el perlodo post-ictal. Los trazos superiores
indican la actividad cortical inducida por PTZ y los trazos de abajo indican la

actividad cortical inducida por 4-AP a los tiempos indicados.



Esto es 10, 20, 30 y 50 min después de la inyeccion de PTZ en el
grupo de trazos que se muestra en la parte superior de la figura 9; y 30,
60 y 80 min después de la inyeccién de 4-AP en el grupo de trazos de la
parte de abajo de la figura 9.

Con el propésito de cuantificar los cambios en la actividad cortical
inducidos por los agentes convulsivantes durante el tiempo de duracién
del periodo post-ictal se midié la amplitud maxima del EEG. Los resultados

de este analisis se muestran en la figura 10.
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Figura 10 . Aumento en la amplitud mdxima del EEG inducido por el PTZ y la 4-AP
durante el periodo post-ictal. *, diferencia estadisticamente significativa entre los

resultados obtenidos antes y después de la inyeccion del agente indicado sobre

cada flecha.

45



(a) 8 kHz (c) BKkHz (e) 8 kHz

a 30 - x
B 25 4 - * -
(d *
2 20 - PTZ -~
S 4-AP
g 15 4 VEH - l — *
[\
= 10 - l - - l
g 5 ._’!/! — —
| 1 T T 1 T T 1
~ __(b) 4 kHz (d) 4 kHz ) 4kHz
m 35 - = * -
z PTZ =« _ *
§ %97 VEH i l *
= - - —14-AP
g " /4 -
& 20 l - _ l
g 15 4 !_—i'_i - _
£
o T T 1 T T 1 | T 1
Anfes 30 60 Antes 30 60 Antes 30 60
min min min

Figura 11 . El PTZ y la 4-AP aumentan marcadamente el umbral auditivo durante el
periodo post-ictal. *, diferencia estadisticamente significativa entre los umbrales

obtenidos antes y después de la inyeccidn del agente indicado sobre cada flecha.

Como no se detectaron diferencias entre los datos obtenidos con
ambos vehiculos, éstos se promediaron juntos. En las graficas ay b de la
figura 11 se muestra que el vehiculo no modifica el umbral auditivo a las
frecuencias de 8 y 4 kHz, mientras que el umbral auditivo a 8 y 4 kHz se
aumenta pronunciadamente tras la inyecciéon de PTZ (Figs. 11c y d) o de
4-AP (Figs. 11e y f).

Cuando medimos el efecto del PTZ sobre la amplitud de las diferentes

ondas de los PAETC evocados por el estimulo de 100 dB a una frecuencia
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de 8 kHz encontramos que este agente convulsivo reduce la amplitud de

la onda P4 de los PAETC como se muestra en la figura 12.
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Figura 12. El PTZ disminuye la amplitud de la onda P4 de los PAETC inducidos por
un estimulo de 100 dB a 8 kHz . *, diferencia estadisticamente significativa

enire los umbrales obtenidos antes y después de la inyeccion del PTZ.

Cuando medimos el efecto de la 4-AP sobre la amplitud de las
diferentes ondas de los PAETC evocados por el estimulo de 100 dB a una
frecuencia de 8 kHz encontramos que este agente convulsivante ademas
de reducir la amplitud de la onda P4 de los PAETC, como se ilustra en la
figura 13 a, aumenta marcadamente la amplitud de la onda P3 de los

PAETC (Fig. 13 b).
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Figura 13 . Efecto de la 4-AP sobre la amplitud de las ondas P4 y P3 de los PAETC
inducidos por el estimulo de 100 dB a 8 kHz *, diferencia estadlsticamente significativa entre

los umbrales obtenidos antes y después de la inyeccion de la 4-AP.
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Cuando medimos el efecto del PTZ sobre la latencia de las diferentes

ondas de los PAETC evocados por el estimulo de 100 dB a las frecuencias

de 8 y 4 kHz encontramos que este agente convulsivante aumenta las

latencias de varias ondas de los PAETC (Tabla 2).

Tabla 2.
La PTZ aumenta las latencias® de las
ondas P2, P3 y P4 a 100 dB

Latencia de P2 8 kHz 4 kHz
Antes 1.87%0.02 1.88+0.02
10 min 1.93+0.01* 193+001™*
20 min 1.94+0.01~ 1.95+0.01™
30 min 1.95%0.01™ 1.95+0.02*
50 min 1.93+0.02™ 1.94+0.02*

Latencia de P3 8 kHz 4 kHz
Antes 2.51%0.02 2.52%0.02
10 min 25920027 2.59+0.02*
20 min 261%0.02* 2600.02*
3¢ min 262%0.02* 261+002*
50 min 260+0.02* 260+0.02™

Latencia de P4 8 kHz 4 kHz
Antes 3.49%0.02 3.51£0.02
10 min 358005 * 360002 *
20 min 3601005 * 361+0.03 *
30 min 3601004 * 3622003 *
50 min 3.62+005* 362004 *

¥ Jos resuftades son & promedio  enor en s de datos obtenidcs de 8 animaes

Antes sa reflere @ Jos witores contral snles da fa somnstradn de la PT2
%, Diferenda signicatva enire fas iatendias de les ondas antes y a fos bempas
Indieadas después da lg imgeccon de fa PTZ
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Cuando medimos el efecto de la 4-AP sobre la latencia de las
diferentes ondas de los PAETC evocados por el estimulo de 100 dB a las
frecuencias de 8 y 4 kHz encontramos que este agente convulsivo aumenta

la latencia de la onda P4 de los PAETC (Tabla 3) sin modificar las latencias

de las otras ondas.

Tabla 3

La 4-AP aumenta fa latencia® de fa onda P4 a 100 dB

L atencia de P4 8 kHz 4 kHz
Antes 3.48+0.06 3.50 £ 0.02
30 min 3.51+0.13 3.58+0.11
60 min 380£010% 3.78+0.09™
80 min 3.80+0.10* 3.78+0.098*
100 min 3.83+0.12* 3.74+0.10*

? fos resutados son ef proinedio X error en ims de datos obtenidos de 4 animates
Antes se refliere a los valores control aptes de ¢ administracion de fa 4-AP
* Difarenda signibcativa entre fas fatendas de P4 antes y a os bempos

ndicades después de fa imyeccion de fa 4-AP

2. Efecto de la vinpocetina sobre los cambios en los PAETC y

el EEG que induce el PTZ

La tabla 4 muestra que la vinpocetina inhibe la reduccién en la

amplitud de la onda P4 de los PAETC que provoca el PTZ . En los animales
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control (pre-inyectados con vehiculo) la amplitud de la onda P4 inducida por
el estimulo de 100 dB a 2 frecuencias (8 y 4 kHz) se reduce progresivamente
después de la inyeccion del PTZ (columnas de la izquierda), mientras que en

los animales pre-inyectados con vinpocetina la reduccion que produce el PTZ

Tabla 4. La vinpocetina inhibe la reduccién en la amplitud

de la onda P4 de los PAETC que provoca el PTZ

8 kHz 8 kHz
PTZ Vinpocetina + PTZ
Antes 2.88+0.1 269%0.1
10 min 2.07+04 " 2,56+ 0.1
20 min 1.99+03* 2.7110.2
30 min 192£03" 2.55+0.2
50 min 15105 " 2.56 £ 0.1
4 kHz 4 kHz
PTZ Vinpocetina + PTZ
Antes 314+ 0.1 2.8210.3
10 min 1.70£0.5" 255+ 0.3
20 min 212+04 " 2.5240.2
30 min 1.84+04* 255+0.2

50 min 21103 " 252402
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en la amplitud de P4 no se observa (columnas de la derecha). Los valores
que se muestran en la tabla representan el promedio + error estandar de las
amplitudes en uV de la onda P4 obtenidas en 8 animales antes y a los
tiempos indicados después de la inyeccidn del agente convulsivo (PTZ).

