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RESUMEN

La investigacion de los efectos de la isquemia-anoxia sobre estructuras cerebrales
especificas y el estudio de farmacos que protegen en contra de tales efectos
patoldgicos, han sido motivo de interés en los afios recientes.

Se conoce, que la lesion de los componentes celulares del sistema nervioso
central postisquemia, es dependiente de la duracidn de la isquemia y de la
aplicacion oportuna de farmacos que antagonicen algunos de los mecanismos
fisiopatolégicos que se activan a partir del episodio de isquemia. Estudios
farmacologicos han mostrado que los opicides endégenos mediante acciones
sobre sus receptores, juegan un importante papel en la lesién neuronal que se
produce después de la isquemia-anoxia. Reportes de estudios con naloxona a
diferentes dosis, basados en sus propiedades como antagonista de receptores a
opioides, han mostrado en seres humanos y en diferentes animales de
experimentacién que la naloxona es capaz de producir proteccion en contra del
dafio cerebral ocasionado por la isquemia-anoxia.

Con base en los datos reportados, se realizé un estudio para probar los efectos de
la naloxona sobre las alteraciones funcionales del sistema nervioso provocados
por la isquemia-anoxia cerebral global aguda, mediante el analisis de las
caracteristicas de la actividad eléctrica (AMN y EEG) de diversas estructuras
cerebrales; asi como sobre la deficiencia neurolégica. El trabajo se efectud
mediante el desarrollo de un modelo experimental en el que se indujo el paro
cardiorrespiratorio en gatos. Estos animales fueron implantados a permanencia
con electrodos bipolares concéntricos en formacion reticular mesencefélica (FRM)
hipocampo dorsal (HIP) y sustancia gris periacueductal (SGP); asi como con
agujas de acero inoxidable sobre la corteza parieto-occipital (CP).

Se estudiaron dos grupos de animales. Grupo |.- Animales sometidos a isquemia-
anoxia sin tratamiento de naloxona. Bajo anestesia con halotano, bloqueo
neuromuscular y ventilacion mecanica controlada, los animales fueron expuestos a
un periodo de 15-19 min de isquemia-anoxia cerebral global aguda en condiciones
controladas de presion arterial media, presion arterial de oxigeno, presion arterial
de COo2, y pH. Grupo ll.-Animales sometidos a isquemia-anoxia con tratamiento de
naloxona. A este grupo se le efectuaron las mismas maniobras que a Ios animales
del grupo |, pero con tratamiento de naloxona (2 mg/kg) inmediatamente después
de las maniobras de resucitacion, y dosis similar en infusién continua durante las
siguiente 6 horas.

La actividad eléctrica cerebral registrada en las estructuras cerebrales, antes del
experimento en |0s registros control, desaparecié de! trazo electroencefalografico
durante el periodo que durd el paro cardiorrespiratorio y aparecié nuevamente en
los primeros minutos después de este evento significativamente reducida, tanto en
las bandas del EEG (frecuencia y voltaje) en CP, FRM HIP y SGP, como en la
AMN (descargasiseg) en FRM, HIP y SGP, con recuperacién progresiva en el
transcurso del tiempo en todas las estructuras registradas en los animales de los
grupos no tratados y tratados con naloxona.



En los 6 dias siguientes después de la isquemia-anoxia, en los animales del grupo
no tratado, los componentes del EEG (bandas 0.5-3.5 Hz; 4-7 Hz y 13-32 Hz)
mostraron alteraciones en su frecuencia de aparicion y en su potencia, y la AMN
no mostrd variaciones significativas con respecto a los valores obtenidos de sus
mismos controles en todas las estructuras registradas. En los animales del grupo
tratado, sometidos a isquemia-anoxia y con tratamiento de naloxona los valores de
la frecuencia de aparicidon y su potencia del EEG, no mostraron alteraciones
menores a las encontradas en el grupo | y la AMN en el sexto dia posterior al paro
cardiorrespiratorio se redujo significativamente con respecto a sus valores control
y a los valores de! grupo |.

LLa evaluacion de la deficiencia neurolégica en los animales del grupo no tratado,
después del episodio de isquemia-anoxia mostrdé puntajes muy superiores con
respecto a los puntajes encontrados en su registro control y mayores en
comparacioén con los puntajes obtenidos de los animales del grupo tratado. Los
valores obtenidos en los animales del grupo tratado con naloxona, después del
paro cardiorrespiratorio respecto a su control, fue significativamente mayor, solo
que en el transcurso del tiempo la recuperacién mejord considerablemente en los
puntajes obtenidos con respecto a los obtenidos en los animales del grupo no
tratado.

El presente estudio, indica la probable participacion del sistema opioide en el
proceso de lesion cerebral, ya que los datos obtenidos en el analisis espectral y la
evaluacion de la deficiencia neurolégica en los gatos tratados con naloxcna
después de la isquemia-anoxia, mejora considerablemente en comparacion con el
grupo de animales que no recibieron tratamiento con naloxona.



SUMMARY

Research concerning the effects of ischemia-anoxia on specific cerebral
structures and the neuroprotective effects of drugs preventing or counteracting
ischemia-induced pathophysiological mechanisms, have been a matter of interest
in recent years.

It is known, that postischemic lesion of cellular components of the central
nervous system, is mainly dependent on the duration of the ischemic episode and
the timing of administration of drugs capable to counteract these patophysiclogical
mechanisms elicited by ischemia. Pharmacological studies have shown that
endogenous opioids contribute to neuronal injury after ischemia-anoxia through
actions mediated by opiate receptors. It has been shown a neuroprotective effect
of naloxone against cerebral injury induced by ischemia-anoxia in experimental
animals and human beings, which seems to be mediated through to opiate
receptor antagonist action. The present work was designed to analyse the effects
of naloxone on functional alterations of the central nervous system induced by
acute global cerebral ischemia. A model of acute global cerebral ischemia by
cardiorespiratory arrest (CRA) in cats was used. Bipolar concentric electrodes
were chronically implanted in the mesencephalic reticular formation (MRF), dorsal
hippocampus (HIP) and periaqueductal grey matter (PGM) and stainless steel
needles were placed over the parieto-occipital cortex in these animals. Two groups
of animals were studied. Group |.- Animals exposed to ischemia-anoxia without
naloxone treatment. Cats were exposed to a 15-19 min of global cerebral ischemia,
induced by 16 min of CRA and 2-4 min for reanimation manoeuvres, which were
carried out under halotane anaesthesia, neuromuscular blockade, mechanical
ventilation and mean arterial pressure, pH, arterial pO, and arterial pCO2 under
controlled conditions. Group II. - Animals were exposed to ischemia-anoxia under
naloxone treatment. This group was exposed to ischemia-anoxia in the same
manner as group |, but continuous i.v. naloxone (2mg/kg/h) was administered
during a 6 h period, following the ischemia-anoxia episode.

Cerebral electrical activity registered from cerebral structures (MRF, HIP
and PGM), before CRA in the control records, was suppressed immediately after
CRA and progressively recovered as time elapsed during the 6 h period
immediately after CRA, however frequency and voltage of EEG waves and MUA
discharge were significantly reduced both in untreated animals and in animals
under naloxone treatment. The EEG components (bands 0.5 - 3.5 Hz; 4 - 7 Hz and
13 - 32 Hz), showed alterations on frequency and power, whereas MUA, did not
significantly change in comparison to control conditions before CRA in all
registered brain structures the days after ischemia-anoxia, in the untreated group
(group ). Values of frequency and power of EEG and frequency of MUA discharge,
did not show significant differences between treated and untreated animals during
the six day period after CRA. Neurologic deficit scores after ischemia-anoxia in
untreated animals were significantly higher than those observed in the naloxone
treated group.

The present experimental results, from neurclogical deficit evaluations after
the ischemia-anoxia episode support the neuroprotective effect of naloxone.



INTRODUCCION

Los accidentes cardiovasculares, son parte de los problemas médicos mas
frecuentes, que hoy en dia ocupan el 3er. lugar como causa de muerte en el
mundo, solo después de las enfermedades cardiacas y cancer. En los Estados
Unidos de Norteamérica, se reportan 500,000 casos anuales de este tipo de
padecimiento, por lo que la investigacién al respecto es tema de actualidad.

Es sabido que ia isquemia-anoxia cerebral al presentarse de manera
subita es catastréfica, pero més cuando es global y con episodios de méas de cinco
minutos. El origen mas comun de isquemia cerebral global es el paro
cardiorrespiratorio, situacion en la cual las células nerviosas quedan expuestas a
la falta de irrigacién sanguinea. De esta manera, en este tipo de accidentes el
suninistro de 0, en todos los tejidos es disminuido rapidamente y las células mas
sensibles a esta deficiencia son dafiadas en algunos de sus mecanismos
homeostaticos o mueren después del evento, provocando una gran cantidad de
desordenes intra y extracelularmente, de tal manera que su tratamiento inmediato
es escencial para la posible reversibilidad del dafio. Sin embargo, las condiciones
que favorecen la presentacion de eventos de esta naturaleza, usuaimente han
estado presentes durante muchos afios, antes de que esto suceda. Asi, se ha
demostrado que la edad, el sexo, la presion arterial alta, la diabetes, el tabaquismo
y el alcoholismo entre otros, aunado al aumento de colesterol en sangre son
factores que en seres humanos aumentan el riesgo. En cambio en animales de
experimentacién el suceso se induce utilizando para ello varios modelos.

La lesién cerebral que se presenta postisquemia es un fendmeno complejo.
Asi, estudios realizados en diferentes condiciones experimentales en animales y
observaciones en seres humanos que han padecido fenémenos de esta
naturaleza, han permitido conocer que los mecanismos de lesidn y recuperacion
varian dependiendo de factores, como el tiempo de exposicion y severidad de la
isquemia; presencia de hipoxia; hipotensién; nivel de glucosa; la sensibilidad de

las estructuras cerebrales de acuerdo a la funcién celular que desarrollen y la
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ubicacién con relacion a la irrigacidon sanguinea, siendo estas caracteristicas de
vulnerabilidad o poca vulnerabilidad las que diferencian las células en las que se
desencadenan una serie de reacciones en cascada; mismas que provocan el dafio
cerebral. Aunque hay estructuras cerebrales, asi como formas celulares que no
mueren, las que logran sobrevivir después de periodos relativamente largos de
isquemia, originan secuelas neuroldgicas de diferente magnitud.

Entre los intentos para reducir el dafio que se provoca después de la
isquemia-anoxia, se encuentra la aplicacién oportuna de farmacos con
propiedades neuroprotectoras probados experimentalmente, principalmente
cuando estos se proponen como la base terapéutica durante los primeros minutos
después de la isquemia. Asi se han probado anestésicos generales; bloqueadores
de canales de calcio; antagonistas de los receptores de neurotransmisores;
bloqueadores de la formacién de radicales libres; benzodiacepinas y antagonistas
de receptores a opiodes entre otros, teniendo su efecto ya sea a nivel de la
membrana presindptica o postsinaptica.

El analisis electrografico de los efectos de la naloxona sobre varias
estructuras cerebrales en gatos sometidos a isquemia-anoxia cerebral global
aguda, es parte de los trabajos que se desarrollan dentro de la linea de
investigacion "Farmacos que protegen en contra del dafio producido por isquemia-
anoxia" del Instituto Mexicano del Seguro Social, siendo uno de los pocos
estudios en los que se utilizan parametros como la actividad multineuronal, el
electroencefalograma y el andlisis de la conducta de manera simultéanea, para
valorar el efecto de la naloxona a una concentracién de 2 mgfkg/h, sobre el dafio
gue se provoca en la corteza parieto-occipital, formacion reticular mesencéfalica,
hipocampo y sustancia gris periacueductal, al inducir periodos de 15 minutos de
isquemia en gatos, estudiando principalmente estos efectos durante el periodo
agudo y las repercusiones sobre el periodo crénico, en un intento por explorar
propiedades nuevas de la naloxona que permitan efectivamente contrarrestar o
disminuir ta magnitud de los mecanismos que provocan efectos adversos en las

células expuestas a isquemia-anoxia o al menos reducir las secuelas. En este
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estudio se utiliza un modelo en animales, que simula un accidente cardiovascular
como un recurso importante para el estudio de ia fisiopatologia de la isquemia
cerebral y el efecto de farmacos sobre estas patologias. Este modelo se asemeja a
los accidentes que sufren seres humanos en situacion hospitalaria y en él se
efectuan las maniobras de resucitacion parecidas a las que se utilizan en este tipo
de situaciones, manteniendo el control de variables como la presion arterial,
frecuencia respiratoria, frecuencia cardiaca, pH, y presion de gases en sangre.
Asimismo, en estos animales se registrd el EEG, para valorar la integraciéon
funcional de las actividades cerebrales; la frecuencia de descarga de la AMN,
como indicador de la funcion de poblaciones neuronales de estructuras
especificas, y se efectud la evaluacién neurologica, que nos permite evaluar
diferentes patrones conductuales, considerados como parametros de gran
autilidad en el estudio de la organizacion funcional del cerebro. El anélisis se hizo
utilizando registros visuales, poligréaficos, y programas de computacién que utilizan
la transformada rapida de Fourier, para valorar el estado funcional de los sujetos
después de la isquemia y los efectos de farmacos antagonistas a opioides sobre
las alteraciones producidas.

En este estudio los efectos de los antagonistas de receptores a opioides, se
manifestaron mediante e! analisis espectral del EEG realizado durante el periodo
agudo, en cambio durante el periodo crénico, dicho efecto se hizo evidente en el
analisis de potencia y en el andlisis de la conducta después del periodo de
isquemia anoxia.

Las propiedades que se le atribuyen a los antagonistas de receptores a
opioides, en los datos obtenidos permiten contemplar a la naloxona, como un
farmaco con propiedades para inhibir o disminuir la magnitud de los mecanismos
de lesion dependientes de la concentracién de opioides endégenos, permitiendo
preservar el estado funcional de las estructuras susceptibles a ser dafadas

despues de un periodo de isquemia.



[ M

ANTECEDENTES

El analisis experimental de los mecanismos fisiopatologicos del dafo
cerebral provocado por isquemia-anoxia global aguda, el conocimiento de sus
caracteristicas y la investigacién de procedimientos terapéuticos que prevengan,
impidan o disminuyan el dafio irreversible de ios componentes celulares del
sistema nervioso central en tales condiciones, ha sido motivo de especial interés
en los ultimos anos. Esto se debe en gran parte al avance de procedimientos que
permiten efectivamente la reanimacion de los pacientes que han sufrido episodios
de isquemia-anoxia y a la evidencia acerca de la capacidad del sistema nervioso
central para soportar, bajo ciertas condiciones, las consecuencias de la isquemia-
anoxia global durante periodos relativamente prolongados sin sufrir dario
incompatible con la vida, aunque dando lugar a secuelas neuroldgicas de
naturaleza y magnitud diversas (Snyder 1977; Granger et al., 1978; Safar 1978;
Myerburg et al., 1980; Eisenberg et al., 1980; Earnest et al., 1980; Safar et al,,
1982; Kotila et al., 1984; Safar et al., 1984; Abramson et al., 1985; Hossmann,
1993).

Las evidencias obtenidas en animales de experimentacion expuestos a
isquemia-anoxia cerebral global aguda y en seres humanos que han sufrido este
tipo de fenémenos han permitido caracterizar un conjunto de mecanismos
fisiopatologicos que tienen lugar en el sistema nervioso central y que pueden
provocar dano neuronal irreversible. En estos se incluyen alteraciones de los
procesos metabdlicos energéticos neuronales y del metabolismo cerebral global,
modificaciones del flujo de iones a través de la membrana neuronal y de las
células de la glia, tipoperoxidacion de los componentes de la membrana celular y
de las membranas de los organelos intracelulares, activacion de enzimas

citosdlicas que pueden provocar autélisis celular, alteracion de la dindamica de los
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neurotransmisores y defectos de la transmisién sinaptica, edema intersticial,
aumento del tono del musculo liso vascular que conduce al fenémeno de
hipoperfusion postisquemia, y actividad paroxistica ( Nemoto, 1978; Yotis y
Vigouret, 1982; Plum, 1983; Raichle, 1983; White et al., 1984; Dearden, 1985;
Graham, 1985; Heuser et al., 1985; Meldrum et al., 1985; Siesjo y Wieloch 1985;
Kaplan et al., 1987; Kogure et al.., 1988; White et al., 1992; Tominaga et al., 1993;
Wengenack et al., 1997.)

La interaccion de los diversos fendmenos fisiopatologicos provocados por la
isquemia-anoxia global aguda es compleja y sus consecuencias sobre la integridad
anatomofuncional del sistema nervioso se relacionan con la duracion de la
Isquemia-anoxia, con la vulnerabilidad de las diferentes regiones cerebrales ante
este fendmeno y en su caso, con la aplicacion oportuna de procedimientos
terapéuticos efectivos contra el dafo neuronal (Nemoto, 1978; Plum, 1983:
Dearden, 1985, Graham, 1985, Heuser y Gugenberg, 1985; Hossman, 1985;
Kaplan et al., 1987; Kogure et al., 1988; Krause et al., 1988; Kurciwa et al., 1991
Kochs et al., 1992; Ridenour et al., 1992; Wagner et al,, 1994; Thaminy et al.,
1997). Dichos estudios indican asimismo, que la magnitud del dafio cerebral
depende principalmente de las alteraciones fisiopatolégicas que ocurren en el
periodo inmediato {minutos a horas) al episodio de isquemia-anoxia cerebral
global aguda (Heiss y Rosner, 1983; Suzuky et al., 1983; Suzuky, 1985; Paschen
et al, 1992, Hall et al, 1993; Santos et al, 1996), aunque también se ha
demostrado dafio neuronal adicional debido a fenémenos fisiopatolégicos que
pueden ocurrir 24 horas después del episodio de isquemia-anoxia (Ito et al., 1975;
Pulsinelli et al., 1982; Kaplan et al., 1987; Kogure et al., 1988; Krause et al.,
1988; Inuzuka et al., 1990; Kitagawa et al., 1990; Du et al., 1996; Akins et al.,
1996). A este respecto, cabe sefialar que las alteraciones de la homeostasis del

Ca** provocadas por la isquemia-anoxia, dan lugar al ingreso y permanencia de
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cantidades anormalmente grandes de calcio libre a los distintos componentes
celulares del sistema nervioso central. Estas alteraciones parecen ser fenémenos
importantes como factores desencadenantes de un conjunto de eventos celulares
que ocurren en forma progresiva, y pueden dar lugar a dafno neuronal irreversible y
lisis de diversos componentes estructurales de las neuronas. Esto se debe en
parte a las alteraciones fisiopatologicas que tienen lugar en las neuronas mismas y
en parte mediante alteraciones vasculares que originan fenémenos de perfusion y
de hipoperfusién tardia, aun cuando se hubieran restaurado condiciones
adecuadas de perfusibn y oxigenacién cerebrales luego del episodio de
isquemia-anoxia (Nemoto, 1978; Plum, 1983; Raichle, 1983; White et al., 1984;
Dearden, 1985; Graham, 1985; Heuser y Guggenberger, 1985; Meldrum. et al.,
1985, Siesjo y Wieloch, 1985; Schiaepfer y Zimmerman, 1985; Hoff, 1986; Kaplan
et al., 1987, Kogure et al.,1988; Krause et al., 1988; Choi, 1988; Siesjo, 1988;
Tsubokawa et al., 1992; Shimizu et al., 1993; Matsumoto et al., 1996).