La figura 14 muestra que la vinpocetina también inhibe el aumento que

8 kHz 4 kHz
2.0 - — *
Py PTZ % % 4 % prz* ¥z *
s 15 \m i
= Vinp Ving
(%3
8 1.8 - -
= (a) (b)
— T T 1 — T T 1
2.7 - -
(22 * «
m PTZ * * * PTZ * * *
g 26 - - \
= \
g 25 Vinp _ Vinp
3 {c) (d)
I 1 I 1 1 1 r 1
3.7 - -
E x * % * X * X
e 36 |PTZ PTZ
- .0 — -
= \ X
g
2 3.6+ Vinp
5 (e 4] Vinp
T T 1 T T 1
Ant. 20 40 €0 Ant. 20 40 60
min min

Figura 14. La vinpocetina inhibe el aumento en las latencias de las ondas P2, P3 y P4 de
los PAETC que induce el PTZ. Las latencias de las ondas inducidas por estimulos de 100
dB a frecuencias de 8 kHz (grdficas de la izquierda) y de 4 kHz (graficas de la derecha) se
determinaron antes (Ant.) y 10, 20, 30 y 50 min después de la inyeccién del PTZ en animales
control pre-inyectados con vehiculo (circulos negros) y en animales pre-inyectados con
2mg/kg de vinpocetina (circulos vacios). *, diferencia estadisticamente significativa entre
las latencias obtenidas antes y después de la inyeccion del PTZ.
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se produce tras la inyeccién del PTZ en las latencias de las ondas P2, P3 y
P4 de los PAETC inducidos por el estimulo de 100 dB a las frecuencias de 8
y 4 kHz.

La tabla 5 muestra que [a vinpocetina inhibe la pérdida del oido que
induce el agente convulsivo, PTZ. El aumento pronunciado del umbral
auditivo que produce el PTZ a las frecuencias de 8 y 4 kHz (columnas de la
izquierda) no se produce en los animales pre-inyectados con vinpocetina
antes de la administraciéon del PTZ (columnas de la derecha). Los valores
gue se muestran en la tabla 5 son el promedio + error de los umbrales en dB

obtenidos en 8 animales.

Tabla 5.

La vinpocetina inhibe la pérdida del oido que induce el PTZ

PTZ Vinpocetina + PTZ

8 kHz

Antes 7012 6.0+1.0
30 min 17220 " 6.04 1.0
50 min 21+24 " 6.0 1.0
4 kHz

Antes 21+ 1.0 20+ 1.6
30 min 28+20" 18+ 1.2
50 min 29+1.0" 18+ 1.2
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La vinpocetina inhibe todos los cambios que induce el PTZ en el EEG.
Todos los animales anestesiados inyectados con PTZ desarroliaron
convulsiones generalizadas, caracterizadas por espigas repetitivas agudas
de elevada amplitud en el EEG que aparecen repentinamente en los
primeros 2 min después de la inyeccién del PTZ . Este cambio dramatico en
la actividad cortical que induce el PTZ en los animales anestesiados durante
las convulsiones es seguido por un patron tipico de actividad cortical
caracterizado por salvas de espigas ritmicas de alta ampilitud. El tiempo de
duracién de este patrdn tipico de actividad cortical que no se acompana de
convulsiones se denomina periodo post-ictal.

La vinpocetina inhibe completamente la aparicibn de la actividad
cortical que induce el PTZ durante los periodos ictal y post-ictal. En los trazos
superiores de las figuras 15 y 16 se muestran registros caracteristicos del
EEG en condiciones control (i.e. antes de la inyeccion del PTZ). Los cambios
dramaticos en el EEG que induce el PTZ aproximadamente después de 2
min en los animales pre-inyectados con vehiculo, no se producen cuando se
inyecta el PTZ en los animales que fueron pre-inyectados con vinpocetina
(ver Fig. 15). Asimismo, los cambios que produce el PTZ a los 10, 20, 30 y
50 minutos después de su inyeccidn (Fig. 16a) no se producen en los

animales pre-inyectados con vinpocetina (Fig. 16b).
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Figura 15 . La vinpocetina inhibe los cambios en el eleciroencefalograma que
induce el PTZ durante el periodo ictal. Los registros de EEG que se
muestran, se lomaron en un animal representativo antes (trazo superior) y
aproximadamente 2 min después de la inyeccion del PTZ en el animal
pre-inyectado con vehiculo 4 horas antes del PTZ (trazo en el centro) o

pre-inyectado con vinpocetina 4 horas antes del PTZ (trazo de abajo).
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Figura 16. La vinpocetina inhibe los cambios en el EEG que induce el PTZ
durante el periodo post-ictal. Los registros de EEG que se muestran en
(a), se tomaron en un animal representativo pre-inyeciado con vehiculo
antes (trazo superior) y 10, 20, 30 y 50 min después de la inyeccion del
PTZ. Los registros de EEG que se muestran en (b), se tomaron en un
animal representativo pre-inyectado con vinpocetina antes (trazo

superior) y 10, 20, 30y 50 min después de la inyeccion del PTZ.
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3. Efecto de la vinpocetina sobre los cambios en los PAETC y
el EEG que induce la 4-AP.

La vinpocetina también inhibe los cambios en la amplitud de las ondas P3

y P4 que produce la 4-AP. Por ejemplo, el aumento progresivo en ta amplitud

(a) vehiculo (b) vinpocetina
” 10 - * * * -
o 4-AP *
L 8 4 4-AP
gl
=
5 6+ . IL!\./H
g
4 - -
T T 1 1 T T 1 1
(c) vehiculo (d) vinpocetina
<t 4 4-AP 4-AP
a. - -
. ré /
S 2. - ;aa
= * % *
o 04 -
E
< 5 | _

I T 1 1 T T 1 1
0 30 60 80100 0 30 6080100

min min

Figura 17. La vinpocetina inhibe las alteraciones en la amplitud de las ondas tardias
del PAETC que induce la 4-AP. Los PAETC fueron inducidas por un estimulo de 100 dB a 8
kHz. La figura muestra que el aumento progresivo en la amplitud de la onda P3 de los
PAETC que se observa después de la inyeccién de 4-AP en los animales control (a), se
elimina en los animales tratados con vinpocetina (b). La marcada disminucion en la
amplitud de la onda P4 de los PAETC que se observa en los animales control después de la
inyeccion de 4-AP (c) se reduce considerablemente en los animales que recibieron
vinpocetina (d).
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de la onda P3 que produce la 4-AP en los animales contro! (Fig. 17 a) se
elimina en los animales tratados con vinpocetina (Fig. 17 b) y la disminucion
en la amplitud de la onda P4 que produce la 4-AP en los animales control
(Fig. 17 c) se reduce notoriamente en los animales tratados con vinpocetina
(Fig. 17 d).

En la tabla 6 se muestra que los aumentos en la latencia de la onda

Tabla 6. La vinpocetina inhibe el aumento en la latencia
de la onda P4 de los PAETC inducido por 4-AP

8 kHz 8 kHz
4-AP Vinpocetina + 4-AP
Antes 3.48 + 0.06 3.48 + 0.04
30 min 3.51+0.13 3.55+0.07
60 min 3801010 * 3451 0.08
80 min 3.80+0.10 * 3.36 £ 0.05
100 min 3.83:0.12* 3.35+0.07
4 kHz 4 kHz
4-AP Vinpocetina + 4-AP
Antes 3.50 £ 0.02 3.451 0.06
30 min 3784009 * 3.3710.06
60 min 3.78+0.09 * 3544011
60 min 3.78+ 0.09* 3.56 % 0.04
100 min

3.75+0.10* 3.43+0.09
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P4 de los PAETC inducidos por el estimulo de 100 dB a las frecuencias de 8
y 4 kHz que se observan a los tiempos indicados después de la inyeccion de
4-AP en los animales control (columnas a la izquierda), no se producen
cuando la 4-AP se inyecta en los animales pre-tratados con vinpocetina
(columnas a la derecha).

En la tabla 7 se muestra que el aumento en el umbral auditivo que
induce la 4-AP a las frecuencias de 8 y 4 kHz en los animales control
(columnas a la izquierda), no se produce en los animales tratados con

vinpocetina (columnas a la derecha) .

Tabla 7. La vinpocetina inhibe la pérdida del oido que
Induce la 4-AP en el periodo post-ictal

4-AP Vinpocetina + 4-AP

8 kHz

Antes 38%13 25+ 14
30 min 10.0£ 2.0 * 13+24
60 min 23.8+63" 0.0%35
4 kHz

Antes 13.8+ 1.3 138+ 1.3
30 min 2020 11.3+1.3
60 min 30+35"* 11.3+1.3
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La vinpocetina inhibe todos los cambios que induce la 4-AP en el
EEG. Todos los animales inyectados con 4-AP desarrollaron convulsiones
generalizadas, caracterizadas por espigas repetitivas agudas de elevada
amplitud en el EEG que aparecen aproximadamente 20 min después de la
inyeccion de la 4-AP. Este cambio en la actividad cortical que induce la 4-AP
durante el periodo ictal es seguido por el periodo post-ictal caracterizado por
espigas aisladas de alta amplitud que aparecen en el EEG aproximadamente
una hora después de la inyeccion de la 4-AP. La vinpocetina inhibe
completamente la aparicibn de la actividad cortical que induce la 4-AP
durante los periodos ictal y post-ictal.

En los trazos superiores de la figura 18 se muestran los registros
control del EEG tomados antes de inyectar la 4-AP en los animales pre-
inyectados con vehiculo (a) y en los animales pre-inyectados con vinpocetina
(b). Los cambios que induce la 4-AP sobre el EEG durante el periodo ictal se
muestran en el segundo trazo de la figura 18a. En los animales tratados con
vinpocetina la 4-AP es incapaz de inducir la actividad ictal (segundo trazo en
la Fig. 18b).

En la figura 19a se muestra la actividad post-ictal que induce la 4-AP,
misma que también se pierde cuando el agente convulsivo, 4-AP, se inyecta

en los animales pre-tratados con vinpocetina (Fig. 19b).
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Figura 18. La vinpocetina inhibe los cambios en el EEG que induce la 4-AP
durante el periodo ictal. Los registros de EEG que se muestran en (a) se
tomaron en un animal representativo antes y aproximadamente 20 min
después de la inyeccion de la 4-AP en el animal pre-inyectado con
vehiculo. Los registros de EEG que se muestran en (b) se tomaron en
un animal representativo antes y aproximadamente 20 min después de
la inyeccion de la 4-AP en el animal pre-inyectado con 2mglkg de

vinpocetina.
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Figura 19. La vinpocetina inhibe los cambios en el EEG que induce la 4-AP
durante el periodo post-ictal. Los registros de EEG que se muestran en
(a) se tomaron en un animal representativo pre-inyeciado con vehiculo
antes (trazo superior) y 30, 60 y 80 min después de la inyeccion de la 4-
AP. Los registros de EEG que se muestran en (b) se tomaron en un
animal representativo pre-inyectado con vinpocetina anfes (trazo

superior) y 30, 60 y 80 min después de la inyeccion de la 4-AP.
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8. DISCUSION GENERAL

En el presente trabajo fueron investigados los efectos de dos
convulsivantes quimicos, PTZ y 4-AP, administrados a dosis que inducen
convulsiones generalizadas severas, sobre la sensibilidad auditiva
(determinada por el umbral auditivo de los PAETC) y sobre la amplitud y la
latencia de las ondas de los PAETC evocados con un estimulo de alta
intensidad (100 dB) en los cobayos.

Todos los registros obtenidos en este trabajo fueron realizados en
cobayos anestesiados con una mezcla de ketamina y xilazina por via
intramuscular. En los cobayos, la amplitud maxima del EEG se redujo
ligeramente una hora después de la anestesia (Fig. 10). Estos datos
confirman los datos reportados anteriormente en ratas anestesiadas por
Goss-Sampson y Kriss (1991). Sin embargo, este ligero efecto de la
anestesia sobre el EEG es irrelevante, ya que la anestesia no produce
cambios en la amplitud y la latencia de las ondas de los PAETC evocados
con el estimulo de alta intensidad (100 dB) o cambios en el umbral auditivo
de los PAETC durante el tiempo de duracién de los experimentos.