Por otra parte, el fenbmeno de vulnerabilidad neuronal se ha sustentado
originalmente en estudios histopatoldégicos gue han demostrado diferencias
importantes en la naturaleza y magnitud del dafio neuronal consecutivo a periodos
prolongados de isquemia-anoxia cerebral global aguda, en las diversas regiones
del sistema nervioso central y aun dentro de ia misma estructura cerebral. Asi,
entre las neuronas que originalmente forman parte de circuitos neuronales,
pueden encontrarse diferentes proporciones de neuronas con dario irreversible y
reduccién de la poblacién neuronal, luego de un periodo de 5 min de isquemia-
anoxia, junto con neuronas que conservan caracteristicas morfologicas
compatibles con su integridad funcional luego de periodos de isquemia-anoxia
considerablemente mayores (Kirino, 1982; Crain y Victor, 1988; Schmidt-Kastner et
al.,, 1990; Puisinelli et al., 1996). De esta manera se han sefialado como regiones

muy vulnerables a las estructuras del sistema limbico, particularmente el
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hipocampo y en especial a las células piramidales de la zona CA1; el complejo
amigdalino, principalmente las regiones central y basolateral; el cerebelo, en
especial las células de Purkinje; el cuerpo estriado, especialmente las neuronas de
tamafio mediano y pequeio; las capas 3, 5 y 6 de la corteza cerebral; de la
sustancia nigra, principalmente la pars reticulata y diversos conglomerados
neuronales del tallo cerebral, incluyendo a la formacion reticular mesencefélica,
los nucleos oculomotores y el fasciculo longitudinal medial. En cambio, el talamo,
algunas estructuras del cuerpo estriade formadas por neuronas de mayor tamaro,
los nucleos subtalamicos, de la sustancia nigra principalmente la pars compacta, el
hipotalamo y la medula espinal son estructuras menos vulnerables a la isquemia-
anoxia cerebral. ( Brierly et al., 1973; Hossman y Kleihues, 1973; Nemoto et al.,
1977, Nemoto et al., 1979; Neiss, 1983; Hossmann, 1985).

La diferente vulnerabilidad de las estructuras cerebrales a la isquemia-
anoxia, se ha relacionado con caracteristicas diferentes de la irrigacidon cerebral en
los periodos pre y post isquemia (Nemoto, 1979; Myerburg et. al., 1980; Welsh,
1985, Kogure, 1988; Krause et al., 1988; Kawai et al, 1997); con las
caracteristicas morfolégicas de ios diferentes tipos neuronales (Raichle, 1983;
Simon, 1984; Kirino et al., 1985, Suzuki et al., 1985); con la dinamica y las
caracteristicas funcionales de diversos neurotransmisores en las células nerviosas
( Yotis y Vigouret 1982; Meldrum et al., 1985; Chin et al., 1985; Kogure et al., 1988;
McCulloch et al., 1993; Phillis et al., 1994; Matsumoto et al., 1996; Santos et al.,
1996), con la presencia y cantidad de diversos componentes bioquimicos
neuronales involucrados en los mecanismos que regulan la concentracién
intraneuronal de Ca** cuyas modificaciones parecen jugar un pape! importante en
la fisiopatologia del dafio neuronal ( Chin et al., 1985; Hossman, 1985; Kirino et al.,
1985; Meldrum et al., 1985; Pulsinelli, 1985; Welsh, 1985; Wieloch, 1985, Kaplan
et al., 1987; Choi, 1988; Kogure et al., 1988; Krause et al., 1988; Siesjo, 1988;
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Kirschenbaum y Puisinelli, 1990, Katayama et al., 1991; Katsura et al.,, 1991:
Pulsinelli , 1996 ). Se ha descrito que estas alteraciones ocurren en forma
preferente en células nerviosas ubicadas en estructuras cerebrales mayormente
susceptibles al dafio consecutivo a la isquemia -anoxia ( Chin et al.,, 1985;
Hossman, 1985; Kirino et al., 1985, Meldrum et al.,, 1985; Pulsinelli, 1985;
Welsh, 1985; Wieloch, 1985; Kaplan et al., 1987; Choi, 1988; Kogure et al,,
1988, Krause et al., 1988; Siesjo, 1988; Araki, 1989 ).

Muchos de los estudios referentes a las consecuencias de la isquemia-
anoxia sobre las caracteristicas anatomofuncionales del cerebro, han mostrado
alteraciones inmediatas de los componentes intra y extracelulares en el sistema
nervioso central a partir del episodio de isquemia-anoxia y se ha tratado de
establecer su significacién fisiopatolégica mediante su correlacién con el curso
temporal de las alteraciones de la actividad eléctrica cerebral durante las primeras
horas siguientes al episodio de isquemia-anoxia. En cambio, la evaluacién
sistematica del estado neurolégico de los pacientes o de los animales de
experimentacion, se ha utilizado como el principal indicador a largo plazo de!
estado funcional del sistema nervioso central, luego del episodio de isquemia-
anoxia {(Hossman y Kleihues, 1973; Moller et al., 1978; Meldrum, 1981; Griffiths et
al., 1982; Todd et al., 1982; Winegar et al., 1983; Gisvold et.al., 1984; Simon et
al., 1984, Dearden, 1985; Steen et al., 1985 Mabe et al., 1986; Kaplan et al.,
1987, Choi, 1988; Kogure et al., 1988; Krause et al., 1988; Siesjo, 1988;
Waugquier et al., 1988; Squire et al., 1996). Estos estudios demuestran que la
deficiencia neurolégica adquiere su mayor magnitud inmediatamente después del
episodio de isquemia-anoxia y tiende a reducirse con el transcurso del tiempo.

Pocos estudios han abordado el analisis de la actividad eléctrica neuronal
asociada con los fendmenos fisiopatoldgicos atribuibles a la isquemia-anoxia en

estructuras cerebrales especificas (Howard et al., 1998); asi se han demostrado
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cambios en la potencia y ritmicidad de las ondas theta registradas durante el
estado de alerta (atento guieto) entre los dias 2-4 después de la isquemia en rata
(Monmaur, 1986; Thomson et al.,, 1988). Estos cambios en la actividad, fueron
acompafnados por disminucién y eventual desaparicion de las respuestas
evocadas en el hipocampo (Buzsaki et al., 1989) sin embargo, se han identificado
también modificaciones en la descarga neuronal multiunitaria que puede ser
relevante como parte de los mecanismos fisiopatblogicos inmediatos y tardios
inducidos por la isquemia-anoxia cerebral global en gatos; estas alteraciones
persisten al menos durante 7 dias subsecuentes al episodio de isquemia-anoxia y
se correlacionan con signos electroencefalograficos de lesion cerebral y con
deficiencias neurolégicas ( Cervantes et al., 1990 ).

Recientemente, se han estudiado las caracteristicas de la actividad
multineuronal de estructuras nerviosas como el septum medial y su correlacién con
fendmenos electrograficos en las diferentes fases del suefio; asi como en el estado
de alerta en gatos, mediante la exposicién de estos animales a isquemia-anoxia
cerebral global aguda como consecuencia de un paro cardiorrespiratorio de 10 min
de duracion (Contreras-Gémez, 1994). El estudio se realizé utilizando el registro
del electroencefalograma y de la actividad multineuronal, asi como la evaluacién
en el tiempo de las diferentes condiciones conductuales (suefio y vigilia), durante
los dias 2,6,15 y 30 siguientes a la isquemia-anoxia en ciclos de 24 h, en los que
se encontraron alteraciones significativas de la descarga multineuronal en los
diferentes estados conductuales, en comparacidn con sus propios valores de
control antes del paro cardiorrespiratorio y con los valores obtenidos de animales
expuestos solo a maniobras simuladas. Estos resuitados se correlacionaron con la
alteracion en el tiempo total de suefio, principalmente en la fase Il del suefio de
ondas lentas y suefio paraddjico, significativamente menores en los animales

expuestos a isquemia-anoxia con respecto a su propio control y en comparacion
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con el grupo de animales expuestos solo a maniobras simuladas. Estas
alteraciones persistieron hasta 30 dias después del episodio de isquemia-anoxia
en los animales expuestos.

Estudios dirigidos a disminuir las alteraciones que se producen después de
isquemia-anoxia utilizando diferentes farmacos, han abierto la posibilidad de
reducir el dafio cerebral producido por la isquemia-anoxia, basandose en parte, en
la administracion inmediata (dentro de los primeros 60 min a partir del episodic de
isquemia-anoxia) de medicamentos que disminuyan o contrarresten uno o varios
de los mecanismos fisiopatolégicos que se desencadenan en consecuencia;
mismos que son dependientes del tiempo de duracién de ia isquemia-anoxia. Con
este objetivo se han utilizado anestésicos generales (tiopental, alafaxalona-
alfadolona), bloqueadores de canales de calcio a nivel de membrana celular
(flunarizina, nifedipina, nimodipina), anticonvulsivos  (difenilhidantoina),
antagonistas de los receptores de glutamato, benzodiacepinas; asi como
antagonistas de receptores opioides (naloxona) y otros farmacos ( Safar, 1984:
Baskin y Hosobuchi, 1986; Warner, 1989; Hoffman y Prekeses, 1989; Olinger et
al., 1990; Faden et al.,1993; Grahan et al., 1993).

Desde la demostracibn de la existencia de receptores a opioides
endogenos en el tejido nervioso (Pert y Snyder, 1973), estos receptores han sido
identificados por sus propiedades farmacolégicas y caracteristicas moleculares. A
la fecha se han descrito los receptores u, 8, x, (Tempel y Zukin, 1987), como
mediadores de los diferentes efectos de los compuestos opioides.; asi como
también receptores € y A, ( Khachaturian et al., 1985) aunque su existencia ha
sido objetada. Se ha reportado que los opioides endégenos, pueden actuar en
multiples receptores ubicados en diferentes estructuras cerebrales en las cuales
se ha probado su existencia como la amigdala, hipotdlamo, talamo sustancia gris

periacueductal, rafe e hipocampo entre otros (Della-Bella et al., 1978;
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Khachaturian et al.,1985; Araki et al., 1993). Siendo algunas de estas estructuras
cerebrales muy sensibles a la deficiencia de oxigeno producida por isquemia-
anoxia y otras poco sensibles a Ia lesién que se provoca por la deficiencia de este
elemento (Schmidt-Kastner et al. , 1990). En este sentido, estudios anteriores han
examinado el papel de los antagonistas a opioides en el dafio que se produce en
las células nerviosas, utilizando naloxona en ia lesion traumatica y contusiones del
cordén espinal, para evaluar el potencial terapéutico de estos farmacos opioides
(Faden et al. , 1981), en estos estudios se utilizaron ratas en las que se provocd
lesion espinal y se trataron con antagonistas de receptores a opioides, 1o cual
mejord su recuperacién en comparacién con las ratas que sirvieron como control. A
este respecto, un sustancial cuerpo de evidencias experimentales han mostrado
que los antagonistas de receptores opicides mejoran la recuperacion de las
lesiones que se provocan al sistema nervioso central mediante isquemia de
diferente intensidad (Hosobuchi y Baskin, 1982; Faden, 1983: Jabaily et al., 1984;
Faden et al., 1990; Grahan et al., 1993). En consecuencia diversos estudios han
mostrado que los opiocdes endégenos juegan un importante papel en la
fisiopatologia del dafio cerebral provocado por la isquemia-anoxia (Hosobuchi y
Baskin, 1982; Faden, 1983; Jabaily et al., 1984; Ting et al., 1994; Browning et al.,
1997), ya que farmacos antagonistas de receptores opiodes disminuyen el dafio
producido por la isquemia-anoxia en el sistema nervioso centrat (Sawynok et al.,
1979; Faden et al., 1982; Zabramski et al., 1984; Fallis, 1984; Skarphedinsson y
Thorén, 1988; Faden et al., 1990, 1993; Graham, 1993).

Los resultados de diversos estudios han sustentado el efecto de la
administracion de naloxona contra el dafio que produce la isquemia-anoxia parcial
o global en el sistema nervioso central (Baskin et al., 1981; Faden et al., 1982;
Zabramski et al., 1984; Faden et al., 1990; Kanai et al., 1994). Dicho efecto se

atribuye al bloqueo de la liberacién de opioides enddgenos (Baskin et al 1986; Ma
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et al., 1991), a la inhibicidn de la liberacidon de superdxido neutro (Simkins et al.,
1986); a la reduccién detl flujo de calcio en el interior de las neuronas ( Stokes et
al., 1984); a un efecto antioxidante que reduce la peroxidacion de los componentes
lipidos de la membrana ( Koreh et al., 1981); a la estabilizacion de la membrana
lisosomal, inhibicibn de la proteolisis, y posiblemente a efectos como
antiagregante plaquetario (Turcani et al.,, 1986). La naloxona también antagoniza
la vasoconstriccion arterial inducida por fa noradrenalina y en dosis grandes
provoca vasodilatacidn y aumento del flujo sanguineo cerebral (Turner et al.,
1984; Nishimura et al., 1992); también puede reducir el edema cerebrai
postisquemia ( Wexler, 1984).

Con base en estos antecedentes parece importante abordar el estudio de
los efectos de la naloxona sobre las alteraciones funcionales del sistema nervioso
central provocadas por la isquemia cerebral global aguda en estructuras
cerebrales especificas, mediante el andlisis de las caracteristicas de la actividad
eléctrica de diversas estructuras cerebrales.

Dado el descubrimiento de numerosos receptores a opioides en afos
recientes, y la variacién de la concentracién de opioides endégenos después de la
lesion cerebral producida por isquemia el propdsito del presente trabajo, es
investigar el efecto de la administracién de naloxona sobre las alteraciones de la
actividad multineuronal y el electroencefalograma de estructuras cerebrales
susceptibles al dafio provocado por la isquemia-anoxia cerebral global aguda; asi
como el seguimiento en el transcurso del tiempo de fa condicién neurolégica que
permita la administracion de este farmaco, como una posible medida terapéutica
en el procedimiento de reanimacién y recuperacion en las horas y dias siguientes

después de un posible evento de esta naturaleza.
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JUSTIFICACION

Las evidencias que existen sobre los mecanismos de lesién y los efectos de
la isquemia-anoxia cerebral sobre estructuras nerviosas sensibles, han aumentado
el interés por encontrar farmacos que permitan contrarrestar los mecanismos que
se activan después de eventos de esta naturaleza. Sin embargo, de los
encontrados a la fecha, ninguno ha demostrado tener las propiedades suficientes
para inhibir o disminuir en su totalidad los mecanismos de lesion en los diferentes
procesos que conducen a la muerte celular de estructuras nerviosas. Asi, se ha
demostrado que la disminucion de la lesién postisquemia se produce por efecto
de la aplicacién de farmacos con propiedades especificas, cuyo efecto propicia la
inhibicidon de solo algunos de los mecanismos que se activan y provocan
desequilibrio en la homeostasis nerviosa; mismos que pueden ser bloqueados.

En afos recientes, se ha demostrado que los opioides endogenos
contribuyen al mecanismo de lesién seguido de un periodo de isquemia y que los
antagonistas de receptores a opioides, reducen las manifestaciones de lesion
fisioldgicas, histolégicas y conductuales entre otras, en modelos de isquemia
global y focal. Sin embargo, los estudios que permiten caracterizar los efectos de
la naloxona como antagonista de receptores a opioides, sobre la actividad eléctrica
cerebral en animales de experimentacion y en seres humanos que han padecido
este tipo de transtornos, son escasos, a pesar de la importancia que tienen las
alteraciones que se provocan sobre la descarga neuronal en el transcurso del
tiempo; las modificaciones reveladas por el andlisis espectral y de potencia del
EEG y la valoracion de la conducta, como una manifestacion del funcionamiento
nervioso después que se presentam este tipo de fendmenos por deficiencia de

oxigeno.
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Los efectos beneéficos, que se atribuyen a los antagonistas de receptores a
opioides, ponen de manifiesto la importancia de estudiar las modificaciones que
produce ila naloxona, sobre las alteraciones que induce la isquemia-anoxia en la
actividad eléctrica cerebral y evaluacidn del estado neurolégico en gatos
sometidos a isquemia-anoxia cerebral global aguda, como un intento de explorar a

corto y a largo plazo las propiedades neuroprotectoras de este farmaco.
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HIPOTESIS

Con base en los antecedentes expuestos, puede plantearse que la
naturaleza y magnitud de las alteraciones funcionales provocadas por la isquemia-
anoxia cerebral global aguda en diferentes estructuras cerebrales, dependera de la
vuinerabilidad especifica de cada estructura y del tiempo de exposicién a este
evento. La situacion de isquemia, dara lugar a modificaciones de las
caracteristicas de su actividad multineuronal y del electroencefalograma: asi como
a la modificacion de la condicién neurolégica de los animales durante el estado
conductual de alerta.