En el presente trabajo se demuestra que los agentes convulsivantes
aumentan marcadamente el umbral auditivo de los PAETC y alteran los
parametros de algunas ondas de los PAETC en respuesta al estimulo de alta

intensidad. Por ejemplo, el PTZ disminuyé la amplitud de la onda P4 y
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aumento la latencia de las ondas P2, P3 y P4; mientras que la 4-AP aumenté
la amplitud de la onda P3, disminuyé la amplitud de la onda P4 y aumenté su
latencia. Estos hallazgos demuestran que aunque el PTZ y la 4-AP difieren
en sus mecanismos de accion moleculares (Macdonald y Barker 1977;
Morales-Villagran y Tapia 1996), la actividad epiléptica cortical inducida por
ambos agentes convulsivantes se ve acompafiada por una marcada
reduccion en la sensibilidad auditiva, que a su vez parece estar ligada a las
aiteraciones en las ondas de los PAETC de origen retrococlear. El analisis de
los parametros de las diferentes ondas de los PAETC en respuesta al
estimulo de alta intensidad revel6 que el aumento del umbral auditivo
producido por ambos agentes convulsivantes se acompafa por una
disminucion en la amplitud y un aumento en la latencia de la onda P4, que es
la onda que se genera en el nucleo lateral del COS, asi como por algunos
cambios en la onda P3, que se genera en el nicleo medial del COS, lo que
sugiere que dichos cambios retrococieares estan ligados con ia reduccién en
la sensibilidad auditiva.

Entre los ndcleos del COS el nucleo lateral es el sitio primario de la
interaccién binaural en el sistema auditivo ascendente (Wada y Starir
1983a,b,c; Ungan y Yagcioglu 2002), porque recibe inervacion exitadora
ipsilateral e inervacién inhibidora contralateral (Helfert y col. 1989; Suneja y
col. 1998; Sanes y Friauf 2000). En el presente trabajo los animales se
estimularon monoauralmente. La estimulacibn monoaural utilizada hizo

posible poder desenmascarar por primera vez la conexién entre las
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alteraciones de la onda P4 y el aumento en el umbral auditivo que se
presentan en ambos modelos de epilepsia experimental.

El hecho de que el aumento en el umbral auditivo inducido por los dos
agentes convulsivantes utilizados en la presente investigacion no se vea
acompanado por cambios en la latencia o en la amplitud de la onda P1 de los
PAETC indica que la pérdida del oido inducida por el PTZ o por la 4-AP no
involucra a las células pilosas de la cdclea.

Los cambios en los parametros de algunas ondas de los PAETC o en
los umbrales auditivos reportados en pacientes epilépticos han sido
atribuidos a los fArmacos antiepilépticos (Japaridze y col. 1993; de la Cruz y
Bance 1999). Sin embargo, los cambios en las ondas tardias de los PAETC
evocados por el estimulo de alta intensidad y el aumento en el umbral
auditivo inducidos por el PTZ o la 4-AP en animales nunca tratados con
farmacos antiepilépticos que se muestran en la presente investigacion
indican que la epilepsia por si misma también puede reducir la sensibilidad
auditiva alterando la actividad de los generadores de las ondas tardias de los
PAETC.

La posibilidad de que la conexién entre los cambios en la latencia y/o
la amplitud de las ondas de los PAETC generadas en el COS vy {a elevacion
de los umbrales de los PAETC demostrada aqui en el modelo animal, no se
haya podido desenmascarar en los pacientes epilépticos puede deberse a

que solo en el modelo animal es posible evitar la medicacién con diferentes
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farmacos antiepilépticos y controlar las diferencias en la sensibilidad auditiva
individual antes y después de la presentacién de las crisis epilépticas.

Considerando estos resultados, es posible especular que en pacientes
epilépticos con alta cronicidad, la frecuencia de las alteraciones en los
ndcleos de! COS que acompanan a las crisis epilepticas lleguen a convertirse
en un factor permanente, capaz de reducir la audiciébn hasta un nivel
clinicamente perceptibie.

La comparacién de los registros del EEG con los registros de los
PAETC durante el periodo post-ictal también reveld un paralelismo entre la
severidad de los cambios inducidos por los agentes convulsivantes en
actividad cortical y en las ondas de los PAETC generadas en los nucleos del
COS. Este paralelismo es consistente con un papel de nicleos especificos
del COS en la epilepsia generalizada y fue sugerido previamente con base
de fluctuaciones bifasicas de la amplitud de la onda P3 que ocurren antes de
la aparicién de las descargas paroxismales en el EEG de los pacientes
epilépticos (Kohsaka y col. 1999; Kohsaka y col. 2001). Ademas, este
paralelismo es consistente con un estudio neuropatolégico que demostréd
atrofia de los nlcleos principales del COS en pacientes que padecieron
convulsiones generalizadas durante su vida (Fisman 1975).

En la segunda y tercera serie de resultados presentados en esta tesis
se demuestra que la vinpocetina bloquea el desarrollo de las convulsiones e
inhibe la actividad epiléptica cortical inducida por dos agentes convulsivantes

durante los periodos ictal y post-ictal. Ademas de esta accién anti-
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convulsivante, demostramos que la vinpocetina inhibe la pérdida del oido y
las alteraciones de amplitud y latencia de las ondas de los PAETC inducidos
porel PTZ y la 4-AP.

No obstante el efecto positivo que ejercen las drogas antiepilépticas
disponibles sobre el control de las convulsiones, dichas drogas también
causan varios efectos adversos (Vermeulen y Aldenkamp 1995; Gates 2000;
Brunbech y Sabers 2002; Schmidt 2002), como se menciond anteriormente.
Uno de los principales efectos adversos de las drogas antiepilépticas es el
deterioro de las funciones cognitivas y conductuales, particularmente la
memoria (Gates 2000; Kwan y Brodie 2001; Brunbech y Sabers 2002;
Schmidt 2002). Ademas, las drogas antiepilépticas, incluyendo a la
carbamazepina, valproato, fenitoina, fenobarbital, clonazepam y vigabatrina,
también causan deficiencias en la audicién y alteraciones en las ondas de los
PAETC (Mervaala y col. 1987; Hirose y col. 1990; Yuksel y col. 1995; de la
Cruz y Bance 1999; Zgorzalewicz y Galas-Zgorzalewicz 2000).

El hecho de que la vinpocetina ademas de cancelar completamente a
actividad epiléptica cortical inducida por el PTZ y la 4-AP durante los
periodos ictal y post-ictal, también cancele las alteraciones en los parametros
de las ondas tardias de los PAETC y el aumento del umbrai auditivo que
inducen ambos convulsivantes indica que la capacidad antiepiléptica de la
vinpocetina tiene ventajas sobre la mayoria de los farmacos antiepilépticos

disponibles.
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Ademas, la vinpocetina ha demostrado mejorar las funciones
cognitivas, particularmente la memoria, en ratas (De Noble 1986, 1987) y en
humanos (Subhan y Hindmarch 1985; Bhatti y Hindmarch 1987) y también
impide el desarrollo de la pérdida del oido, como demuestran los resultados
de este trabajo.

Es posible que la cancelacién que produce la vinpocetina sobre las
anormalidades retrococleares inducidas por los dos agentes convulsivantes
contribuya a su acciéon anticonvulsivante, pues en estudios previos se ha
demostrado que los cambios en estructuras auditivas de los nucleos de oliva
superior acompanan (Fisman 1975) e incluso preceden (Kohsaka y col. 1999;

Kohsaka y col. 2001) a la actividad epiléptica en pacientes.
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9. CONCLUSIONES

1. La epilepsia reproducida en modelos farmacoldgicos, tales como el

PTZ y la 4AP, induce pérdida del oido.