De acuerdo a datos reportados, el aumento de |la concentracion de opiodes
endogenos en el periodo inmediato postisquemia, esta relacionado con la lesién
que se produce en estructuras sensibles; dicha lesidn, es disminuida cuando los
receptores a la accion de estos opiopides son bloqueados por antagonistas de
receptores a opioides, disminuyendo el dafio que se provoca ante eventos de esta
naturaleza. Si la naloxona es antagonista opioide y tiene propiedades que
permiten reducir el efecto de los opioides endégenos sobre las estructuras
nerviosas que se registran en nuestro experimento, reducird las alteraciones
funcionales que provoca la isquemia-anoxia cerebral global aguda en las
estructuras cerebrales seleccionadas y reducira las alteraciones de su actividad

multineuronal, del electroencefalograma y del estado neurolégico.
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OBJETIVO GENERAL

El proposito del presente estudio, es investigar los efectos de la naloxona
sobre las alteraciones que se producen en la actividad eléctrica cerebral (EEG y
AMN) en estructuras cerebrales sensibles (corteza parieto-occipital, formacién
reticular mesencéfalica, hipocampo y sustancia gris periacueductal) durante el
periodo agudo, con experimento controlado y durante el periodo crénico, en el
estado conductual de alerta; asi como los efectos de la naloxona sobre las
alteraciones en la evaluacidn neurolégica, mediante una escala que nos permite
medir el estado neurolégico en el transcurso del tiempo, después de inducir

tsquemia-anoxia global aguda en gatos.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar las alteraciones provocadas por la isquemia-anoxia global
aguda, sobre la actividad eléctrica cerebral y la conducta en gatos.

Determinar la concentracién adecuada de naloxona, para producir efectos
sobre las alteraciones de la actividad eléctrica, producidas por isquemia-anoxia
cerebral global aguda.

Evaluar el efecto de la naloxona sobre las alteraciones producidas en el
EEG (frecuencia y potencia) de estructuras subcorticales especificas (CP, FRM,
HIP y SGP) después de la isquemia-anoxia cerebral.

Evaluar el efecto de la naloxona sobre las alteraciones producidas por la
isquemia-ancxia en la AMN (numero de descargas/seg) sobre estructuras
sensibles (FRM, HIP y SGP) después de la isquemia-anoxia cerebral.

Evaluar el efecto de la naloxona sobre las alteraciones producidas por la

isquemia-anoxia en el estado neurolégico, valorando el estado conductual.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 12 animales de experimentacion { Felis domesticus ) machos

adultos (2.5-3.0 kg) con electrodos bipolares, concéntricos, implantados a
permanencia bajo anestesia general (pentobarbital sédico 35 mg/K) de acuerdo a
las coordenadas estereotaxicas (Snyder y Niemer, 1961) en las siguientes
estructuras cerebrales: Formacion reticular mesencefalica (FRM), Hipocampo
(HIP) y Sustancia Gris Periacueductal (SGP). Los electrodos se construyeron con
alambre de nicromo (60 um de diametro) aislado, colocado dentro de una cénula
de acero inoxidable calibre 25, cubierta de barniz aislante, excepto en una
pequefia superficie de 1 mm en la punta; de tal manera que el extremo del alambre
de nicromo con su &rea de seccion descubierta rebasé 1 mm la punta de la canula.
Asimismo, se colocaron dos agujas de acero inoxidable en el hueso suprayacente
a la corteza parietal (CP) como electrodos corticales y un electrodo de referencia
en el seno frontal. Los electrodos se unieron a las terminales de un conector, los
cuales se fijaron al craneo de cada gato mediante cemento acrilico.

Diez dias después de la implantacion de los electrodos, se obtuvieron en
cada gato registros simultaneos del electroencefalograma (EEG) de la CP y el
EEG y la actividad multineuronal (AMN) de FRM, HIP y SGP, en la condicion de
alerta (atento-quieto). Para el registro de la actividad eléctrica cerebral,
observacion de la conducta y de la actividad motora, se colocé a cada uno de los
animales dentro de una jaula sonamortiguada (70 cm x 60 cm x 50 cm). Los
registros se efectuaron en papel y en cinta magnética, mediante un poligrafo
Grass, modelo 7 y una grabadora Ampex respectivamente. La técnica basica para
el registro del EEG y AMN en estas condiciones ha sido descrita anteriormente y
utilizada en nuestro laboratorio (Winters et al., 1967; Buchwald, 1973; Cervantes et

al., 1989). Los potenciales de accién de mayor magnitud fueron seleccionados de
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la actividad multineuronal total de las estructuras subcorticales por medio de un
circuito de compuerta; los potenciales seleccionados alimentaron a un circuito
generador de escalera el cual dié lugar a un escalén cuando se recibié cada
potencial de accidon y una vez admitidos 20 potenciales se restauraba el nivel de
cero, para nuevamente iniciar otro escalamiento. La salida del generador de
escalera se conectd al sistema de operacion de las pajillas del poligrafo, de tal
manera que el nimero de escaleras registradas en el papel por unidad de tiempo
fue un indicador grafico de la frecuencia de la actividad multineuronal. Se
efectuaron también cuatro evaluaciones neurclégicas en cada uno de los animales
durante los seis dias sucesivos, de acuerdo al procedimiento descrito por Todd
(Todd et al, 1982), el cual permite analizar: nivel de conciencia, 0-15 puntos;
respiracién, 0-10 puntos; pares craneales (tamafio pupilar, reflejos a la luz, reflejo
oculocefalico, reflejo corneal, reaccién de orientacién al ruido, sensacién facial,
reflejo nauseoso), 0-14; reflejos espinales (tono muscular, reflejo flexor al dolor),
0-16 puntos; patrones conductuales (alimentacion, acicalamiento), 0-20 puntos;
actividad motora (carretillando, oposicién a la extensién), 0-25 puntos. En esta
escala, un animal antes de exponerse a isquemia-anoxia {control), debe obtener 0
puntos en la evaluacion neurolégica, en cambio un animal post maniobras de
reanimacion a la isquemia-anoxia cerebral global aguda con transtornos severos
en la poblacién neuronal de estructuras cerebrales, puede obtener hasta 100
puntos (estado premortem). Un criterio de exclusion en el presente estudio, eliminé
animales con cualquier puntaje superior a 1.
Luego de la obtencién de estos registros control, los gatos fueron asignados
en forma aleatoria a cualquiera de los siguientes grupos:
Grupo | (no tratados).- Seis gatos expuestos a isquemia-anoxia cerebral
global aguda sin tratamiento de naloxona. En estos animales, bajo anestesia con

halotano se intubd la traquea, se efectud bloqueo neuromuscular con bromuro de
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pancuronio 0.136 uM/kg vy se inicid la ventilacién mecanica controlada mediante
un ventilador Bird Mark VIII con frecuencia respiratoria de 24-28 respiraciones por
minuto con FiO, al 21 % para mantener la PaCO2 entre 32 y 38 mm Hg. Se realiz6
una arteriodiseccion previa infiltracién con lidocaina al 2 % en la extremidad
posterior derecha y se colocd un catéter en la arteria femoral, al cual se conecto a
un aparato de Boyle para el registro continuo de la presion arterial y obtencién de
muestras para el analisis de gases. Se realizd una venodiseccion de la vena
yugular derecha previa infiltracidn con lidocaina, por la cual se introdujo una
canula de acero inoxidable como electrodo de corriente, colocada dentro de una
canula de plastico para aislarla, hasta llegar a la auricula derecha de la cavidad
cardiaca. Se tomo un registro control del -electroencefalograma y del
electrocardiograma. Inmediatamente después se provocd paro cardiaco mediante
el paso de corriente eléctrica (60 Hz, 10 V) durante 2 a 5 segundos, a través del
electrodo intrauricular y un electrodo subcutaneo, colocado en la pared torécica a
nivel de la punta del corazén; al mismo tiempo se suspendid la ventilacién
mecanica durante 15 minutos. Estas maniobras dieron lugar a la suspension de la
sistole y la diastole cardiacas, de tal manera que durante este periodo la PAM,
permanecio con valor de 0 mm de Hg. tiempo en que también se mantuvo el paro
cardiaco, el cual se produjo en el gato cuando la osmolaridad, pH, y gases en
sangre se encontraban dentro de limites fisioldgicos.

Al término de los 15 minutos de paro cardiaco y respiratorio se iniciaron las
maniobras de reanimacion, que consistieron en ventilacién mecéanica controlada
con FiOo al 100 %, masaje cardiaco externo manteniendo la presion arterial
femoral entre 90 y 110 mm Hg, bicarbonato de sodio 2 mM/kg IV, epinefrina 0.068
uM/kg. gluconato de calcio 23.24 uM/kg, en caso necesario se administrd atropina

0.072 uM/kg IV y clorhidrato de lidocaina 3.69 uM/kg IV para estabilizar el ritmo
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cardiaco, asi como dopamina 0.017 uM/kg/min para mantener la presién arterial
femoral entre 90-110 mm Hg.

GRUPO |l (tratados).- Seis gatos expuestos a isquemia-anoxia mediante
paro cardiorrespiratorio con tratamiento de naloxona. En estos animales se
realizaron las mismas maniobras efectuadas en los gatos del grupo I. Sin embargo
en este grupo, 30 min después de las maniobras de resucitacién posterior al inicio
del paro cardiorrespiratorio, a cada gato se le administré una dosis inicial de
naloxona (2 mg/kg, i.v.) y una concentracion similar mediante una dosis sostenida
(2 mg/kg/h) con infusidn continua durante las 6 h siguientes.

Cada uno de los animales de los grupos 1y Il, se mantuvieron con blogueo
neuromuscular durante 6 horas, en este tiempo se tomaron registros cada 30 min
de la actividad eléctrica cerebral (EEG Y AMN). Al término de este perfodo se
antagonizé el efecto del bromuro de pancuronio (neostigmina 0.01 mg/kg) y se
retiré la canula traqueal una vez que se hubo reiniciado la actividad respiratoria
espontanea en los animales de los dos grupos.

En los dos grupos de animales de experimentacién, se determinaron
también pH y gases en sangre a los 15, 30, 60, 120, 240 y 360 minutos después
de la reanimacion, y se realizaron las correcciones necesarias para mantener el
pH entre 7.35 y 7.40 durante las 6 h que dur6 cada experimento. Posteriormente
se efectuaron registros continuos de la actividad eléctrica cerebral del EEG,
incluyendo el anélisis espectral y de potencia, durante el estado conductual de
alerta en los 6 dias siguientes a las maniobras de induccién de isquemia-anoxia,
en los animales sin tratamiento con naloxona y en los tratados con este farmaco
después del paro cardiorrespiratorio. Se determiné la frecuencia de descarga de
la actividad multineuronal de las estructuras subcorticales durante el estado

conductual de alerta en cada uno de los animales antes y después del paro
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cardiorrespiratorio. En estos mismos dias se efectuaron evaluaciones neurolbgicas
(Todd et al., 1982).

Después del ultimo registro los animales se perfundieron bajo anestesia con
pentobarbital sédico (35 mg/k, i.v.), con solucion salina al 0.85 %, seguida por
infusion de formol al 10 % para fijar el cerebro y confirmar la posicion de los
electrodos en las estructuras subcorticales (Guzman-Flores et al., 1958).

El diagrama del anexo |, presenta los puntos centrales de la metodologia
seguida en el presente estudio para provocar la isquemia global aguda en gatos.

Los valores promedio de la AMN y la potencia absoluta de las bandas del
EEG de las diferentes estructuras durante el estado conductual de alerta, se
analizaron mediante un analisis de variaza de mediciones repetidas con prueba de
Duncan para establecer las diferencias entre grupos y con respecto a sus valores
contro! (Schefler, 1981; Daniel, 1991), comparando en los animales no tratados y
tratados, ios valores control con los valores obtenidos en los dias posteriores al
episodio de isquemia-anoxia cerebral global aguda. Se compararon también los
valores del grupo | con los valores obtenidos del grupo Il en la misma situacién
experimental en cada intervalo de tiempo.

Los valores promedio del pH, Pa0,, PaCO, y PAM, se analizaron mediante
un analisis de variaza de mediciones repetidas con prueba de Duncan para
establecer las diferencias entre grupo y con respecto a sus valores control
(Schefler, 1981; Daniel, 1991), comparando en los animales no tratados y tratados,
los valores contro! con los valores obtenidos en los dias posteriores al episodio de
isqguemia-anoxia cerebral global aguda. Se compararon también los valores del
grupo | con los valores obtenidos del grupo Il en la misma situacion experimental.

El andlisis de los resultados de la evaluacion neuroldgica, se efectud

mediante la prueba U de Mann-Whitney (Siegel, 1956).
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ANEXO |

METODO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA-ANOXIA-NALOXONA
U

SELECCION DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION (2.5-3.5 Kg)

U
IMPLANTACION DE ELECTRODOS | CORTEZA
| ESTRUCTURAS PROFUNDAS
FRM, HIP, SGPA
4

HABITUACION A LAS CONDICIONES DE REGISTRO Y REVISION DEL FUNCIONAMIENTO DE
ELECTRODOS | EN ALERTA :
REGISTRODE EEG Y
AMN
EVALUACION NEUROLOGICA
U
EXPERIMENTO DE INDUCCION DE |SQUEMIA-ANOXIA
-INTUBACION TRAQUEAL
-BLOQUEO NEURCMUSCULAR
-VENTILACION MECANICA CONTROLADA
-REGISTRO DE CONTROL | EEG, AMN Y PAM
-INDUCCION DE PARO CARDICRRESPIRATORIO {15 min)

-MANIOBRAS DE REANIMACION (4 min)

J
= =
ADMINISTRACION DE ADMINISTRACION DE
NALOXONA (2 mg/Kg)/10 m! de H.O 10 ml de H,0
30 min después
DETERMINACION DETERMINACION
DE pH, GASES Y PAM DE pH, GASES Y PAM
ADMINISTRACION ADMINISTRACION DE 10 mi
UDE NALOXONA |.C.(2mg/kg/h)x (6h) DE H;O/h (6 h)
U

REGISTRO DE EEG Y AMN DURANTE 8 h (c/h)
!

FINALIZACION DEL EXPERIMENTO DE ISQUEMIA-ANOXIA
-REVERSION DEL BLOQUEO NEUROMUSCULAR
-RECUPERACION DE ACTIVIDAD RESPIRATORIA ESPONTANEA
U

-DURANTE LOS DIAS 1-6 POST-ISQUEMIA | DURANTE EL EDO. DE ALERTA REGISTRO DE:

- EEG Y AMN.
- EVALUACION NEUROLOGICA
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RESULTADOS

Los valores encontrados en las determinaciones de pH, gases en sangre;
asi como presion arterial media (PAM) en los animales de los grupos | y I, en las
diferentes condiciones experimentales después del paro cardiorrespiratorio se
muestran en la tabla |. Los valores obtenidos, se encuentran dentro de los limites
fisiologicos presentados en la situacion de los controles, antes del paro
cardiorrespiratorio en los dos grupos de animales de experimentacion.

En los animales de los grupos | y II, 15 min después de la isquemia-anoxia y
de las maniobras de reanimacién, se observd una reduccion significativa del pH
durante la primera hora a partir del episodio de isquemia, con recuperacion de
valores normales similares a los valores de control pre-isquemia desde 1 h, hasta
6 h post-isquemia

La PAM en estos dos grupos experimentales se mantuvo entre 90 y 110 mm
de Hg antes, y hasta 6 h después del periodo de isquemia-anoxia de acuerdo con
las caracteristicas del modelo de isquemia-anoxia cerebral global aguda inducida
por paro cardiorrespiratorio.

La ventilacién pulmonar con FiOo 100 %, misma que se suministré a los
animales de los dos grupos de experimentacion, durante las 6 horas siguientes a
las maniobras de induccién de paro cardiorrespiratorio, originé valores de Pa0»
significativamente mayores a sus propios valores control preisquemia, tanto en el
grupo |; como en los animales del grupo II.

Los valores de PaCOp se incrementaron significativamente en ambos
grupos de animales de experimentacion durante los primeros 30 minutos
posteriores al episodio de isquemia, sin embargo estos valores fueron similares a
los obtenidos antes de la isquemia a partir de 1 h y hasta las 6 h siguientes al

episodio de isquemia-anoxia.
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Tabla 1.- Valores promedio (X + D.E.), de pH, gases y presi6n arteria! en gatos no tratados y tratados,
en diferentes tiempos después de isquemia-anoxia

CONTROL 15 min 30 min 60 min 2H 4H

PH

NO TRATADO 734+003 64+004* 70 +004* 7.22+0.04* 732+002 7.31+003

TRATADO 7351002 683+0.03* 715+0.05* 7.35+002 7.32+003 7.32+0.04
0O,

NO TRATADO 87 +4 94 +8 132 + 8* 158 + 10* 181 + 15* 194 + 11*

TRATADO 85+5 96+ 5 147 + 8* 208 + 11* 183 £ 10* 207 + 8*
CO;

NO TRATADO 36+2 115 1+ 5* 55 + 4* 40+ 4 40+ 3 32+5

TRATADO 35+2 120 + 5* 118 £ 5* 44 +4 39+35 33x3
PAM

NO TRATADO 104 +2 0 95+6 102 + 4 103 +5 104 + 6

TRATADO 98+3 0 101 +3 105+5 108 + 4 121+ 4

* Diferencia significativa, p < 0.01 con respecto a los valores del control,

Los registros del EEG de la CP, FRM, el HIP y la SGP, obtenidos antes del
episodio de isquemia en los animales del grupo | y del grupo 1, mostraron una
predominancia de ondas entre 4 y 15 Hz, con pocos componentes de actividad
lenta de menos de 4 Hz, como se ilustra en los espectros del EEG en las figuras 1
a4

A partir del episodio de isquemia-anoxia se observd la desaparicion del
EEG durante aproximadamente 30 min y la reaparicién progresiva de la actividad
electroencefalografica con el transcurso del tiempo, durante ias 6 h post-isquemia.
Fue evidente la cantidad significativamente menor de componentes de actividad
rapida mayor de 4 - 12 Hz y de 13 - 32 Hz, en el EEG de la corteza parieto-
occipital de los animales sin tratamiento, en comparacién con los animales
tratados, a partir de la primera hora para las bandas de mas de 13 Hz y a partir de

las 2 h y hasta las 6 h post-isquemia para las bandas de 4-12 Hz (figura 1). Un
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7.35+0.05
7.33+£0.03

201 £ 12*
200 +9*

38+3
38t2
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fendmeno semejante con respecto a las ondas rapidas de mas de 13 Hz, se
observé en el EEG de la FRM (figura 2) y la SGP (fig 4). En cambio respecto a la
presentacion de ondas de 4 - 12 Hz y ondas rapidas de mas de 13 Hz, no se
observaron diferencias en el EEG del HIP entre los animales tratados y no tratados
(figura 3).

El andlisis de potencia de los componentes del EEG (Bandas de 0.5-3.5 Hz)
durante el estado de alerta en los dias posteriores a la isquemia-anoxia en la CP,
mostro valores significativamente mayores a los de su propio control en los
primeros dias (1,2 y 3) y valores similares al control preisquemia en las bandas
correspondientes, tanto en los animales tratados como en los no tratados. En
cambio los valores de potencia para la banda entre los 4-7 Hz, fue
significativamente menor durante los 4 dias siguientes a isquemia, con respecto a
los valores del control en los animales del grupo I; asi como en los animales del
grupo H (fig 5). El analisis de potencia que corresponde a las bandas de 13-32 Hz,
fue significativamente mayor el primer dia con respecto al control en ambos grupos
de animales, con valores significativamente menores al control durante los dias 5y
6 en los grupos | y Il.

El analisis de potencia efectuado al EEG de la FRM durante el estado de
alerta, mostré valores significativamente mencres a su propio control en los dos
primeros dias después del experimento con valores similares al control
preisquemia en los dias siguientes en la banda de 0.5-3.5 Hz en ambos grupos. No
se observaron diferencias en la potencia de la banda de 4-7 Hz, en ambos grupos
de animales con respecto a su control, durante los dias siguientes al episodio de
isquemia. La banda de 13-32 Hz, mostr6 valores de potencia significativamente
menores durante los tres primeros dias postisquemia y valores sin diferencia
significativa con respecto a su control preisquemia los dias siguientes y hasta el

dia sexto, en los animales tratados y no tratados como se aprecia en la figura 6.
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Figura t1.- Graficas correspondientes al analisis espectral detl EEG registrado en la corteza
parieto-occipital en uno de los animales de cada uno de los grupos no tratados y tratados durante
el periodo control (C) con el gato paralizado, 15 minutos durante el paro cardiorrespiratorio (D) y en
las horas siguientes después de las maniobras de resuscitacién. Puede notarse la ausencia de la
actividad cerebral en D, y la paulatina aparicién del trazo electroencefalografico en el transcurso
del tiempo en la estructura registrada. Note durante las 2, 4 y 6 h después de la isquemia la
persistencia de ondas de mas de 4 Hz y la pronta aparicion de las ondas rapidas en los gatos
tratados con naloxona.
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Figura 2.- Graficas commespondientes al analisis espectral del EEG, registrado en la
FRM en uno de !os animales de cada uno de los grupos no tratados y tratados durante el
periodo control (C), con el gato paralizado, 15 minutos durante el paro cardiorrespiratorio (D)
y en las horas siguientes después de las maniobras de resuscitacién. Puede notarse la
ausencia de la actividad cerebral en D, y la paulatina aparicibn del trazo
electroencefalografico en el transcurso del tiempo. Note en las horas siguientes a la isquemia,
la mejor recuperacién en las ondas rapidas del EEG en el trazo de los animales tratados con
naloxona.
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Figura 3.- Graficas correspondientes al analisis espectral del EEG, registrado en el HIP en
uno de los animales de cada uno de los grupos no tratados y tratados durante el periodo control
(C), con el gato paralizado, 15 minutos durante el paro cardiorrespiratorio (D) y en las horas
siguientes después de las maniobras de resuscitacién. Puede notarse la ausencia de la actividad
cerebral en D, y la paulatina aparicién del trazo electroencefalografico en el transcurso del tiempo.
Note la persistencia de las bandas de mas de 4 Hz a las 2,4 y 6 h en ambos grupos después de la

isquemia-anoxia.
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Figura 4.- Graficas correspondientes al analisis espectral del EEG, registrado en la SGP en
uno de los animales de cada uno de los grupos no tratados y tratados durante el periodo control
(C), con el gato paralizado, 15 minutos durante el paro cardiorrespiratorio (D) y en las horas
siguientes después de las maniobras de resuscitacion. Puede notarse la ausencia de la actividad
cerebral en D, y la paulatina aparicién del trazo electroencefalografico en el transcurso del tiempo.
Note la persistencia de las ondas rapidas del EEG en las horas siguientes a la isquemia, en el trazo
de los animales con tratamiento de naloxona en comparacién con los animales no tratados.
e
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El andlisis de potencia del electroencefalograma del hipocampo en los
animales tratados y no tratados, mostré valores significativamente menores a los
de su control preisquemia en los seis dias siguientes al episodio de isquemia-
anoxia sin recuperacion en las bandas 0.5-3.5 Hz y 4-7 Hz. En cambio, en las
bandas de 13-32 Hz, en los dias 1,2,5 y 6, no se encontré diferencias significativas
entre los grupos de animales tratados y no tratados con respecto a los valores
preisquemia, sin embargo durante los dias 3 y 4 ambos grupos mostraron
diferencias significativas con respecto a su control antes de la isquemia (fig. 7).

El analisis de potencia del electroencefalograma de la SGP, mostré en la
banda menor de 3.5 Hz, valores de potencia significativamente menores al control
preisquemia, en ambos grupos durante el primer dia postisquemia, y en el grupo
no tratado los dias 2 y 3 postisquemia; en tanto que en estos dias en el grupo
tratado los valores de potencia fueron significativamente mayores que su propio
control y que los correspondientes a los mismos dias en el grupo no tratado. En
los dias 4,5 y 6 los valores de potencia de la banda menor de 3.5 Hz, en los
grupos | y I, no difirieron entre si, ni con respecto a sus valores de control
preisquemia. Los valores de potencia de la banda de 4-7 Hz, no mostré diferencias
significativas entre si, ni con respecto a sus valores control preisquemia, durante
los seis dias posteriores al periodo de isquemia-anoxia. Los valores de potencia
para la banda de 13-32 Hz en la SGP, en ambos grupos de animales se redujeron
significativamente con respecto a su control preisquemia en los dias 1,2, 4, y 6
después del episodio de isquemia (fig. 8).

Los valores promedio que corresponden a |a frecuencia/seg de la AMN de la
FRM, HIP y SGP, después del episodio de isquemia y durante las 6 horas

siguientes en los grupos | y I, se ilustran en la figura 9. La AMN de todas las
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CPOO0.5-3.5Hz B No tratado
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CPO 13-32Hz
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* p< 0.05, prueba de Duncan en comparacitn con los valores del control previos ai periodo de isquemia-anoxia.

Figura 5. - Valores (X + D.E.) de la potencia en p.Vz {ordenadas} de las bandas de EEG (0.5

- 35 Hz; 4 - 7 Hz y 13 - 32 Hz) de la corteza parieto-occipital, antes (control) y hasta seis dias
después (abscisas), de un periodo de isquemia-anoxia, en los animales no tratados y tratados. Se
puede notar en la banda de 0.5 - 3.5 Hz, el aumento de la potencia en los primeros tres dias después
de 1a isquemia en ambos grupos de animales y la normalizacién de sus valores en los dias 4,5 y 6;
la reduccion significativa de la potencia en la banda de 4 -7 Hz en los dias siguientes a la isquemia;
asi como el aumento de la potencia en la banda de 13-32 Hz en el primer dia postisquemia y la
reduccién significativa en los dias 5§ y 6 en ambos grupos de animales.
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* p< 0.05, prueba de Duncan en comparacién con los valores del cantrol previos al periodo de isquemia-anoxia.

Figura 6. - Valores (X + D.E.) de la potencia en p,\.'2 (ordenadas) de las bandas de EEG (0.5

-3.5Hz;4-7Hzy13 - 32 Hz) de l]a FRM, antes (control) y hasta seis dias después (abscisas), de un
periodo de isquemia-anoxia, en jos animales no tratados y tratados con naloxona. Se puede notar
en la banda de 0.5 - 3.5 Hz, la reduccién significativa de la potencia en los dias 1 y 2, después de la
isguemia-anoxia en ambos grupos de animales y la normalizacién de sus valores en los dias
siguientes; asi como la reduccion significativa de la potencia en la banda de 13 - 32 Hz, durante los
dias 1, 2 y 3 en los animales no tratados y tratados.
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ANALISIS DE POTENCIA

V2 HIP 0.5 - 3.5 Hz

HIP 4-7Hz

HIP 13-32 Hz

*
p=< 0.05, prueba de Duncan en comparacion con los valores del controt previos al periodo de isquemia-anoxia.

Figura 7. - Valores (X + D.E.) de la potencia en uV? (ordenadas) de las bandas de EEG (0.5

- 3.5 Hz; 4 - 7 Hz y 13 - 32 Hz} del HIP, antes (control) y hasta seis dias después (abscisas}), de un
periodo de isquemia-anoxia, en 10s animales no tratados y tratados con naloxona. Note en ambos
grupos de animales los dias siguientes al experimento, la reduccién significativa de las potencias,
sin recuperacion en las bandas de 0.5 - 3.5 Hz; 4 - 7 Hz; asi como reduccién significativa de la
potencia en la banda de 13 -32 Hz, durante los dias 3 y 4 postisquemia en los animales no tratados y

tratados.
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* p< 0.05, prueba de Duncan en comparacion con fos valores del control previos al periodo de isquemia-anoxia.

Figura 8. - Valores (X + D.E.) de la potencia en uV? (ordenadas) de las bandas de EEG (0.5 - 3.5

Hz; 4 -7 Hz y 13 - 32 Hz) de la SGP, antes {control) y hasta seis dias después {abscisas), de un periodo de

isquemia-anoxia, en los animales no tratados y tratados con naloxona. Note en el primer dia en ambos.
grupos la reduccién significativa de la potencia, en la banda de 0.5 - 3.5 Hz; asl como reduccién en el

grupo no tratado, y aumento significativo de la potencia en el grupo tratado, en los dias 2 y 3. En cambio

hubo una recuperacién con respecto a sus valores de control en los dias 4, 5 y 6 de la misma banda. En la

banda de 13 - 32 Hz, puede notarse la reduccién significativa de la potencia en ambos grupos, con

respecto a su control los dias siguientes a la isquemia, a excepcion de los dias 3 y 5, donde no se
observan diferencias con respecto a los valores de control.
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* p<0.05, prueba de Duncan en comparacién con los valores del control previos al periodo de isquemia noxia.

Figura 9.- Valores ((X £ D.E.) de la descarga/seg de la AMN, que muestran el efecto

de [a isquemia-anoxia en los grupos de animales sin tratamiento y tratados con naloxona,
durante las seis horas siguientes al episodio de isquemia. Note la reduccién significativa de
los valores promedio de la frecuencia de descarga en las estructuras subcorticales
registradas, con respecto a los valores de sus controles en ambos grupos.
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* p< 0.05, prueba de Duncan en comparacion con los valores de! controf previos al periodo de isquemia-anoxia.

Figura 10.- Valores (X + D.E.) de frecuencia de descarga de la AMN, que muestran el
efecto de la isquemia-anoxia en los grupos de animales sin tratamiento y tratados con
naloxona, durante los seis dias siguientes al episodio de isquemia. En las ordenadas la
frecuencia y en las abscisas los dias siguientes a isquemia. Note en el sexto dia de registro
la diferencia significativa de la AMN en la FRM y SGP, en los animales tratados con
naloxona, respecto a sus valores de control y a los valores obtenidos en los animales del
grupo no tratado.
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estructuras registradas, se redujo significativamente durante las primeras seis
horas postisquemia. Esta reduccién fue mayor durante las dos primeras horas, sin
alcanzar la recuperacion de los valores de control, en las siguientes horas de
registro. No, se observaron diferencias significativas en los valores promedio de la
AMN entre los grupos | y Il.

No se observaron diferencias significativas en la descarga multineuronal de
la FRM, HIP y SGP, en los cinco dias siguientes al episodio de isquemia durante la
situacion de alerta, en los grupos 1 y Il (fig. 10). En cambio, el dia sexto en la FRM
y SGP, se aprecid una reduccion significativa de la AMN en ios animales del grupo
Il

La evaluacion de la deficiencia neurolégica utilizando la escala de Todd, en
los animales del grupo |, muestra la alteracién producida 24 h, 2,3,4,5 y 6 dias
después del paro cardiorrespiratorio, valores que se muestran en la figura 11,
donde pueden apreciarse puntajes significativamente mayores, con respecto a ios

puntajes obtenidos en los animales del grupo |1.
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* P<0.05 prueba de U de Mann — Whitney, en comparacién con los valores obtenidos entre los dos
grupos.

Figura 11.- Puntajes de la deficiencia neurolégica observada en ambos grupos de
animales antes (C) y 1-6 dias después de un episodio de isquemia-anoxia cerebral global
aguda. Note la disminucion paulatiqa del dafio neurolégico en el transcurso del tiempo en
ambos grupos de animales y la mejor recuperacién en los puntajes de los animales
tratados con 2 mg/kg de naloxona en comparacién con los valores de los animales no
tratados, pero sometidos a las mismas maniobras experimentales.
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DISCUSION

Para investigar los efectos de la naloxona, sobre las consecuencias de un
periodo de isquemia-anoxia cerebral global aguda en las caracteristicas de la
actividad eléctrica cerebral (EEG y AMN) sobre diferentes estructuras nerviosas;
asi como la evaluacion del estado conductual, en e! presente trabajo experimental,
se utilizd un modelo de isquemia-anoxia cerebral global aguda en el gato, en el
que se provoco la isquemia-anoxia cerebral mediante la suspension de la actividad
cardiaca y de ia ventilacién pulmonar durante 15 min y, un periodo adicional de 2-
4 min de maniobras para la reanimacion. Este modelo experimental y otros
similares, han sido utilizados en otros estudios (Molinari, 1976; Wauquier, 1987;
Karpiak et al.,1989; Tataeishi et al., 1989,1991). En estos modelos, al igual que en
el presente estudio se han controlado y tomado en cuenta variables del medio
interno, cuyas modificaciones pueden influir sobre la presencia y magnitud del
dafno cerebral provocado por la isquemia-anoxia.

El aumento o disminucioén de la acidosis se ha considerado que juega un
papél importante en la progresién del dafio celular post-isquemia. Sin embargo,
determinaciones del pH en el transcurso del tiempo postisquemia no se ha
valorado. En este estudio, se midieron los cambios de pH sanguineo para controlar
este factor. Asi, la disminucién del pH, los primeros 30 minutos a partir de las
maniobras de animacién cardiorrespiratoria, con respecto a los valores
encontrados en las determinaciones control, en los gatos de los grupos | y Il son
similares a los reportados por otros autores después de la isquemia-anoxia
(Chopp, 1988; Tataeishi, et al., 1989,1991). Esta disminucién del pH en el modelo
experimental se ha atribuido a la conversién anaerébica de la glucosa en acido
lactico (Ljunggren, et al., 1974; Wagner et al., 1994; Itch et al., 1998), y al
incremento de la concentracién de este compuesto después del episodio de

isquemia-anoxia (Rehncrona et al., 1985; Sappey et al., 1995).
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El incremento anormal de ta PaCO2 en los gatos del grupo |1 vy Il, en los
primeros minutos después de la isquemia-anoxia, también coinciden con los datos
reportados utilizando el mismo modelo experimental (Tataeishi et al., 1989, 1991) y
en otros modelos de isquemia (Ljunggren et al., 1974; Wagner et al., 1994), en los
que, lo mismo que en el presente estudio se efectud el control de esta variable,
cuyo valor se mantuvo dentro de limites normales desde la primera y hasta 6 h
post-isquemia.

E! incremento permanente de la PaO9, tanto en los animales del grupo |
como en los animales del grupo I, se ha atribuido en el modelo al aumento en la
FiO2, que antes del paro cardiorrespiratorio fue 40 % y a partir del procedimiento
de reanimacic')n. se mantuvo durante 6 h en 100 % (Tataeishi, et al ., 1989, 1991).

La hipotensidén es un importante factor en la evolucién del dafo cerebral
isquémico, ya que después de un episodio de isquemia, el flujo sanguineo es
proporcional a la presion de perfusién y pequefias reducciones en la presion
arterial pueden aumentar la severidad del dafio (Waltz, 1985; Hossman, 1993). En
el presente estudio, la PAM en los grupos | y Il, se mantuvo entre 90 y 110 mm de
Hg durante las 6 h siguientes a la isquemia-anoxia, lo que descarta la posibilidad
del dafio por hipotension.

Se sabe gue varios de los fenémenos fisiopatolégicos inducidos por la
isquemia que pueden dar lugar al dafio y a las alteraciones funcionales del sistema
nervioso central, ocurren durante las horas siguientes al episodio de isquemia. En
consecuencia la administracion de farmacos con posibles efectos
neuroprotectores, durante el periodo inmediato post-isquemia, pueden poner en
evidencia su efecto neuroprotector, cuando su mecanismo de accién es capaz de
contrarrestar uno 6 varios de los fendmenos fisiopatologicos que tienen lugar
durante dicho periodo. En el presente estudio, el efecto de la naloxona durante el

periodo agudo sobre el electroencefalograma de la corteza parieto-occipital y de
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las estructuras subcorticales sefialadas en el grupo tratado con naloxona , mostrd
durante las primeras horas post-isquemia, una mayor cantidad de componentes de
ondas rapidas y una cantidad menor de ondas lentas en comparacion con el grupo
|. Se conoce gque las ondas lentas de 0.5 - 4 Hz usualmente se consideran un
indicador de lesion cerebral (Sainio et al., 1983; Van Huffelen, et al 1984), por io
que nuestros hallazgos son consistentes, en el sentido de que, farmacos que
reducen la deficiencia neurolégica postisquemia, también reducen las alteraciones
que se presentan en el EEG por efecto de un episodio de esta naturaleza (Todd et
al., 1982, Gisvold et al., 1984; Cervantes et al., 1989). Sin embargo, trabajos
realizados en el hipocampo antes y después de ia isquemia, han demostrado que
las ondas theta, aparecen sobre la estructura con tan solo 4.3 segundos , después
de ocluir la carotida y desaparecen a los 34.2 segundos después de suspender la
oclusion en gatos (Kasaba et al., 1990). Al respecto se sugiere que la integracion
sinaptica que se produce para dar origen a las bandas de 4 - 7 Hz, es mas
sensitiva que las repercusiones de la lesion en la membrana después de isquemia
Yy que esta sensibilidad indica la disminucudn de la transmision sinéptica, como un
mecanismo de defensa para disminuir el dafio que se produce por la deficiencia de
oxigeno (Howard et al., 1998). En este sentido, los efectos de la naloxona sobre
las alteraciones de la actividad eléctrica cerebral después de la isquemia-anoxia,
durante el periodo agudo en nuestro experimento, parece ser mas notorio en el
analisis espectral efectuado sobre la CP, donde es evidente la presencia de esta
banda a las 2, 4 y 6 horas en los animales tratados con naloxona, respecto a los
animales sin tratamiento (Fig. 1). En cambio, el hipocampo en los animales
tratados y no tratados, aparece sin diferencia en las modificaciones causadas por
la isquemia en esta misma banda (Fig 3). Esta situacion, se puede asociar con la
cantidad de céluias que mueren, resisten y se mantienen con lesién después de la

isquemia-anoxia en esta estructura. Cabe recordar que el hipocampo es una de las
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estructuras mas sensibles y con tan solo un minuto de exposicién a la isquemia
presenta muerte celular, principalmente en la zona CA1 (Schmidt-Kastner et al.,
1990).