2. Estos modelos de epilepsia aumentan la latencia y disminuyen la
amplitud de la onda P4 de los PAETC, generada en el nlcleo lateral

del complejo olivar superior.

3. Las alteraciones de la onda P4 de los PAETC, en ambos modelos de
epilepsia, deben estar relacionadas con el aumento de la inhibicién
contralateral de la actividad del nucleo lateral del complejo olivar

superior.

4. La vinpocetina posee propiedades antiepilépticas, previene las
convulsiones e inhibe la actividad paroxismal cortical durante los

periodos ictal y post-ictal.

5. La vinpocetina es capaz de antagonizar las alteraciones de origen
retrococlear y la pérdida del oido que induce la epilepsia experimental,
lo que la convierte en un farmaco alternativo para el tratamiento de la

epilepsia.
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Abstract

For exploring a possible connection between the reduced hearing sensiovity and certain abnormalitics in the auditory brain-
stern responscs (ABRs) in generalized epilepsy. the effects of two convulsing agents, pamely pentylenetetrazole (PTZ) and of
A-aminopynidine (4-AP), on' (1) the corical activity (EEG), (2) the heariny threshold and () the amplitudes and fatencies of
the ABR waves evoked by a sumulus of high intensity (100 dB) were investigated wn guinea pigs. Al amumals injected 0.p.)
with 100 mke PTZ o1 with 2 mg/ky 4-AP developed generalived seizures, tollowed by charactenistic EEG patterns for the
post-ictul penod. thatwere accompanicd by a marked reducton of the hearing sensitivity (as nidicated by the elevated threshold
of the ABR), a~ well as by retro-cochlear chunges (as judged by the changes in the later ABR waves in rexponse 10 100dB).
For instance. both convulsing agents decreased the amplitode and incredased the latency of P4, that is the wave component of the
ABRs gencrated in the lateral superior olivary nucleus and while P1Z increased the lateney of P3. the wave component of the
ABRs generated in the mediat supenor olivary nuclens, 4-AP dramatically mcreased its amplitude  Comparison of vecordings
taken at specihe tmes Tor the duration of the post-retal period (ie. within sbout 1h for PTZ and 2 h for 4-AP) reveals that the
extent of the changes on the EEG matches with the mercase in the auditory threshold and with the extent of 1he changes an the
later waves of the ABR ehcited by 100 dB. These daty indicate that changes in the activity of the lateral and the medial nuclei
of the supenior olvary comples {SOC) accompany the hearing loss and the post-ictal epileptic cortical activity.
®© 2003 Elsevier Science BV, All rights reserved.

Kevwonds, Heanng toss: Epilepsy: Supenor obivary complex

1. Introduction that occur within 10 ms post-stimuhis. Since changes
in the late wave components of the ABRs indicate

Auditory brainstem responses (ABRs) are fav alterations of specific nuclei of the anditory brainstem
field-cvoked potentials that consist of several waves (Hughes and Fino. 1985), ABRs are commaonly used

in the clinical diagnosis of retro-cochlear lesions. In

" Comespending nuthor. Tel.: 45755627 1566: zu_]clumn‘, the ABR (h'rmhnld I\ fot‘d in the CII_HICEI!
Fax: £82-5-5622-3807. diagnosis of the hearing sensitivity, because stimoh
E-mail address: siges@servidor onam, iy (M. Sitges) of progressively higher intensity (in dB) are needed

0920-1211/03/S - see Front matter © 2002 Ehevier Seicnce BV A1 rights reserved.
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tfor evoking the ABR while the hearing sensitivity
declines. Theretore, clevations in the ABR thresholds
are an objectve determination of hearing delterio-
ration.

Assessment of ABRs 1n pauents with generahzed
epilepsy indicates abnormalitics in the ahsolule or in
the inter-pcak latencics of some late wave compo-
nents of the ABR (Rodin et a)., 1982; Mervaala ct al,
1986: Phillips ct ab.. 1990), as well a5 in the amphuude
of one of these waves (Kohaaka et al., 1999; Kohsaka
et al.. 2001). Addwionally. one study carricd out i a
large number of epileptic patients indicates a tendency
towards elevited ABR thresholds, particularly in sub-
jects sultering severe (e, high chronicity) grand mal
cencralized epifepsy (Soliman et al.. 1993). Although
changes in 1he latency and/or amplitude of the later
ABR waves in epileptic paticnts have been reported,
and elevated ABR thresholds are more frequemly
tound in paticnis showing high chronicity of the all-
ness. a direet sy<tematie stady for the elucidation of
a possible connection between these two phenomena
is nol available.

For exploring it the loss i the hearing sensitivity
in response to severe generalized epilepsy involves
changes m the latency and/or amplitude of the later
waves of the ABR. we have used an unimal (guinea
pig) maclel of gencralized seizures. Because in a pre-
vious study we have found that the rise in the auditory
threshold in the guinea pig model of hearing loss
induced by an aminogiycoside antibiotic. although
was parhcuolarly accompanicd by changes in the car-
liest ABR wave. also caused <ome changes 1n other
waves of the ABR (Nekrassov and Siges, 2000). and
there is some evidence soggesting epileplogenicity
of aminoglycossde antibiotics (Pierson and Swann,
1988 Grondah! and Langmocen, 1993).

In the present investigation, the efieet of severe
veneralized seizures (s deteevuned by the EEG) in-
duced by two powerful convulsing agents, namcly
pentylenctetrazole (PTZY and 4-3minopyndine (4-AD)
(Loscher et al.. 199): Morales-Villagran and Tapia,
1996; Teskey et al., 1996). on ABR waves shape and
threshold wis wested in guinea pigs of the same age and
sex and with similar hearing sensitivity. The individ-
ual animal variations were further reduced by compar-
ing the EEG and sudinon parameters befare und aller
induction of seizures in each guinea pig. The present
data demonstrate that PTZ and 4-AP al doses inducing

gencralized seizares increase the ABR threshold ang
change the amplitude and/or latency ol the later ABR
waves evoked by a stimulus of high intensity without
madifying the earliest wave of the ABR.

2. Methods

Experiments were performed in pigmented adult
male guinca pigs with similar ABR thresholds, ini-
tially weighing 372436 g, EEG recordings were used
to evaluate changes m cortical excitability and ABRs
recordings (o evaluate the hearing status of each an-
imal. For EEG recordings. needle electrodes were
placed subeutancous over the left temporal arcu (ac-
live clectrode) and over the lelt {rontal area between
the midline and the arched portion of the orbital crest
(rcterence elecirode). For ABR recordings, needie
electrodes were placed subcutaneous at the apsilat-
eral left pmna (reference clectrode). the contratateral
pinna (ground clectrode) and the verex (active elec-
rode). EEG and ABR recordings were performed in
a soond prool room with & Nihon-Kohden Neoropack
IV Mini (MEB-5304K) system. Prior (o each se-
quence of recordings, auinca pigs were ancsthelized
with a ketamine (50/10me/kg xylazane) solution.
The anesthetic was chosen because, besides it re-
strains movement, stress wdd muscular activity and
is swtable for monitoring (he experimental etfects,
it has been demonstrated that in the rat this anes-
thetic solution, even when used at a hizher concen-
tration (i.e. 90/10mg/ke xvlazine) does not change
the Jatency or the amplitude of any of the first four
ABR waves with ome (Goss-Sampson and  Kriss,
199]).