En modelos de isquemia global, el efecto neuroprotector de la naloxona se
ha atribuido a su habilidad para aumentar |la recuperacién metabdlica, asociada
con reduccion en la liberacion de glutamato y de su accién excitotéxica (Faden et
al., 1990; Graham et al., 1993), y estabilizacién de la membrana neuronal (Furui et
al., 1990), aunque el mecanismo mediante el cual se logra la disminucién de las
alteraciones postisquemia ain no estd bien definido (Araki et al., 1993). Sin
embargo, también se ha reportado la ausencia del efecto neuroprotector de la
naloxona en modelos de isquemia cerebral global (Gaines et al., 1984) y en
isquemia focal (Hubbard et al., 1983; Kobayashi et al., 1992). En este caso se ha
sugerido que el sistema opiocide no es reelevante en la fisiopatologia conducente
al daflo por isquemia cerebral global, o bien que las dosis utilizadas fueron
insuficientes para producir los efectos deseados. En el presente estudio, el efecto
neuroprotector de naloxona se ha obtenido utilizando dosis de naloxona superiores
a las utilizadas en los estudios donde no se encontré evidencia del efecto
neuroprotector de la naloxona. A este respecto, debe sefialarse que la
administracion de antagonistas opioides mas potentes que naloxona ha dado lugar
al efecto neuroprotector en modelos de isquemia cerebral global (Faden et al.,
1990; Graham et al., 1993) y en modelos de isquemia focal (Andrews et al., 1982).

Las caracteristicas de los cambios de la actividad eléctrica cerebral (AMN)
observada durante el periodo cronico en los dias siguientes al episodio de
isquemia no corresponden con los resultados de la evaluacién neuroldgica. En
efecto, mientras que las alteraciones neuroldgicas en el grupo tratado fueron
significativamente menores que en el grupo no tratado, no se observaron en estos

grupos, diferencias de la descarga neuronal de la FRM, HIP o la SGP, atribuibles
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al tratamiento con naloxona. Cabe la posibilidad de que la evaluacién de la
descarga/seg de actividad eléctrica cerebral noc sea suficientemente sensible a los
cambios que pueden poner en evidencia el efecto neuroprotector de un farmaco.
En cambio, durante este mismo periodo se ha demostrado que los efectos de la
isquemia se traducen por reduccion significativa del ritmo theta superficial y
profundo en ratas después de 20 minutos (Monmaur et al, 1986, 1990),
persistiendo el efecto hasta 5 meses después. En nuestros datos, este efecto se
manifiesta en la reduccion de la potencia de la banda de 4 - 7 Hz sobre la CP (fig
9) e HIP (fig 7), reducciébn que persistié hasta 6 dias después de la isquemia-
anoxia, quiza como una manisfestacién del dafo que se ocasiona en el circuito
generador del ritmo theta presentado en el hipocampo; mismo que involucra
estructuras sensibles a la isquemia como el septum medial y a la formacion
reticular (Vertes et al., 1993)

Los resultados de la evaluacion neurolégica durante el periodo crénico en el
presente estudio sugieren la existencia de un efecto neuroprotector de la
naloxona, en contra del dafio provocado por la isquemia que se traduce en una
disminucion de las alteraciones funcionales inmediatas del sistema nervioso
central. En efecto, ios puntajes de la deficiencia neurolégica obtenidos diariamente
los 6 dias siguientes al episodio de isquemia mediante la escala de Todd (Todd et
al., 1982), fueron significativamente menores en ei grupo tratado con naloxona, en
comparacion con el grupo no tratado. En los animales no tratados, los puntajes de
deficiencia neuroldgica, fueron similares en magnitud y curso temporal
progresivamente decrecientes que los reportados en otros estudios con el mismo
modelo en gatos (Tataeishi, et al., 1989, 1991), en cambio en los animales
tratados con naloxona, se obtuvieron resultados semejantes a los obtenidos en
otros animales tratados con el mismo farmaco. En este sentido, se han reportado

evidencias que sustentan el efecto neuroprotector de la naloxona en modelos de
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isquemia cerebral en animales de experimentacién (Baskin et ai., 1981; Levy et al,
1982, Faden et al., 1982; Zabramski et al ., 1984; Faden et al., 1990; Kanai et al.,
1994) y en tratamiento de isquemia cerebral en humanos (Baskin y hosobuchi,
1981; Jabaily y davis, 1984). Dicho efecto se ha atribuido entre otros al bloqueo de
la liberacién de opioides endégenos liberados durante la isquemia, los cuales
pueden contribuir a los mecanismos del dafio post-isquemia (Baskin et al., 1986;
Faden, 1983; Faden, 1986; Fried y Nowak, 1987: Koc et al., 1994; Ting et al.,
1996; Browning et al., 1997).

La falta de correspondencia entre los resultados de la evaluacion
neuroldgica y los resultados de la evaluacién de la actividad eléctrica cerebral
(EEG y AMN), en estructuras cerebrales especificas, puede ser atribuido a que
estas estructuras no estén involucradas en la integracién de las funciones
neurolégicos evaluados en la escala de Todd, y que estas funciones pueden
depender principalmente de estructuras cerebrales en las que no se evaluaron
cambios de la actividad eléctrica ni antes ni después de la isquemia-anoxia
cerebral global aguda.

Los resultados sugieren, que la naloxona pudiera solo revertir algunos de
los mecanismos que lesionan las células nerviosas, en el periodo inmediato a la
isquemia-anoxia cerebral. Debe considerarse que el dafio neuropatolégico que se
produce postisquemia-anoxia, no es dependiente de un solo mecanismo, sino de

varios de ellos que se desencadenan simultaneamente.
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CONCLUSION

Si se considera que las estructuras sobre las que se trabajé (Cz, FRM, HIP
y SGP), son de las mas sensibles a la disminucién de Q. y que la naloxona
modificé algunas de las caracteristicas electroencefalograficas durante el periodo
agudo y cronico después de las maniobras de resucitacion postisquemia; asi como
la evaluacién neurolégica, estos cambios nos indican que efectivamente la
naloxona tiene un efecto como antagonista de receptores a opiodes, confirmando
que el aumento de concentracién de opioides endogenos post-isquemia contribuye
a la lesion cerebral.

Podemos concluir, que la naloxona administrada mediante infusion continua
a la concentracién de 2 mg/kg/h, durante las 6 h siguientes al episodio de
isquemia, influyé sobre los mecanismos de dafio cerebral producido por la
isquemia-anoxia cerebral global aguda de 15-19 min en el gato, provocando la
disminucion de las deficiencias neurolégicas, con algunas modificaciones en las
alteraciones que se producen sobre el analisis de la actividad eléctrica cerebral
(AMN y EEG) en las horas y dias siguientes al proceso patoldgico que se presenta

después de la isquemia.
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Abstract

The increment of GABAergic inhibitory activity,
thereduction of metabolicrateand oxygen consump-
tioninduced by propofol on the neuronal components
of brain structures, and its antioxidant potential
have supported the possible beneficial efTects of this
drug against brain damage elicited by cerchral
ischemia. Multincuronal activity (MUA) and EEG
from mesencephalic reticular formation, hippo-
campus, and amygdata, and EEG from the parieto-
occipital cortex were recorded and analyzed during
vehicle or propofol, 0.25 mg/kg/miniv, administered
duringa6hperiod followinga10 min cardiorespira-

following cardiorespiratory arrest, was significantly
Jower in propofol treated cats. A significant reduction
of MUA in the hippocampus was then observed in
the untreated but not in the propofol treated cats,
and in amygdala in both treated and untreated cats.
Alterations of MUA were not observed in the
mesencephalic reticular formation during alertness
on the days after cardiorespiratory arrest. Sig-
nificantly lower neurological deficit scores were
recorded in propofol treated than in untreated cats
the days after cardiorespiratory arrest. 1t can be
concluded that propofol is capable of reducing both

165; Fax: (43) 12-2192

been a matter of interest because these drugs may be

385

tory arrest and2-4 min of reanimation intwogroups  brain electrical activity alterations in specific brain
of cats under neuromuscular blockade and assisted ~ structures, and neurological deficit elicited by
ventilation. This was continued daily duringalertness ~ complete global cerebral ischemia in cats. Inhibition
for 8 days ofter cardiorespiratory arrest along with of MUA from limbic and mesencephalic brain
determining daily neurological deficit scores. Mean structures induced by propofol early after global
MUA frequency, progressively increasing in sub- cercbral ischemia could be related to these efTects.
corticalstructures of untreated catsduringthehours  (Arcl Med Res 1995; 26:385)
KEY WORDS: Global cerebral ischemia; Propofol; Multineuronal activity; Neurological deficit; Cats.
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appropriately used as anesthetic agents for paticnts
undergoing surgical procedures during which cerebral
ischemnia could occur (1-2). It is known that cerebral
ischemia leads to immediate {minutes to hours) and
delayed (hours to days) functional and structural
derangement of neurons as a consequence of
pathophysiological phenomena which start during both
ischemia and reperfusion (3). Among these, several
metabolic alterations, including those leading to abnormal
calcium homeostasis in neurons, can result in lipid
peroxidation and disruption of the molecular structure of
neuronal membranes and irreversible neuronal damage.
In addition, insufficient blood and oxygen supply to
specific brain structures during reperfusion as a
consequence of local post-ischemic hypoperfusion could
account for neuronal damage (3-8). Further, anincrease
of amino acid excitatory, and lack of or reduction of
GABAergic inhibitory synaptic neurolransmission have
been proposed as a part of pathophysiological
mechanisms elicited by cerebral ischemia and
contributing to the damage of neuronal components in
specific brain structures (9-13).

Jt has been shown that barbiturates and anesthetic
steroids may attenuate some alterations elicited by
cerebral ischemia in experimental animals (1,14-21).
These drugs are thought to act against ischemic injury by
inhibiting metabolic neuronal activity thus decreasing
cerebral metabolic rate and oxygen consumption, by
stabilizing nevronal membranes, ameliorating edema, or
scavenging free radicals (18-19,22-23). However, the
increase of GABAergic inhibitory neurotransmission
induced by barbiturates or anesthetic steroids could be
involvedintheseeffects against brain damageelicited by
cercbral ischemia (24-28) since enhancememt of post-
ischemic GABAergic neurotransmission in experimental
animals may reduce the ischemic damage on neuronal
components in several brain structures (29-31).

Some experimental data have shown that the
pharmacological effects of the intravenous anesthetic
propofol (2,6-diisopropylphenol) (32) resemble EEG
and metabolicchangeselicited in the brain by barbiturates
or anesthetic steroids (33-35). Enhancement of
GABAergic neurotransmission (36-39), and a potential
antioxidant effect of propofol (40) have also been
reported. Hence, propofol has been proposed to have
effects against alterations elicited by cerebral ischemia,
in a similar manner as barbiturates or anesthetic steroids
(41-42). However, controversial experimental data have
been obtained on the effects of propofol on brain
alterations elicited by cerebral ischemia. Higher cerebral
blood flow, better correction of extracellular fluid acidosis
and hyperkalaemia, and improvement of calcium ion
alterations were observed following propofol adminis-
tration in cats exposed to incomplete cerebral ischemia
due to a period of profound hypotension, though propofol
had no effect on neuropathological altcrations in this
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experimental model of cerebral ischemia (41).

Nevertheless, propofol improved the neurological .
outcome and decreased the neuronal damage resulling

from incomplete cerecbral ischemia induced by

hypotension in rats (42), but it had no effects on infarct

volume or on neurological deficit elicited by transient

foca) cerebral ischemia due to middle cerebral artery

occlusion (43).

On the other hand, electrophysiological studies
concerning neuronal firing, synaptic responses, and
excitability of neurons in hippocampus and cerebral
cortex following ischemia (44-46) have shown functional
alterations in the neuronal components of these structures
possibly rclated to abnormally increased excitability
accounting for delayed ncuronal deathelicited by cerebral
ischemia. However, activity of neuronal populations of
either hippocampus or other less vulnerable brain
structures has not becn extensively analyzed early after
cerebral ischemia. This activity could be an indicator of
the net Jocal neuronal functioning in specific brain
structures (47), and its alterations may be relaled to
pathophysiological cvents affecting the neurons after
ischemia.

The prescnt study was designed to gain information on
the alterations of the neuronal discharge induced by
global ischemia in some limbic and mesencephalic brain
structures, theirmodifications by propofol administration,
and the effects of this drug on the neurological outcome
following a cardiorespiratory amrest period in cats.

Materials and Methods

The experimental protocol was approved by our
Biomedical Research Review Board. Sixteen adult male
cats (2.5 to 3 kg) were used. Bipolar cortical and
subcortical electrodes were chronically implanted under
pentobarbital (35 mg/kgiv) anesthesia. Cortical electrodes
were stainless steel needles placed in the skull over the
parieto-occipital cortices (POCx), and a reference
electrode was inserted in the frontal sinus. Subcortical
electrodes were made of insulated nichrome wire (60 um
in diameter) cemented inside a 25 gauge stainless steel
tubing insulated with epoxy resin and with a small
recording surface lcft exposed at the tip of the barrel.
They were stereotaxically placed (48) in the
mesencephalic reticular formation (MRF), dorsal
hippocampus (HIPP) and basolateral amygdala (AM Q).
Electrodes were attached to an amphenol connector
which was fixed on the skull by acrylic cement.

Fourteen days after electrode implantation, control
polygraphic (Grass Model 7 Polygraph) and magnetic
tape (Ampex PR 500 recorder) recordings of the
electroencephalogram (EEG) from the parieto-occipital
cortices, and EEG and multineuronal activity (MUA)
from the subcontical structures were obtained from each
catduring the aleri-quiet behavioral condition. The basic
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technique for simultancous recording of EEG and MUA
has beend described clsewhere (47,49-50). Each cat was
placed in a soundproof chamber (110 x 70 x 60 cm) with
a one-way window, and a multiple cable was plugged 1o
the amphenol connector of the cat and to the input of the
polygraph. Neuronal spikes of a chosen height, usually
exceeding in amplitude two thrids of the whole MUA
recordings were selected, by means of a voltage gate
circuit, from the total multineuronal activity recorded
from each subcortical structure. The selected spikes fed
a staircase generator circnit which scaled one step when
recetving each spike until reaching its reset level when
20 spikes were admitied. The output of the stair-sicp
gencerator circuitdrovea polygraph pen deflection system
sothat staircasesinthe polygraph records were a measure
of MUA from subcortical structures. Magnelic lape
recordings of EEG and MUA were also obtained for
further analysis. The same selection level of multiunit
activity was used for each cat under the different
experimental conditions. The day in which EEG and
MUA recordings were taken, a neurological evaluation
was performed on each cat by two observers examining
the neurologic phenomena described for this purpose by
Todd et al. (15) in order lo obtain a neurologic deficit
score in which the normal neurological condition scored
0 points and the most severe neurologic deficit scored
100 points.

One day after the control electrographic recordings
and the neurological evaluation were achieved, each cat
was anesthetized with 4% halothane in oxygen into a
Plexiglass box. Pancuronium bromide, 0.3 mg/kg, was
administered iv through a sterile venous catheter placed
inahind leg, endotracheal intubation was performed and
assisted ventilation with 1.5% halothane in oxygen (Bird
Mark VIII ventilator) was begun in order to maintain
PaCO, between 30 - 35 mmHg.

After skin infiltration with 1 ml of 2% lidocaine, a
small incision {1 ¢cm) was made in the neck and in the
groin. A sterile catheter was inserted in the night auricle
through the jugular vein in order to guide the tip of a wire
(0.75 mm in diameter) protruding 2 mm beyond the
distal end of the atrial catheter towards the atrium, and its
place was confirmed by cavitary electrocardiogram.
Anothersterilecatheter wasinserted into the right femoral
artery to continttously measure the mean arterial pressure
(MAP). After surgery was completed, the neck and groin
wounds were sutured and covered. Neuromuscular
blockade (pancuronium bromide, 0.5 mg/kg/h iv) was
maintained through this whole experimental phase
including the pre-armrest period, the cardiorespiratory
arrest (CRA), the cardiopulmonary resuscitation, and an
8 h recovery period, which will be further described.

Electrocardiogram (ECG) (lead IT) was continuously
monitored through subcutaneous needle electrodes.
Esophageal temperature was kept at 37.0 to 37.5°C by
heating lamps. EEG from parieto-occipital cortices, and

EEG and MUA from subcortical structures were also
continuously recorded.

The inspired halothane was decreased to 0.5% and the
cat was left undisturbed for 30 min before the
cardiorespiratory arrest. Samples (1 ml) of arterial blood
were drawn 30 min and 15 min before the cardiorespi-
ratory arrest to determine pH, Pa0,, PaCQ,, bicarbonate
base excess (pH-Blood-Gas CIBA Coming 2381), and
glucose (CIBA Corning 238) in order 1o ensure that their
values were within physiological ranges immediately
before the cardiorespiratory arrest, which was performed
as described by Todd et al. (15).