For the ABR recordings, the method reported pre-
viausly (Nekrassov and Sitges. 2000) was followed.
Brielly, monaural tone hurst stimuh of 4 und 8kHe
were delivered by TDH 39 earphone located 1 em
from the left car. The night ear was blocked with a
special wax plug that substantially redoced the sound
tevel at this car. Four or 8 kHy alternating polarity tone
borsts (2075}, with 2 mg duration and (.5 ms rise-fall
times were used for evoking the potentials. Responses
were anplified and averaged (500 responses), dis-
played vertex positive up and saved to disk for off-line
analyses. The Institutional Animal Usc and Care
Commiliee approved all experimental procedures.
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21 Experimental animals and treatment groupy

Sixieen guinca pigs were cntered into the study.
{alf of the animals were used 10 test the cffects of
*TZ and the other halt 10 1est the effects of 4-AP. PTZ
xas obtained from ICN Biochemicals Ine. (Aurora,
Dhio) and 4-AP from Sigma (St. Louis MO). PTZ
1as been dissolved n saline and 4-AP in oxygenated
HEPES buffer (composition i mM: 127 NaCl. 1.18
{H5PO4.3.73 KCI. | CaCla, 1.18 MgSOy4. 20 HEPES
ind 5.6 mM dextrose), in order 10 be able (0 adjust the
bH of the solution containing 4-AP.

Three types of recordings, namely the EEG record-
ng. the ABR recordings for determination of the au-
fitory threshold and the ABR recordings elicited by a
sumulug of high intensity (100dB), were obtained in
81 animals 10 min after the injection of the anesthetic
solution. Tmmediately after getting those recordings.
inimals were injected (i.p.) with the condition 10 be
ested (i.e. the vehicles used o drlute the convulsing
agents, PTZ. 100 mg/kg or 4-AP 2mg/kg) and new
series of recordings were obtained at different times
1ter the injections. The recordings for the determi-
nation of the ABR threshold were obtained 30 and
50 min after all the injecuons. The EEG recordings
and the ABR recordings evoked by 100 dB were taken
10. 20, 30 and 50 min after the injection of PTZ, and
30, 60. 80 and 100 min after the injection ot 4-AP
or the vehicles. These times were chosen taking into
account the slart and durauon times of the ictal and
posi-ictal periods indueced by the convulsing agents.

2.20 Definition of terms used to dexcribe the differem
patterns of cortical activity and the ABR purameters
measured

In the present study. the ictal period is veferred to
the cortical acuvity recorded during convalsjons in
anesthetized guinea pigs injected with (he convulsing
agents (Fig. 1). This ictal period is followed by par-
ticular patterns of cortical activity induced by PTZ
and by 4-AP (Fig. 2). We define post-ictal period to
the time of duration of these patierns of cortjcal ac-
tivity, that ate not accompanied by convalsions. Since
during the ictal period seizures interfere ABR record-
ings. ABRs were recosded for the time the animal was
presenting the post-ictal period. In order 10 quantify
the cortical activity before and during the post-ictal

(@)
86107 Wiyt bt syl m i brenas gl oy

’ _[souv
18

Iag. 1. Representative EEG davig the generalized seizures indneed
by PTZ and by 4-AP (&) EEG rocordings taken o one animal
befoee (top race) and 1min after injection of 100 me/ke P17 (flow
trace). (b) EEG recordings taken 1n one ammal be(ore (lop trace)
and 20 min after injeciion of 2ng/kg 4-AP {low trace).

period. the EEG highest peak amplitude value was cal-
culated from 4 records (10s each). The EEG highest
peak amplitude value is defined as the main positive o
negative non interropted peak deteceted in 108 of EEG
recording.

The peak amplitude (in p. V) of cach wave of the
ABR is measured from the reference baseline (i.c.
the trace between the auditory stimuius and the ap-
pearance of the first ABR wave) 10 the posilive peak
of the wave. The latency of each ABR wave (in ms)
ix the time interval between the onset of the stimulus
{small vertical arrow below the recordings of Figs. 5¢
and 6¢) and the positive peak of the wave. Thresh-
old is defined as the lowest stimulus intensity (in
dB) at which the P3 wave of the ABR could still be
recorded in three consecutive (rials (cach trial eyuals
the average response to 500 sumuli). For obtaining
the auditory threshold a (one burst response with an
intensity af 100dB normal hearing level (nHL) was
mitially recorded. Then thresholds were determined
for cach stimulus by reducing the intensity at 20 and
10dB nHL intervals, and then at SdB intervals down
from a supra-threshold ABR recording o identfy
the lowest level at which reproducible waves could
be recognized. The sound threshold level was also
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Fip 2 Chacuclerisae post-ictal LEG chanyges iduced by PTZ
and by 4-ALL () EEG reeordings wken iy arepresentative anmma!
before (top ttace) and 2t the mdicuted tinkes aller the injection
of 100 mg/hg PYZ, (b)) EEG recurdings tiken an a repr
imal before (op truce) und dat the indicwed nmes after the
inpection of 2 mg/kyg 4-AL

nbree

objectively estimaled. The amplitude of the P2 wave
at the peak was plotted against the corresponding
sound intensity in order (o consiruct input—ouatput
curves at 20, 10 and 3dB nHL steps for 4 and
S kH..

2.3, Sratisiies

Siwudent’s r-test was used for evaluation of dif-
ferences between results obtained before and afler
{10. 20. 30 and SOmin) PTZ injection and of differ-
ences between results obtained before and after (30.
60. 80 and 100nin) 4-AP injecuon. The criterion
for statistical significance for all measures was P =
0.05. All data are expressed as means & §.E. of the
mean.

3. Results

X Generalized seizures induced by PTZ
and 4-AP

All anesthetized animals injected with the convul-
sing agents developed generalized seivures. For eact
antmal. the onset of seizure activity was identified or
the EEG nacing. For the case of PTZ. the charactenis-
tic repetitive high amplitude spike-sharp wave activity
appears suddenly within the two first minute after it
administration (Fig. Ta). and for the case of 4-AP it
appears more sJowly and gradually reaching a contin-
aous pattern about 20 min alier 4-AP adminixtration
(Fig. 1b).

3.2 EEG changes induced by P17 and 4-AP durmng
the post-teral period

Comparison of (he cortical electmeal activity in-
duced by PTZ and by 4-AP during the post-ictal pe-
riod ¢vidences some differences in the FEG putterns
induced by these convulsing agents. While rhythmic
spike bursts of high amplitude are induced by PTZ.
isolated spikes of high amplitude characterize the
epiteptiform discharges induced by 4-AP. Character-
istic FREG recordings under control conditions (i.e.
befare injection of the convulsing agents) are shown
in the top traces of Fig. 2a ond b. The changes on
the EEG induced by PTZ after 10, 20,30 and S0 min
and by 4-AP afier 30, 60 and 80 min are shown in the
recordings below the control (top) races of Fig. 2a
and b, respectively.