Halothane administration was interrupted and one
minute later ventricular fibrillation was induced in each
cat by passing alternating current (60 Hz, 20V, 2 - 5 sec)
from the auricular tip of the wire inserted through the
jugular venous catheter to a subcutaneous electrode
placed at the apex. It immediately resulted in a sudden
decrease of MAP to less than 10 mmHg. Mechanical
ventilation was stopped and the tracheal cannula was
occluded. Five minutes after the beginning of the cardiac
arrest, the auricular wire was removed. Cardiac arrest
and interruption of mechanical ventilaton were
maintained for 10 min. Cardiopulmonary resuscitation
was initiatcd at the end of this period as follows:
mechanical ventilation with FiO, 100%; external cardiac
massage to maintain systolic blood pressure at 90 mmHg
and diastolic blood pressure at 50 mmHg; administration
of sodium bicarbonate, 1.0 mEg/kg iv, and epinephrine
hydrochloride 15 pg/kg iv. Defibrillation (Mennen
Cardiopak Model 936) by a 25 J DC shock applied
between two chest paddles placed on the shaved lateral
chest walls was first attempted 2 min after starting
cardiopulmonary resuscitation. If unsuccessful, additional
sodium bicarbonate, 1 mEq/kg, and epinephrine
hydrochloride, 15 mg/kg iv, were givenand defibrillation
was repeated until successful, when MAP over 90 mmHg
was reached and maintained. Immediately after
defibrillation, atropine sulfate, 0.05 mg/kg iv, and
lidocaine hydrochloride, 1 mg/kg iv, were administered
to assist stabilization of cardiac sinusal rhythm.
Cardiopulmonary resuscitation within a period nolonger
than 4 min was a necessary condition for the animals to
be included in the study.

The cats were randomly allotted to two groups:
beginning 15 min after the end of cardiopulmonary
resuscitation continuous iv administration of either the
solvent for propofol (untreated group, n = 8) or propofol,
0.25 mg/kg/min (treated group, n = 8) was accomplished
for a period of 6 h.

Assisted ventilation was adjusted to FiO, 100% for 4
hand FiQ,40% afterwards; pH, PaQ,, PaCO,, bicarbonate
base excess were measured after resuscitation as follows:
at 15 min intervals for 1 h, and at 1 h intervals from the
second to the sixth hour following CRA. Alterations of
their pre-arrest values were promptly corvected through
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the administration of sodium bicarbonate or ventilation
adjustment. Values of PaCQ, 30 - 35 mmHg and pH 7.30
- 7.35 were maintained until reversal of neuromuscular
blockade. Dopamine hydrochloride was administcred as
required to maintain MAP between 90 - 100 mmHg until
6 h after CRA. At this time the cats were allowed 1o
recover from neuromuscular blockade until normal spon-
laneous respiratory aclivity was reassumed. Neoslig-
mine methylsulfate, 0.06 mg/kg iv was administered to
reverse neuromuscular blockade and atropine sulfate,
0.04 mg/kg iv to prevent bradycardia. The arterial and
auricular cannulas were removed under halothane
anesthesiaand the cats were extubated. Afterextubation,
each cat was placed in the same soundproof cage used for
recording of brain electrical activity and behavioral
observation, atatemperature of 25°Cand with additional
O, (5 Vmin) support until 24 h after resuscitation. Milk,
water and tuna fish paste were provided daily after CRA
and the cats were allowed to eat ad libitum. If needed, 50
ml/kg/day maintenance fluid were injected subcuta-
neously.

Cortical EEG and EEG and MUA from subcortical
structures were continuously recorded for 6 h after CRA
under neuromuscular blockade and assisted ventilation.
Further recordings of brain electrical activity and
neurological evaluations were performed daily during
alertness until the eighth day following the ischemia-
anoxia episode. Neurological evaluations were done ina
blind manner; points were assigned 1o each neurologic
alteration as described by Todd et al. (15) (0 points,
normal; 100 points, the most severe neurological deficit).

The number of EEG waves/sec recorded from the
parieto-occipital cortex was measured at each sec for 128
sec periods in the different experimental conditions
(Nicolet 1170 Electric Signal Processor); the number of
seconds in which the EEG was composed by 1-3 Hz, 4
-7 Hz, 8 - 12 Hz, and >12 Hz was expressed as a
percentage of the total time of amalysis (128 sec)
corresponding to the different experimental conditions.

Analysis of variance and Duncan tests were used for
statistical comparison among mean values of MUA
obtained at different times during the immediate 6 h,and
the 8-day period following the ischemia-anoxia episode
and their control pre-arrest mean values, in the untreated
and the treated group. Unpaired t test was used for
statistical comparison of the mean values of MUA at
different times from CRA, between the untreated and the
treated group. Proportions of the number of seconds
within 128 sec recording periods taken under different
experimental conditions in which cortical EEG had
frequenciesof 1 -3 Hz, 4 -7 Hz, 8-12Hz,and>12 Hz
were statistically compared by means of the X? test. The
Mann-Whitney U test was used to compare the
neurological deficit scores between the untreated and the
treated group. Analysis of variance and Duncan tests
were used to compare pH, blood gases and bicarbonate
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values under the different cxperimental conditions {51-
52). .
The cats were killed with an overdose of pentobarbital
on the eighth day following CRA and their brains were
perfused with 4% buffered formaldehyde. Proper
placement of the subcortical electrodes was determined

histologically (53).

Results

Values of body weight (mean + SD; 2.73 = 0.13 kg,
2.81+0.15 kg) and duration of halothane anesthesia (83
+ 15 min, 75 £ 12 min) were not significantly different
between the untreated and the treated groups. Blood
gases, pH, base excess, glucose and MAP were within
physiologicalrangesinall cats immediately before CRA.
Significant differences were not found between the
untreated and the wreated group (pH 7.39 £ 0.02 vs. 7.38
+ 0.03; base excess +1.5 2003 vs. +1.0 % 0.04 mEqg#;
PaCO,34 £3vs.36 %5 mmHg; Pa0, 80+ 6 vs. 82 & 8
mmHg). Passing of alternating current immediately
resulted in ventricular fibriltation and non-pulsatile blood
pressure below 10 mmHg. One (1 2 cats) or two (4 cals)
DC shocks were necessary during resuscitation toinduce
cardiac sinus rhythm. Resuscitation time (168 + 43 vs.
172 + 51 sec) and total dose of drugs used during this
experimental phase did not significantly differ between
groups. '

A transient but significant decrease in pH and base
excess values and a significant increase in PaCO, values
were found S min after the end of the resuscitation inboth
the untreated group (pH 7.23 + 0.05; base excess -10.2
+ 3.0 mEqg/l; PaCO, 56 + 14 mmHg) and the treated
group (pH 7.20 + 0.06; base excess -1 1.3 + 2.0 mEg/l;
PaCO, 61 + 4 mmHg). Mean values of these blood
components obtained in the subsequent determinations
from 30 min to 6 h after CRA were not significantly
different from those obtained before CRA, though Fi0,
100% resulted in PaO, values between 270 + 91 1o 330
+ 88 mmHg in the untreated group and between 252+88
10337 = 110 mmHg in the treated group as time elapsed
along the 6 h period following CRA. There were no
significantdifferencesinthese values when comparisons
were made at 1 h intervals after CRA between the
untreated and treated groups. In both groups, plasma

~ glucose concentrations significantly increased after

resuscitation and remained elevated during the 6 h post-
arrest period; however, si gnificant differences were not
found between the untreated and the treated group along
the 6 h post-arrest period (untreated 165 + 25 vs. treated
173 + 20 mg/dl, 1 h after CRA; untreated 157 + 20 vs.
treated 161 + 12 mg/dl, 6 h after CRA). Values of MAP
were between 115 + 18 to 102 + 9 mmHg in the untreated
group and between 118 % 15 to 103 + 12 mmHg in the
treated group from the end of the resuscitation procedures
until reversal of neuromuscular blockade 6 h later.
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However, dopamine hydrochloride administration, 2.3

10 3.8 pg/t.¢/min iv in a volume no greater than 5 mi/h

starting 150 - 178 min after CRA was required 10
maintiin these MAP values while propofol was
administered in all cats of the treated group; similarly,
1wo out of cight cats in the untreated group required
dopamine hydrochloride administration, 1.8 or 3.2 ng/
kg/miniv, starting 90 or 105 min after CRA, for85o0r113
min, respectively, within the 6 h period following CRA.
Significant differences in MAP values between the
untreated and treated groups were not found during the
6 h period after CRA.

Figure 1 illusirates EEG and MUA changes that
occurred in the paricto-occipital cortex and the subcortical
structures along the immediate 6 h peried following
CRA in the untreated and treated cats under
neuromuscular blockade and assisted ventilation. EEG
from these brain structures became isoclectric both in
untreated and treated cats within 2 min. Recovery of
background EEG activity begun between 22 ta 35 minor
341054 min aftertheend of CRA inuntreated and treated
cats, respectively. However, in untreated cats, delta-like
slow wave activity, intermittent bursts of 6 - 15 Hz EEG
activity and isolated spikes appeared and persisted for 4

- 5 h. They then progressively faded into continuous
background EEG activity with abundant delta-like slow
waves. The numbers of seconds in which the frequencies
of EEG waves in POCx were 0- 3 Hz,4-7Hz, 8-12Hz,
and >12 Hz were significantly different from the control
value (p <0.01) during the 6 h period following CRA in
the untreated group, as a consequence of a reduction of
8 - 12 Hz EEG activity and the concomitant increment of
0-3 Hz and 4 - 7 Hz slow waves mainly observed in the
EEG recordings of the untreated group. Administration
of propofol resulted in intcrmittent bursts of high
amplitude 4 - 8 Hz EEG activily, and high amplitude 1
- 3 Hz diffuse slow waves which progressively appeared
both in POCx and subcortical structures as recovery of
background EEGactivity took placeunderthe continuous
iv administration of propofol after cerebral ischemia in
treated cats. These EEG activities frequently faded into
a burst suppression EEG pattern between the third to the
sixth hour after the cercbral ischemia episode. The
number of seconds in which EEG slow waves were
present in EEG recordings taken from POCx in the
unireated group during quiet aleriness were still
significantly higher for 3 days following CRA than their
pre-arrest controls, while the occurrence of the various
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Figure 1. EEG recordings {rom the parieto-occipital cortex (POCx) and EEG and multineurcnal activity (MUA) recordings from
mesencephalic reticutar formation (MRF), hippocampus (HIPP), and amygdala (AMG) obtained before (C) and at different
intervals within the 6 h period following cardiorespiratory arrest (CRA) in an untreated and a propofol treated cat. MUA is
illustrated by the output of stair slep generator circuits fed with MUA from subcortical structures. Note in the untreated cal the
inhibition of MUA immediately aller CRA but its progressive increase as time elapsed, and the clear persistent reduction of the

otherwise increasing MUA in the propolol treated cat. Abundant slow waves an
POCx and subcorlical structures in the untreated cat the hours after CRA, while syn

propolol, mainly in POCx and MRF, in the treated cat

d spikes can be observed in the EEG both in
chronic slow EEG activity was induced by
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EEG fruguencies did not show significant differences
betw. =n the day before and the days following CRA in
1o ireated group.

MUA from subcortical structures disappeared within 3
min after the beginning of CRA and reappcared 121027
min or 16 to 34 min after its end in untreated and treated
cats, respectively. However, a progressive recovery of
MUA from subcortical structures occurred throughout
the hours following CRA in the untreated cats, though 6
h later MUA was still lower than during the pre-arrest
control condition. Administration of propofol resulted in
a reduction of MUA from subcortical structures in
treated cats, as compared to untreated cats during the
hours following CRA.

Figure 2 shows the magnitude (as percentages of the
mean control pre-arrest values) and the temporal course
of changes in the mean frequency of MUA recorded
from the different brain subcortical structures in the
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hours and the days following CRA. In the unireated

group, a progressive increase of the mean frequency .
values of MUA was observed through the 6 hafter CRA -
until 85% of their control pre-arrest values at the sixth
hour in MRF and AMG, while the progressive increase
of these values in HIPP attained 65% of the control pre-
arrest value 3 h after CRA and did not increase further.
Values from the Lreated group were significantly lower
than those from the untreated group during the 6h period
following CRA in MRF, HIPP and AMG. On the other
hand, multiunit activity in hippocampus (days 110 8)and
amygdala (days 1 to 5) of the untreated group, but not in
MREF, showed mean frequency values si gnificantlylower
than their pre-arrest controls during quiet alertness the
days following CRA. By contrast, the mean frequency
values of MUA recorded in the propofol treated group in
the days following CRA did nat significantly differ from
their pre-arrest controls in MRF (days 2 to 8), HIPP
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Figure 2. Mean {requency values of multineuronal activity (MUA) expressed as perceniage of the mean conlro! pre-arrest
values, obtained from different subcortical structures in the unireated and the propofol treated group before (C) and at ditferent
intervals (hours and days) atter the cardiorespiratory arrest (CRA). Nole the significant reduction of mean MUA frequency in
the propolol treated group, in the mesencephalic reticular formation (MRF), hippocampus (HIPP) and amygdala (AMG), within
the 6 h immediately following CRA. Note that the mean MUA frequency in the untreated group was significantly lower as
compared with the propolol treated group, in HIPP (days 210 8) and AMG (days 4 and 5) the days following CRA. No diflerences
in mean MUA frequency between both groups were observed in MAF the days following CRA.
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(days 2 to 8), and AMG (days 4 to 8). Mean frequency
values of MUA in HIPP were significantly lower in the
untreai=d than in the treated group on days 2 to 8
follc- .ving CRA and in AMG on days 4 to 5, but were
<i-nificantly higher in the untreated than in the treated
. roup in MRF and in AMG on day 1 after CRA.

Neurological deficit scores (Figure 3) ranged from 28
10 54 on the first day post-arrest in the untreated cats and
from 6 to 26 in the propofo! treated ones. A clear
tendency to a reduction of neurological deficit scores as
time elapsed was noted in both untreated and treated cats,
showing neurological deficit scores of 121017 and from
3t09, respectively,ontheeighth day post-arrest; however,
the treated group showed neurological deficit scores
significantly Jower than those of the untreated group
from the first until the eighth day after CRA. High
ncurological deficit scores in the untreated cats resulted
from persistence of abnormal pupil size and light reflex,
Jack or diminution of both facial pain perception, flexor
reflex to pain, and orienting reflex to loud clap, and lack
of placing, on the days following CRA.

Discussion

The present experimental work shows evidence on the

suppression and temporal course of recovery of MUA
from several subcortical brain structures exposed to 12
- 14 min (CRA plus resuscitation) of global cerebral
ischemia. Among these phenomena, recovery of MUA
throughout the 6 h period immediately following CRA
occurred both in brain structures known to be highly
vulnerable toischemia (HIPP) as well as in brain structures
less vulnerable to ischemia (FRM, AMG) (9,54-38);
nevertheless, mean values of MUA frequency did not
attain their pre-armrest control values at the end of this
period in untreated cats.

Two main possibilities have been proposed to occurin
the neuronal components of brain structures as a result of
ischemia: either their functional recovery, or their
irreversible damage after minutes to hours (acute neuronal
damage) orafterhoursto days (delayed neuronal damage)
following the cerebralischemia episode (7). Since changes
in MUA could be a representation of the functioning of
neuronal populations in specific brain structures (47),
the progressive increase of MUA recorded inthe untreated
cats following cerebral ischemia could be associated
with a functional recovery of the neuronal components
of the different brain subcortical structures after blood
perfusion and oxygenation were reestablished in the
brain, although these neurons had been exposed to
pathophysiological phenomena able to induce cellular
processes which can result in acute or delayed neuronal
damage. Thus,itseems thatin MRF a f unctional recovery
of their neuronal components promptly occurred and
remained since, after the early progressive recovery of
MUA throughout the 6 h immediately following the
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Figure 3. Neurologic delicit scores over 8 days alter
cardiorespiratory arrest (CRA) in the diferent cats of the
untreated and the propofol treated group. Note the higher
neurological deficit scores in untrealed cats even though the
values tended to diminish both in untreated and in treated
cals as time elapsed. ‘

cercbral ischemia episode, this activity became similar
to control values during the quiet alertness condition on
the days following this episode in untreated cats; hence,
a possible effect of propofol against MUA alterations
elicited by cerebral ischemia cannot be expected tooccur
in this brain structure. In contrast, in the same cats MUA
was significantly reduced in HIPP and AMG the days
following the ischemia episode under the quiet alertness
condition, suggesting that functioning of these brain
structures was affected by cerebral ischemia on the
following days, possibly by reducing the number of
neuronal components accounting for MUA or by
inhibiting their firing rate (47). Both death of neurons
and reduction of the firing rate, due to functional
derangement of the remaining spontaneously firing
neurons have been observed in the hippocampus of
Mongolian gerbils the days following ischemia (44-46).
Further, the interruption of the progressive increase of
mean MUA values in HIPP from the third to the sixth
hour after CRA in untreated cats could reflect an early
functional derangement in this structure.

Our experimental results show that propofal may
differentially reduce functional alterations elicited by
acute global cerebral ischemiain specific brain structures
since reated cats had significantly less EEG abnormalities
than untreated cats, and similar MUA values in HIPP to
their pre-arrest controls on the days following cerebral
ischemia under the quiet alertness condition, while a
reduction of MUA was observed in this brain structure in
untreated cats; however, the alterations of MUA elicited
by 12 - 14 min of acute global cerebral ischemiain AMG
were not clearly modified by propofol treatment. Thus,
the progressive recovery of their mean MUA values,
which occurred on the days following CRA, was belter
in the treated group only at days 4 and 5 after CRA.
Whether similar or different mechanisms from those
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lcading to functional alterations in HIPP may account for
fun-iional derangement in otherbrain structures following
i.chemia-and for the cffects of drugs against these
ischemia-induced alterations remains to be investigaied.

In addition, theeffects of propofol improving funttional
conditions of specific brain structures after the global
cercbral ischemia episode observed in the present study
are supported by the significantly lower neurological
deficit scores observed in trcated than in untreated cats.
A main effect of propofol administration early after
complete global cerebral ischemia, in the present study,
was aclearinhibition of neuronal firing in mesencephalic
and limbic structures during the hours immediately
following theischemic episode. Thus, it could be proposed
that this inhibition of MUA in treated cats, instead of the
progressive increase of MUA in untreated cats, and the
reduction of ischemia-induced alicrations in brain
electrical activity and ncurological deficitin the following
days are related phenomena.

It has been suggested that neuronal firing itself may be
detrimental for cellular survival afteraperiod ofischemic
insult, even if it is not necessarily accompanied by
energy failure, and thatarelationship betweenbarbiturate
protective effects on ischemic brain and suppression of
neuronal excitability may take place (19). Hence, the
inhibition of neuronal firing induced by propofol could
be associated with cellular conditions opposile to those
leading to functional and structural derangement of
ncurons as a consequence of cercbral ischemia.