3.5, Lffect of PTZ and 4-AP on the highest 1EEG
peak amplitude

In order to quantly possible chunges on the EREG
with time in the anesthetized animals and in the anes-
thetized animals injecied witly the velncles wsed to
dissolve the convulsimg agents (i.e. saline or HEPES
buffer). the highest EEG peak amplitade value from
recordings taken 10, 30. 60. 80 and 100 min ufter
anesthesia or 10 min alter anesthesia and 30. 60, 80
and 100 min atter the vehicles injection was calcu-
lated. The highest EEG peak amplitude values in the
anesthetized animals without veheele or injecied with
the vehicles were similat. Since no difference was
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Fig 3 Objective estimation of the cortical changes induced by the
convulsing acents during the post-ictal perod  Highest EEG peak
amplitnde values betore (Bet.) and av the indicated tmes after
ia) vehucte, (b) 100 mg/ke PTZ and (¢} 2mg/ke 4-AP njection
Rexults are the mean £ 8. M. valuey of eight independent amimals
for cach group. (%), Staisncally sigmficam difference benveen
data obtained before and at (he ndicated time after vehicle, PTZ
or 4-AP injcction.

observed between the two vehicles., results obtained
with the two vehicles were averaged. In Fig. 3a the
results obtained in (he animals njected with the ve-
hicles are presented. These results show that alter
30min the highest EEG peak amplitude value is
maincained and slightly declines o lower values after
1h until the end (Y00 min) of the experiment. The
ammals were recorded again 1 week later, but instead
the vehicles the convulsing agents were injected. The
highest EEG peak amplitude value obtained 10 min
after anesthesia s maintained | week later, as can be
seen by camparing the first point (Bef.) in plots a. b
and ¢ on Fig. 3. However. 10 min after the injection
of PTZ the highest EEG peak amplitude value in-
creases more than two-fold untl the end (50 min) of

the experiment (Fig. 3b). Also the injection of 4-AP
increases the highest EEG peak amiplitade value about
two-fold after 30 min and turther after | h untl the
end (80 min) of the experiment (Fig. 3¢). Notice that
in addition to the EEG recorded after the injection
of vehicles, PTZ or 4-AP, also EEG were recorded
in each animal before any injection, so each animal
served as its own control. However, the slight reduc-
tion after 1 h of anesthesia shown in Fig, 3a suggests
that the increases on the ECG highest peak amplituede
value induced by (he epileptic agents could be even
slightly underestimated at the later points.

A shorter duration of PTZ experiments is presented
because in some of the animals mjected with PTZ
anesthesia Jasted no more than 60 min.

34, Effect of PTZ and 4-AP on the auditory threxhold

The auditory thresholds for § and 4kHz tone Ire-
guencies were tested in recordings taken 30 and 60 min
after the injection of vehicle or of the convulsing
agents. In animals injccted with vehicle the auditory
thresholds remained practically unchanged at the two
tone frequencies tested (Fig. 4a and b). In contrast,
in ammals injected with PTZ (Fig. 4c and d) and
4-AP (Fig. 4e and f) a narked ncrcase on the aodi-
tory (hresholds at both tone frequencies was observed.
Note 1hat in all cases each animal served as its own
control, as thresholds before and after the injection of
vehicle, PTZ or 4-AP were compared.

3.5 Effect of PTZ and 4-AF on ABR waves amplitude

For the case ot Pl and P2 no changes in ampli-
wde were observed after the injection of the two con-
vulsing agents at any tone frequency tested (i.e. 4 and
8 kHz) for the duration time of the experiments (data
not shown).

The particular nuclei of the superior olivary com-
plex (SOC) that generate P3 and P4 in the guinea pig
are the medial superior olivary nuclevs and the lat-
eral superior olivary nucleus, respectively (Wada and
Starr, 1983¢). PTZ did not change the amplitude of
P3 for S50mmn (Fig. 33). but progressively decreased
the amplitude of P4 (Fig. 5b). Representative record-
ings of ABRs before and S0 min alter PTZ injection
are illustrated 1n Fig, S¢. In contrast o PTZ, 4-AP
mereased the amplitude of P3 markedly 30 min after
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amd 1), Resules are the mean=8.£.M. values of 16 (a and b) or & (¢, d. ¢ and {) independent animals (%), Staistically sigmncunt dufterence
between the wuve peak aniplitudes obtwined before und atter injection of the indicated expenmentad condinon (e velucle PTZ or 4-APy.

ws administration and (urther in the following record-
ings, reaching the highest value (9.28 + 0.4 WV)
100 nn alter 4-AP injection (Fig. 6a). 4-AP, like
PTZ. progressively decreused the amplitude of P4.
Thirty minutes after the injection of 4-AP a dramatic
decrease in P4 amplitude was observed. and | h after,
P4 amplitude even reached negative values, thal were
mamntained until the ead (100 min) of the experiment
(Fig. 6b). Representative recordings of ABRs before
and 1 h after 4-AP injection are illustrated in Fig. 6¢.
When animals were injected with the vehicles the
amplitude values of P1, P2, P3 and P4 were maintained
for the duration of the experiment (dala not shown).

3.6. Lflects of the convulsing agents on ABR
waves lateney

PTZ signilicantly increased the latency of P2, P3
and P4 a1 the two tome frequencics (8 and 4 kHz) tested
(Table 1). The increase exerted by P1Z on those waves
latency was significant 10 min after its injection.

4-AP did not change the latency of P2 and P3 for
the duration time (100 min) of the experiment at any
of the two tone frequencies tested. but like PTZ. 4-AP
mncreased the latency of P4 at both wne frequencics.
The dramatic increase in P4 Jatency induced by 4-AP
1 h after jts injection was maintained until the end of
the experiment (Table 2).

In the anesthetized ammals injected with vehicle
the latencies of the ABR waves in response o the
100dB stimulus at 4 and 8 kH7 tone frequencies did
not change within 10¢min. For instance. the lalencies
of P3 and P4 in response to the tone [requency of
8 kHz 100 min after anesthesia were 2.52 £ 0.02 and
3.51 £0.03, respectively.