It is known that ncuronal activity directly detcrmines
metabolic rate, and that inhibition of neuronal firing
leads to a reduction of neuronal metabolic rate and
oxygen consumption and a concomitant diminution of
metabalic and oxygen demands (59). Some cffects of
volatile anesthetics, barbiturates, anesthetic steroids, as
well as propofol, against brain alterations elicited by
cercbral ischemia, have been attributed to a reduction of
metabolic and oxygen demand associated with drug-
induced inhibition of neuronal activity in brain cerebral
structures (1-2,14-21). However, the relevance of the
reduction of cercbral metabolic rate and oxygen
consumption for the effects of anesthetic drugs against
alterations elicited by cerebral ischemia when they were
administered immediately after ischemia has been
rccently questioned (60).

Thus, other possible mechanisms coexisting with
inhibition of neuronal activity could be involved in the
effects of propofol on cerebral ischemia. An increase of
GABAergic inhibitory synaptic activity can be involved
in the effects of propofol against brain alterationselicited
by cerebralischemiasince propofol cnhances GABAergic
inhibitory neurotransmission (36-39) and a reduction of
the ischemic damage on neuronal components of several
brain structures, including the hippocampus, has becn
observed when this condition was induced by different
drugs in experimental animals (24-31). The effects of
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propofol by inhibiting transmembrane calcium currents
through T-type and L-type vollage-gated calcium
channcls (61) could account for its effects against
alierations elicited by cerebral ischemia. It is known that
calcium enlry to ncurons after ischemia may contribute
to calcium overload into neurons during both ischemia
and reperfusion, and that this abnormally increased
intracellular calcium is a key pathophysiological
phenomenon leading to cellular alterations resulting in
immediate or delayed functional and structural
derangement of ncurons (3-8). Further, the inhibition of
neuronal firing induced by propofol may be associated
with a diminution of release of excitatory amino acid
transmitlcrs, mainly glutamate, by reducing calcium
entry through voltage-gated calcium channels, including
N-type calcium channels which have an important role
in neurotransmission (62). This effect may be relevantin
brain structuses shown tobe highly vulnerableto ischemia,
as the hippocampus, in which excitatory properties of
glutamae resultin postsynapticdepolarization and further
calcium entry into neurons to be irreversibly damaged
(58). The antioxidant properties of propofol (40) allow
the possibility that a free radical scavenging activity
account for its effects against alterations elicited by
cercbral ischemia in the present study, since enhanced
release of various free radicals caused by the reoxy-
genation of previously ischemic tissue results inimportant
derangement of neuronal components of brain structures.
In the present study a carcfully controlled model of
acute global cercbral ischemia induced by cardiorespi-
ratory arrest in cats was used to investigate the effects of
propofol on brain functioning through the analysis of
changes in the brain electrical activity alterations and
neurological deficit provoked by such experimental
condition. This cardiac arrest model is relevant in
simulating the clinical situation of complete cerebral
ischemia during cardiac arrest (63). Special attention
was paid to the adequate control of blood PaCO,, pH,
glucose, body temperature and MAP, before and during
6h following CRA, in view of their possibie influence on
cerebral damage after ischemia (64-70). Thus cardiac
arrest and interruption of the pulmonary ventilation were
performed when blood PaCO,, pH, glucose, body
temperature and MAP were within physiological ranges,
and they were repeatedly or continuously recorded and

_measured for 6 h afiter CRA in a manner.that their

variations were promptly perceived and corrected. It is
then possible to assume that transient alterations inthese
parameters did not exert a differential influence on
pathophysiological mechanisms leading to ccrebral
alterations clicited by the ischemic episode in untreated
or treated cats in the present study.

In panicular, MAP was carefully controlled both in
untreated andin treated cats by continbious administration
of dopamine as required during periods of variable
duration in two untrecated and all tﬂreated cats. In these
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cats a clear tendency to hypolension was obscrved
during the propofol administration,

An increasc in mectabolic ncuronal alterations,
worsening of histologic lesions and impairment of
neurologicai recovery following cercbral ischemia have
beenimritedtohyperglycemia (66-70), asaconsequence
of tisc.. lactic acidosis which results from abnormal
anac: svic glycolisis during both ischemic and post-
is. :mic periods. Thus, further neuronal damage due to
* nemia may be triggered in hyperglycemic subjects
~hen exhaustion of hydrogen ion buffering within glial
cells occurred although severe hyperglycemia and an
ischemic periodlonger than thatused in the present study
are required for spreading of the ischemic lesions.
Tschemia of shori duration and moderate hyperglycemia,
as in the present study, could lead to faster evolution of
neuronaldamage inthe highly vulncrablebrain structures
and possibly to additional damage on ncuronal
components, including GABAergic neurons, or other
less vulnerable cerebral regions such as cingulate cortex,
thalamic nuclei and substantia nigra pars reticulata.
Also, lactic acidosis may increase the ischemic brain
damageby favoringan increment of neuronal excitability
which results in burst firing of ncurons (44-46) and
epileptoid activity in highly vulnerable brain structures,
possibly throughdisruption of membrane ionic exchange
mechanisms and reduction of neuronal GABAergic
inhibitory neurotransmission (70). We do not have
evidence concerning the possible influence of hyper-
glycemia, whichwasobservedinallex perimental animals
after CRA, on the magnitude of brain alterations chicited
by acute global cerebral ischemia in the present study.
However, it secmed to not have a differential, if any,
influence on the outcome of untreated or treated cats
since significant differences in the amounts of plasma
glucose were not found between these groups following
cerebral ischcmia. Some experimental data have shown
that improvement of neurological outcome and decrease
of neuronal damage induced by propofol are not
dependent on plasma glucose (42).

The effects of propofol against brain electrical activity
alterations inspecific cerebral structurcs, and neurological
deficit elicited by complete global cerebral ischemia in
cats have becn shown in the present study. Inhibition of
MUA by propofolinlimbic, mesencephalicand possibly
other brain structures early after global cerebral ischemia
could be related to these effects.
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Abstract

Electroencephalographic and clinical signs of
epileptoid activity have been associated with the
administration of fentanylduringsurgeryinpaticnts.
These phecnomena have been in turn related to
changesin metabolicrate, oxygen consumption,and
blood flowin specific brain structures bothin humans
and experimental animals. However, direct evidence
showing changes in neuronal firing in specific brain
regions during fentanyl-induced epileptoid activity
has not been reported. Eight adult male cats with
chronically implanted bipolar electrodes in the
mesencephalic reticular formation, hippecampus,
amygdala,and paricto-occipital cortexwereinciuded
in the study. Different treatments, i.e., vehicle-
fentanyl or diazepam-fentanyl, were administered
totheexperimentalanimals at 7-dayintervalsunder
neuromuscular blockade and assisted ventilation,
Electroencephalographic (EEG) seizures, grouped
and isolated spikes, and significant increases of
multineuronal activity (MUA) were elicited by

" activity as well as the concomitant increasein MUA

fentanyl, 50 pg/kg iv, in these brain structures. Both
EEG and MUA changes reached their maximal val-
ues within 6 min of fentanyl administration, and
then diminished as time elapsed. Dinzepam, [0,
200, or 400 pp/ kg, but not 50 ug/ kg iv, significantly
reduced or prevented thefentanyl-induced epileptoid
EEG aclivityand MUA increases. Thepresent resulls
show that beth fentanyl- induced cpileptoid EEG

of brain subcortical structures are part of the same
epileptogenic phenomenon, mainly pencrated at
limbicstructures. Inaddition, thecflects of diazepam
against both epileptoid EEG activity and increase of
MUA of brainsubcorticalstructures support the use
of benzodiazepines as premedicants for fentanyl
anesthesiainorder topreventortoreduce epileptoid
phenomena that can result from opioid
administration during the anesthetic procedures.

(Arch Med Res 1996; 27:495)
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Introduction

High-dose fentanyl-oxygen ancsthesia has been fre-
quently uscd for patients undergoing either cardiovascu-
lar surgery or neurosurgery because this anesthetic tech-
niqug offers some advantages including greater hemo-
dynamic stability during surgical proccdures and a helier
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recovery after surgery (1- 10).
However, electrocncephalographic and clinical signs

- of epileptoid activity have been associated with the

administration of fentanyl in patients (11-1 6), as well as
in experimental animals (17-21). These studics have
shown that fentanyl-induced seizures are in turn associ-
ated with changes in melabolic rate, oxygen consump-
tion, and biood {tow in specific brain structures, as well
as increase of intracrancal pressure which could be
undesirable phenomena during surgical procedures.
Nevertheless, direct evidence showing changes of neu-
ronal firing in specific brain regions during fentanyl-
induced seizures has not been reported.

Several studies have shown that limbic structures play
a paramount role in the generation of epileptoid activity
induced by fentanyl as well as by other opioid com-
pounds (18,22-24). A disinhibition process resulting
from a loss of the inhibitory neurotransmission of
GABAergic neurons involved in the regulation of excit-
ability of non GABAergic neurons of limbic structures,
as has been observed in pyramidal cells of the hippocam-
pus, seems {0 be involved in opioid-induced epileptoid
activity (15,24-25). Further, it has been proposed that
this effect could be mediated through both opiate (1) and
non-opiate (GABA) receptor mechanisms (15,18,26).

Detriment of the inhibitory influence of GABAergic
neurons on neuronal circuits of brain structures capable
of generating epileptoid activity has been considered as
a relevant pathophysiological mechanism underlying
epileptoid phenomena (24-27). Thus, several drugs
proven to Increase GABAergic neurotransmission in
brain structurcs involved in epileptoid activity may
induce anticonvulsant effects (28-31). In particular, itis
known that diazepam, as well as other benzodiazepines,
have specific binding sites at asubunitof GABA  recep-
tors, and they influchce the activity of GABA-receptor
operated CI channels, leading to an enhancement of
GABAergic peurotransmission, which accounts fortheir
anticonvulsant and other pharmacological effects
(32-34).

Diazepam and fentanyl administrations are frequently
associated during anesthetic procedures (35-36). Thus,
interactions of these drugs on the epileptoid phenomena
that can be elicited by fentanyl could be relevant in view
of the effects of diazepam on GABAergic neurotrans-
mission. The present study has been designed to inves-
tigate both the clectroencephalographic phenomena and
the changes in multineuronal discharge associated with
epileptoid activity elicited by fentanyl in several brain
structures in cats, as well as the effects of diazepam on
thesc electrographic phenomena.

Materials and Methods

The experimental protocol was approved by our Re-
scarch Review Board. Eight adult male cats (3.0to 3.5

kgg) were uscd. Bipolar cortical and subcortical clec-
trodes were chronically implanted under pentobarbital
(35 mg/kg) anesthesia. Cortical clecirodes were stain-
jess Steel ncedies placed in the skull over the paricio- -
occipital cortex (POCx), and a reference clectrode was .
inserted in the frontal sinus. Subcortical clectrodes were
made of insulated nichrome wirc (60pL 10 diamcler)
cemented inside a 25 gauge stainless steel tubing insu-
lated withcpoxy resinand witl a smali recording surface
jeftexposed atthe tip of the barrel. They wergstereotax i-
cally placed (37) in the mesencephalic reticular forma-
tion (MRF), dorsal hippocampus (H 1PP), and basolatcral
amygdala (AMG). Elcctrodes werc attached to an
amphenol connector which was fixed on the skull by
acrylic cement. '

Fourtecn days after electrode implantation, cach cat
was placed inside a plexiglass box, and 4% halothanc in
oxygen was supplied until it became anesthetized. Then,
each cat was placed on asoft rubber pillow on a table for
surgery. Endotracheal intubation was performed,
pancuronium bromide, 0.3 mg/kg iv, was administered
through a sterile venous catheter placed ina hindleg, the
inspired halothane was decreased to 1.5% and assisted
ventilation (Bird Mark VIII ventilator) was begun with
Fi0, 21%, 2 cm H,0 positive end expiratory pressure
(PEEP),and respiratory frequency su flicient to maintain
PaCO, between 30 - 35 mmHg. After skin infiltration
with 1 ml of 2% lidocaine in the groin, a sterile catheter
was inserled into a femoral artery to conlinuousty mca-
sure the mean arterial pressure (MAP). Neuromuscular
blockade (pancuronium bromide. 0.5 mg/kg/h) and as-
sisted ventilation were mainlained throughout the entire
experiment. Esophageal temperature was keptat37.0t0
37.5°C by heating lamps. Halothane administralion wis
interrupted, and 15 min later control polygraphic (Grass
Modcl 7 Polygraph) and magnetic tape {(Ampex PR SO0
recorder) recordings of the clectroencephalogram (EEGY
from the parieto~occipital cortex, and EEG and
multineuronal activity (MUA)from the subcortical strnie-
tures were obtained. The basic technique for simulla-
neous recording of EEG and MUA has been described
elsewhere (38-40). A multiple cable was plugged o
both the amphenol connector on the skull of each catand
to the input of the polygraph. Neuronal spikes of a
chosen height, usually exceeding inamplitudc two thirds
of the whole MUA recordings, were sclected by means
of a voliage gate circuit from the total multineuronal
activity recorded froin cach subcortical structurc; the
selected spikes fed a staircase generator circuit which
scaled one step when receiving each spike untit reaching
its reset level when 20 spikes were adimitted. The output
of thesc slair-step generator circuits drove polygraph
pendcflection systems SO that staircases in the polygra ph
records were a measure of MUA from subcortical struc-
tures. Magnetic tape recordings of EEG and MUA were
also obtained for further analysis. The same sclcetion




*

DIAZEPAM ON FENTANYL-INDUCED EPILEPTOID ACTIVITY

level of MUA was used for each cat under lhe different
experimental conditions.
Thirty minutes after halothane administration was

*“interrupted, a dose of diazepam hydrochloride, 50, 100,

200, or 400 pg/kg iv ina volume of 3 mi, or the same
volume of the vehicle of diazepam (cthanol 10%, benzyl
alcchol 1.5%, propylene glycol 40% in water) was
slowly administered (2 min), and 7 min later fentanyl
citrate, 50 ug/kgiv ma volume of 3 mli, was administered
in bolus.

EEG and MUA were contmuously recorded dunng
each experimental session, both before and during ad-
ministration of drugs or vehicle, and afterwards until
recovery of brain electrical activity from drug effects.
Samples (I ml) of arterial blood were drawn 15 min
before and at 15, 30, and 60 min afler drug administra-
tion to determinc pH, PaQ,, PaCO,, bicarbonale as base
excess (pH-Blood-Gas CIBA Corming 2381), and-glu-
cose (CIBA Coming 238) in order to ensure that their

values were within physiological ranges immediately

beforc and at the various intervals after drug administra-
tion. At the end of each experimental session the cats
were allowed to recover from neuromuscular blockade
until normal spontancous respiralory aclivity was reas-
sumed. Neostigmine methylsulfate 0.06 mglkg v was
administered to reverse neuromuscular blockade and
atropine sulfate 0.04 mg/kg iv to prevent bradycardia.

497

The arterial cannula was removed under halothane anes-
thesia and the cats were extubaled.

All cats were submitted to five experimental sessions
at 7-day intervals in order to receive, at random, in éach
session onc of the four different doscs of diazepam-or
vehicle before fentanyl administration. The number of
ncuronal spikes chosen from the whole MUA werc
counted every | sec during 3 min periods by means of-

-pulse counters {(General Radio Co. Med. 1191), and their _

mean values' were calculated for each 3 min period
before and-at different times from fentanyl administra-
tion. The nuinber of isolated spikes in the EEG and the
number and duration of EEG scizures (41) were mca-
sured during 3 min periods at different times of fentanyl
administration.

Mean MUA values under the dilfercnt experimental
conditions were expressed as percentage valucs with
reference to the control mean MUA value (100%).
Analysis of variance (Friedman) and Wilcoxon tests
were used for statistical comparisons among these val-
ues of MUA. The Mann-Whitney U test was used 1o
compare the number of spikes and the total duration of
EEG seizures under the dilferent treatments. Analysis of
variance and Duncan lest were uscd to compare pM,
blood gascs, bicarbonatc, and glucose values under the
different experimental conditions (42-43).

The cats were sacrificed with an overdose of pentohar-
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Figure 1. EEG recordings from the parieto-occipital cortex (FOCx), and EEG and multineuronal aclivily (MUA) recordings from
mesencephalic reticular formation (MRF), hippocampus (HIPP), and amygdala (AMG) obtained before (C) and at different
intervals from the administration of fentanyl, 50 ng/ kg iv. MUA is iHustraled by Lhe cutput of slainstep generalor circuils fed with
MUA from subcortical slructures. Note EEG signs of seif- sustained epileptoid activity shorlly after fentanyl administration, and
trains of spikes and isolated spikes afterwards; as well as the associated increment of MUA in subcortical struciures, mainly
in HIPP and MRF, which initially appeared in HIFP, reached a maximum within 6 min after fentanyl adminislration, and

progressively diminished as lime elapsed.
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bital afler they received the complete serics of treat-
" ments, and their brains were perfused with 4% buffered

- formaldehyde. Proper placementofthe subcortical elec-
© - trodes was determined histologically (44).

R

, iResults ‘

" Blood gases, bH, base excess, glucose, and MAF were -

" within physiological ranges in all.cats immediately be-
" fore treatments and significant dilfercnces were not

- found between cats under the different treatments (mean
+ SD; pH 7.36 £0.03 ; base excess +1.5 + 0.04 Eq/l;

- PaC0,36 % 5 munHg; Pa0, 80 £ 8 mnig). Mcan val-

- ~." ues of these blood components obtained in the subse-

quent determinations from 15 min fo 60 min after drug
administrationwerc notsignificantly different from those

_ “obtained before dfug administration, and there WErE 110
- significant differences between cats under the different
treatments. Similarty, glucose concentrations in plasma

. were within physiological ranges before drug adminis-

- tration (94 £ 11 mg/dl) and did not significantly differ

* from these values after drug administration.

Administration of fentanyl, 50 pug/ kg iv in bolus, after T

administration of vehicle of diazepam, unmediately
clicited in all cats a sudden and significant increase of
MUA in MRF, HIPP and AMG which occurred in HIPP
shortly before that in MRF and AMG, and preceded by
510 10 sec the appearance of EEG seizures both in POCX
and subcortical structures (Figure 1). The maximal in-
crease of MUA was observed within 3 10 6 min immedi-
atcly following fentanyl administration, when itattained
about twofold (AMG) or threelold (MRF, HIPP) of the
mcan values of MUA frequency (number of ncuronal
discharges in MUA/sec) obtained before drug adminis-
tration {Figure 2); then, MUA progressively decreased
so that 60 min after fentanyl administration the valuesof
mean MUA frequency in these subcortical structures
were not significantly different from their control values
observed before fentanyl administration.