4. Discussion
In the present work. the effects of P1Z and 4-AP.

at doses inducing severe generalized seizures, on the
hearing sensitivity (indicaled by the ABR threshold)
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Fig. 5. Effects of PTZ on P3 and P4 wuve peuk amplitudes, The amphtude of the wave componenis of ABRs for 8 kHz ones at 10 UB
nHL wus deterivined before and 10, 20, 30 and 30 mm after the injection of 100 my/ke PTZ. (9) Amplitude of the P3 wave peak before
(Bef ) and at the indicated times after PTZ mjection. (b) Amplitude of the P4 wave peak before (Bel) and at the indicated times atier
PTZ injection. Results arc the mean £ S E-M. values of cight independent anmals (%), Swatistjcally signidivant difference between the
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and on the amplitude and latency of the waves of the
ABR induced by a stimulus of high intensity (100 dB)
were tested for the post-ictal period in the guinea
pig monaurally stimulaied. All the recordings of the
present study were performed in animals anesthetized
with a kelamine/xylaxine solution. In agreement with
the effects of this anesthetic solution on the EEG and
on the ABR with time previously reported in the rat
(Goss-Sampson and Kriss, 1991), we have found that
in the guinea pig the EEG highest peak amplitude
value is slightly reduced after 60 min of anesthesia
(Fig. 3a), but that the amplitude and fatency of the
ABR wave components evoked by the 100dB stimu-
lus are not changed alter 100 min of anesthesia. Our
results also show that anesthesia does not change the
ABR threshold in the guinea pig with time (Fig. 4a and
b). In contrast, the convulsing agents caosed a marked
increase in the ABR threshold and significant changes
on sone of the ABR wave companents evoked by the
100 dB stimulus (i.e. PTZ decreased P4 amplitude and

increased P2, P3 and P4 latencics and 4-AP increased
P3 amplitude, decreased P4 amplitude and increased
P4 Jatency).

The present study demonstrates that although PTZ
and 4-AP differ i their molecular mechanisms of ac-
tion (Macdonald and Barker. 1977; Morales-Villagrin
and Tapia. 1996). the epileplic cortical activity in-
duced by both convulsing agents is accompamed by
a marked reduction of the hearing sensitivity. as indi-
cated by the increase in the ABR threshold. Analysis
of the parameters of the different waves of the ABR
evoked by the auditory stimulus of high intensity be-
fore and afier the injection of PTZ or 4-AP reveals
that the increase in the auditory threshold exerted by
both convulsing agents 1y accompanied by a decreased
amplitude and increased laiency of P4, the wave gen-
crated in the lateral superior olivary nucleus. as well
as by some changes on P3, (he wave generated in the
medial supenor olivary nucleus, suggesting that these
retro-cochlear changes are linked with the reduced
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hearing sensitivity. Among the nuclei of the SOC. the
tateral superior olivary nucleus is one of the primary
sites of binaural interaction in the ascending audi-
tory system (Wada and Starr, [983a,b.c: Ungan and
Yagcioglu, 2002). as it recerves ipsilateral excitatory
mnervations and contralateral inhibitory innervations
(Helfert et gl 1989; Suncja cr al., 1998: Sunes and
Friauf, 2000). that determime us activity. Thus. the
monaural stimulation used in the present study may
helped to detect the common changes on P4 that go
along with the increase in the ABR threshold elicited
by two convulsing agents.

The increase in the auditory threshold induced by
PTZ and 4-AP is not accompanicd by changes n
the latency or amplitude of the Pl wave of the ABR
evoked by 100dB indicating that the hearing loss in-
duced by the convulsing agents does not involves dam-
age ol the cochlear hair cclls.

The connection between the changes in the latency
and/or amplitude of the ABR waves generated in the

SOC and the elevated ABR thresholds shown here in
the epileptic animal madel. was not clearly resolved in
epileptic patients. Probably because only the use of an-
imal models allows (o avoid medicanon with different
anti-epileptic drugs and to control witlh some measure
ol precision the ditfferent individual hearing sensitiv-
ity. Thus. the changes in some ABR waves or in the
auditory thresholds reported in epileptic patients have
hcen atiributed to the anti-epileptse drugs (Japaridze
et al.. 1993: de la Cruz and Bance, 1999). However,
the changes in 1he later ABR waves clicited by the
high intensity stimulus (1003B) and the increase in
the auditory threshold induced by the convulsing doses
ol PTZ and 4-AP obscrved here in animals that never
received any anu-epilepuc drog, mndicates that also
epilepsy per se can redoce the hearing sensitivity, via
alterations in the acuvity of the generators of (he later
ABR waves. Considering these results it can be spee-
utated that the frequent distarbances ot the SOC nu-
clei of the epileptic patients with high ehroncity could
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Fable |

PTZ increases P2, P und P4 wave peak latencien®, at 100d8 aHIL
P2 Jiteney X kH/ 4kl

Betore |87 £ 002 188 4= 0.02

10 min 193 & 0.017 193 & 001
2(hmin 194 £+ 000" )9S L= 001
30 min (9s £ 0.01° 198 £ 0.02°
50 min 193 £ 0.0 1.94 4 0.02°
P futency RKH7 4 kHs

Before 251+ 002 2.52 £ 002

1 nin 250 £ 002 2,539 £ 0027
200min 261+ 002 260 £ 0027
30 nnn 262 + 002 261 £ 002
S0mun 260 = 002 260 £ 0027
P latency ShH/ JKkH7

Before 349 002 335 £ 0.0

Wmin AR 003 Ao = 000
M man 260 + 0.05° 361 £ 00V
30 min 200 4 004" 162 = 003"
S0 man 3,62 - 008 362 £ 004

CResty are the mverage £ S.F.M. values in miiliseeond ol data

obtaned front enght ammals. Before relers to control values beture
PTZ administration.

> Sieificont difference between wave peak lutency values before
and at e indeaed ome after PTZ injection,

become a permanent factor capable 1o reduce hearing
to a clinically detectable level.

Comparison of the EEG recordings and (he ABR
recordings evoked by 100 dB for the post-ictal period
ajso revealed a parallehsm between the severity of the
changes induced by the convulsing agents on the cor-
tical activity and on the ABR waves generated in the
nuclei of the SOC in response 1o J00dB. This paral-
lelism 1s consistent with the imvolvement of specific

Table 2

4-AP mereanes P4 latency at 100 dB nl.

P4 latency SKH» 4AkHz

Before 4R £ 006 350 4 0.02

30min 351 £ 01 1S58 £ 0N

60 n1in 180 £ 0107 378 = 009
S50 mm 3180 £ 00 378 x 0.09”
10 nun AR £ 0127 374 + 0107

¢ Resolis are the average + S E.M vadues, in millisceond of data

ohtaineid fronm four animals, Betore refers o control vulues., (w
hefore 4-AP wpection.

© Srgmficant differcaoce between P4 lutencies before and ¢ the
indicated time alter 4-AP injection.

nucler of the SOC in generalized cpilepsy. previously
suggested on the hasis of the biphasic P3 amplitode
Mluctuations that occur hefore appeanrance of the EEG
paroxysmal bursts i patients (Kohsaka et al.. 1999,
2001), and is coherent with u neurppathology sludy
showing atrophy ol the main nuclei of the SOC in
patients who have presented with s¢izures during life
(Fisman, 1975).

In conclusion, we think that the main finding of the
present investigation is (hat the post-ictal cortical ac-
tivity can be accompanied by alterations in the activity
of specific nuclei localized in the SOC, and that this
retro-cochlear alterations are linked with a decline in
the hearing sensitivity.
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