EEG scizurcs which appearcd during short periods
immediately following fentanyl administration were not
observed after 6 min from fentanyl administrationthough
groups of spikesor isolated spikes still were presentat 15
min from fentany! administration but not later (Figure I,
Table 1).

A significant reduction of MUA was observed in MRF
and HIPP under the effects of diazepam, 100,200, 0r 400
ug/ kg, during the minutes preceding fentanyl adminis-
tration. Diazepam 100, 200, or400 pg/ kg, but not 50 pg/
kg, significantly reduced (MRF) or prevented (HIPP,
AMG) the increasc of MUA otherwise elicited by fenta-
nyl administration, 50 np/kg, in bolus (Figures Jand4).

The mean MUA valucs observed at different times
afler fentanyl administration when cats previously re-
ceived diazepam, 100, 200, or 400 pg/ kg, were signtfi-
cantly lower than those observed when cats reccivedthe

vehicle of diazepam belorc fentanyl administration.
Further, under these diazepam treatiments the mean MUA

. values were similar to their controls 30 min (MRI) or IS

min (HIPP, AMG) after fentanyl administration
(Figure 2).. E

Table | illustrates the total duration of EEG seizurcs,
and the number of spikes measured during 3 min periods
at3, 6 and 15 min after fentanyl administration. Itcanbe
observed that any dose of diazepam significantly rc-
duced or prevented these clectrographic signs of fenta-

© nyl-induced epileptoid EEG activity.
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Figure 2. Mean frequency values of multinguronal activily
(MUA), expressed as percentage of the mean MUA values
recorded immediately before drug administration (100%),
obtained from subcorical structures at diferentintervals from
fentanyl administration (arrow). when it was preceded by
different doses of diazepam or vehicie. Mole a fentanyl-
induced significantincrease of MUA, which reached maximal
values [twa (AMG) or three (MRF, HIPP) limes higher than
before drug administration] three and six min after fentany!
administration, when vehicle or diazepam, 50 pgrky v, was
adminislered before fentanyl; then progressively decreased
so that 60 min after fentanyl administration mean MUA fre-
quency values in subcortical struclures were nol significantly
diffaront from lhese values hefore drug adminisiration. Dinz-
epam administration, 100, 200 or 400 pglkg iv, prevented of
significanlly reduced the fenlanyl-induced increase of MUA.
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Table 1
Values {mean, range} of Yotal Duraiion of Crisis of Sclf-Sustained Epiteproid BEREG Activity (C) and Number of Spikes (8) in 1-Min

+

Periods at Bifferent Times of Fentany! Administeation

100 gy 200 pg/kg 400 pgrke

DIAZEPAM VEHICLE 50 ug/ke
FENTANYL 50 ngkg 50 wp/kg 50 pgfkg 50 ng/kg- 50 uglkg
a POCx
IJmin C : 53,42-61 - - 17, 12-23 - ) - -
s 35, 18-44 15, 9-19 17,1324 - - 5,2-8 5.2.7
6min C 528 - - - .
5 41, 31-49 7, 3-12 10, 8-14 5,37 o
I5min C - - R . -
S 8, 4-13 - . -
MRF
Imin C 55, 40-72 tl, B-14 6. 4.9 - -
S 33, 26-39 7, 4-12 20, 132 4, 2-0 3 24
6min  C 15, 9-22 - - L
S 43, 34-51 5, 3-7 15,9-21 . 4, 2-7
I5mn C 11, §-15 - - -
S .- - . - .
HIPP
Imin C 49, 34-61 14, 8-21 15, 12-18 . -
S 29, 21-37 5, 2-9 11, 7-15 7,4-12 4, 2-7
6min C 16, 8-26 ) - -
$ 47, 36-61 8 3-12 16, 12-19 2,13 -
iI5mn C - - . .
S 11, 8-16 . - -
' AMG
Jmin C 47,3362 11,816 o Tl ST
5 30, 19-41 8. 3-13 g, 6-11 - 5. 3-R
6min C 15, 12-19 6, 4-9 9,713 - -
S 38, 27-50 3, 2.5 - - -
I5min C - - - - .
S 6,39 . - - -

Note: Mean values of both total duration of crisis and number of spikes under diazepam-fentany] treatment were significantly lower (p <

0.05) than under vehicle-fentanyl treatment.

Discussion

The results of the present study show that administra-
tion of fentanyl, 50 ng/kg iv in bolus, elicited a signifi-
cant increase of MUA in several subcortical structures
which was associated with EEG signs of epileptoid
activity in cats. Both the increase of MUA and the EEG
epileptoid activity reached their maximal values within
the 6 min immediately following fentanyl administra-
tion, and decreased as time clapscd, until recovery at
about 60 inin after fentany! administration.

These results agree with previous data showing a pro-
convulsant effect of fentanyl, since this drug may elicit
epileptoid EEG activity in patients (11-16), as well as in

experimental animals (17-21); besides, activation of
preexisting epileptic lesions has been reported after its
administration (45-46}.

A relationship between epileptoid EEG activity and
the timing and amount of the fentany! administered
during induction and early maintenance of opioid ai-
esthesia has been reported in humans (16), in which
four subsequent doses of fentanyl, 25 pg/kg iv, were
administered at 3 min intervals. Thus, abundant iso-
lated and grouped spikes which appcared on the EEG
were related to blood opioid concentrations resull-
ing from the administration of the first and the sccond
doses. These signs of epiteploid EEG activity declined
when the blood opiotd concentrations were further
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Figure 3. EEG recordings from the parieto-occipital cortex (POCx), and
mesencephalic relicular formalion (MRF), hippocampus (HIPP}, and
inlervals from the administration of diazepam, 100 jug/kg iv, and 6 min later fenlanyl, 50 ug/ kg iv. MUAs illuslr
ator circuils fed with MUA from subcortical slructures. Nole the absence of EEG signs of epileptoid aclivily;

of slair step gener

5 sec

EEG and multineuronal activity (MUA] recordings from

amygdala (AMG) obtained beiore {C) and al different
ated by the outpul

as well as the reduclion of the fentanyl-induced increase of MUA in subcortical structures, mainly in AMG.

increased following the third and the fourth doses.

It is possible that this biphasic effect of fentanyl lcads
to differences among individuals in the presencc and
magnitude of epiteptoid EEG and motor activity accord-
ing lo its doses and administration procedures. It is
known that abnonual motor activity rescimbling cpilep-
tic convulsions may occur in absence of cortical scizure
activity on simultaneous EEG recording (14,48), and in
contrast, scizurc-like movements were not obscrved
during studics in paticnts treated with high doses of
fentanylorits analogs (15). Hence, experimental studies
of brain electrical activity of depih structures may pro-
vide cvidence on neural phenomena associated with
fentanyl induced epileptoid activity, even if subcortical
scizurcs could not be detected by surface EEG leads
(15).

A relevant finding in the present study wa's the notice-
able increase of MUA clicited by fentanylin limbic and
mesencephalic structures at the same time than EEG
signs of epileptoid activity appeared in both cortical and
subcortical EEG recordings. Besides, theshorter lalency
and highcr magnitude of this MUA increasc in the
hippocampus than in the other subcortical structures, are
in agreement with previous findings (24-25) showing
the important participation ol this structurc in the mecha-
nism of epileptoid activity elicited by fentanyl.

Theinvolvementof the jLopioid receptorin the mecha-
nisms of the pro-convulsant effects of both endogenous
and exogenous opioids has been proposed (15,24,47) on
the basis of pharmacological studics showing that epi-

leptoid activily eliciled by opioid compounds is mainly
dependenton lhciruagonislpmpcrlics.‘I'hns.<:|)iicpluir]
activity induced by fentanyl may be duc to a jureceptos
mediated hypempolarization of GABAcrgic nourons,
which in turn results in inhibition of GABAcrgic neu-
rolransmission in neuronal circuits which are a pimt of
limubic and mesencephatic structures (15-16, 24-25).
These phenomena can lead to angmented cxcilability,
increase of ncuronal firing of non GADBAcrgic neurens
(i.c., pyramidal cells of the hippocipus) snd epileptoid
activily.

The significant increasc of MUA observed in LD,
AMG, and MRE immcdiately following fentanyl adimin
istration may be a result of this disinhibition phenom
cnon involved in the fentanyl induced epileptoid activ-
ity. Additionally, the increase of local blood [owe, axy-
penconsumption, and mctabolic rnicobscervedin seversl
brain structures, including cerebral cotles, hippocim
pus, substantia nigra, and MRF, following fentanyl ad-
ministration (17-21) in cxperimental’ animals, may be
related to this increment of neuronal activity clicited by
this opioid compound.

It secins possible that the increment of cflicicney of
GABAergic neurotransmission, which can be expected
as a consequence of the actions of diazepam on GADBA
receptors (32-34), could lead to reestablishiment ol the
inhibitory influence of GABAcrgic ncurons on neuronil
circuits of limbic and mesencephalic siructures; thus
reducing or suppressing both the inerease of MUA aned (he
EEG sipns olepileptaidactivity in subcortical stractures
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Figure 4. EEG recordings from the parieto-occipital cortex (POCx), and EEG and multineuronal activily (MUA} recordings from
mesencephalic reticular formation (MRF), hippocampus {HIPP), and amygdala (AMG) obtained befare (C) and at different
intervals from the administration of diazepam, 400 pg/kg iv, and 6 min later fentanyl, 50 pgf kg iv. MUA s Hllustrated by the output
of stair step generator circuits fed wilh MUA from subcortical structures. Note that diazepam prevented the fenlanyl-induced .
increase of MUA in subcorlical struclures, as well as delermined the absence of EEG signs of epiieploid aclivily.

as well as in cortical EEG elicited by fentany! in the
present study. An abrupt attenuation or suppression of
fentanyl induced.epileptiforra EEG activity in humans
has been observed shortly after midazolam iv adminis-
tration, when this drug was administered 3 min after the
opioid (16). These effects have been also explained as
due to potentiating actions of midazolamon GABAergic
neurotransmission, which is & relevant mechanism for
theanticonvulsant effects of thgse benzodiazepines (49).
The present experimental results are consistent with
the presence of subcortically generated epileptiform
activity, elicited by fentanyl administration. This is asso-
ciated with increase of multineuronal firing in limbic and
mesencephalic structures at the same time that spikes
and electric seizures appeared both in the EEG of these
subcortical structures as well as in cortical EEG; indicat-
ing that these changes in brain electricai activity seem to
be part of the same epileptogenic mechanism, mainly
generated at limbic structures. Hence, this is not neces-
sarily related to motor seizure phenomena. In addition,
the effects of diazepam in reducing or preventing both
these epileptoid EEG activity, and the increase of MUA,
support the use of benzodiazepines as premedicants for
fentanyl aniesthesia, in view of the possibility thatunper-
ceived epileptoid phenomena can result {from opioid
administration during the anesthetic procedures.
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SEGOYDA EPOCA We. 1

Etecto del Oxigeno sobre el

funcionamiento Cerebral

Los seres vivos en general, para realizar sus
funciones vitales, requieren de una fuente de Ener-
gia convenientemente adaptada a su sistema biolo-
gico. Una revision somera de nuestras acciones
cotidianas, puede demostramos que, efectivamen-
teestaenergia, la podemos obtener de los alimentos
que consumimos. Sinembargo, esta fuente de ener-
gia esefimera, yaquelaconsumimos gradualmente
en el transcurso del tiempo y dependiendo siempre
de las funciones que se realicen en ciclos de 24 h.

Unanalisis masa fondo, puede demostramos que
la fuente organicade laque se obtiene energia, es una
molecula que conocemos como Glucosa; misma que
se obtiene de los carbohidratos que consumimosenla
dieta 6 deaquellos que almacenamos como fuente de
reserva(l).

La descomposicionde carbohidratos, hasta obte-
nerenergiay como productos de deshecho el bioxido
de carbono y el agua, requiere necesariamente del
aporte continuo de oxigeno.

En los organismos supenores como el nuestro,
todoel sistemaenergético es quimico, locual quiere
decir que todo nuestro sistema biolégico genera,
transporta y consume energia mediante reacciones
quimicas que utilizan como dltimo aceptor de
electrones al Oxigeno.

En un sistema biolégico, se hace necesario
hablarun poco del trifosfatode adenosina o adenosin

@Wm%mm-%*

trifosfato (ATP); la cual es una molécula que se
define como <<rica en energia>>. Esto hace
suponer que gracias a ella se obtiene energia. Sin
embrago, lo inico que hace el ATP, es transferir un
grupo fosforilo )PO,H, a otras moléculas, lo cual se
logra después de haber sucedido una gran cantidad
de reacciones, cada una de las cuales es dependiente
de diferentes procesos enzimaticos, de tal forma
que, de acuerdoa la concentracién que tengamos de
ATP, sera la capacidad que se tenga para realizar
trabajo. Entendido lo anterior, como la capacidad
para ejecutar funciones metabolicas que permitan
un equilibrio tendientes a la supervivencia de los
ofganismos, pero que requieren la presencia de
Oxigeno para poder efectuarse.

En nuestro organismo, el suministro de oxigeno
para el funcionamiento de todas las célufas corpo-
rales, depende del Sistema Sanguineo; en el cual la
sangre facilita el transporte e intercambio de este
elemento en su forma gaseosa, mediante sus
eritrocitos (células rojas), mismas que contienen
una proteina conocida como hemoglobina, la cual
puede combinarse con el oxigeno, mediante una
reaccion reversible que permite el transito de este
elemento detodas las estructuras anatomicas de nues-
trov :rpo(Estamismareacciénde lahemoglobina

*Doctorado cn Ciencias Fisioldgicas. UNAM-CCH
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con el oxigeno puede efectuarse
con el monoxido decarbono, solo
que 200 veces mas fuerte).
Deacuerdoalos planteamien-
tosanteriores, espostble disminuir
laafluencia del suministro de oxi-
geno. consolo disminuir el flujo
sanguineo causando lo que se co-
noce como Hipoxia, 6 detener to-
talmente dichosuministro bloquean-
doodeteniendo el flujo sanguineo
general produciendolo que se co-
noce como anoxia (ausencia de
oxigeno)’.La detenciondel fl ujo
sanguineose ledenomina isquemia.
La 1squemia, puede ser Focal -
cuandose tratade unaregion loca-
lizada en cualquier parte de nues-
tro cuerpo o Global - cuando en
todoel organismonoexiste e} su-
Asi, unade las formas de estu-
diar experimentalmente el efecto
delaprivaciénde oxigeno sobre el
metabolismo general en organis-
mos supenores, ha sido la deten-
cionsubita del suministro sangui-
neo, ya sealocalizado o Global en
animalesde experimentacion Jta-
les como los gerbils, ratas, perros
» Bal0S y monos, mediante la
cauterizacidn,. ligamiento o
“Clampeo™ de artenas, contu-
siéngeneralizadaode cerebro; asi
como ladetencion del drgano car-
diaco y respiratorio entre otras
(2,3,4,5,6,7,8,9). Sin embargo,
datesrelevantes han sido obter
dos mediante el estudio
postmorten de pacientes que, en
situacion intrahospitalaria han fa-

llecido después de haber sufrido
algin tipo de accidente
cardiovascular, incluido entre
ellos el paro cardiorrespiratorio
(10,11,12,13).

Estetipode estudios han per-
mitidoanalizary caracterizar una
serie de eventos que acontecen
intracelulary extracelularmente,
permitiendo el analisis de los me-
canismos fisiopatoldgicos del
dafio cerebral que ocurre parti-
cularmenteencélulasde conglo-
merados neuronales después de
eventos deisquemia-anoxia, que
dermanera particularimplican la
deficiencia del suministro de oxi-
geno en los diferentes circuitos
dec integracionde la informacion
extrasensonal .

Elconocimiento de 1as carac-

teristicas, del dafio producido por
la deficiencia de oxigeno y la
investigacion de procedimientos
tendientes a evitar o reducir el
dafioalgunas veces irreversible de
loscomponentes celularesdel sis-
tea nervioso central en tales con-
diciones, hasido motivode espe-
cial interés en los altimos affos,
Particularmente, considero que
esto se debe en gran parte al avan-
cede procedimientos que permi-
ten efectivamente la reanimacién
de pacientes que han sufrido epi-
sodiosde isquemia-anoxia global
yalaevidenciaacercadela capa-
cidad del SistemaNervioso Cen-
tral, para soportar bajo ciertas
condiciones las consecuencias de
laisquemia-anoxiadurante perio-
dos relativamente prolongados, sin
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sufnirdaiio incompatible con la vida, aunque dando
lugar asecuelas neurologicas de diferente naturalezay
magnitud(14,15,16,17,18,19).

Estudios histologicos, en diferentes estructuras ani-
malesy de pacientes alos que se les ha efectuadoel
analisiscorrespondiente, han permitido identi ficaraun
conjuntode wastornos homeostaticos que ocurrenen
estructuras particularmente sensibles v que hacen
evidente laimportancia del oxigenoenlos procesos
vitales para el buen funcionamiento de los seres vivos.
Intracelularmente, estos fenémenos fisiopatologicos
consisten en: alteraciones de los procesos metabolicos
neuronales y del metabolismo cerebral global; modifi-
cacion del flujo de iones a través de la membrana
neuronaly delas células gliales; lipoperoxidacionde los
componentes de lamembranacelular y delas mem-
branasde los organelos intracelulares; activacionde
nucleasas que pueden provocar ruptura de los acidos
nucleicos, asi como de otras enzimas que pueden
conduciralaautolisis celular; alteraciones de Ia libera-
cion de los neurotransmisores y de 1a transmision
sindptica enlos componentes neuronales de diferentes
estructuras cerebrales (20,21,22,23).
Extracelularmente, estas alteraciones consisten de:
edema intersticial, aumento det tono del misculoliso
vascular, que da lugaral fenomeno de hipoperfusion
post isquernia; aumento de la viscosidad sanguinea que
favorece el fendmeno de “*no reflujo’”; ademas de
presentarse una sobreexcitacionen laactividad neuronal
sobreel trazo electroencefalografico, similaralaque se
prcsentafdurantela actividadepileptoide (24,25,26).

La interaccion de los diversos fenomenos
fisiopatologicos provocados por la deficiencia de
oxigeno es compleja, y sus consecuencias sobre la
integridad anatomofuncional en diversos estudios,
indican que lamagnitud del dafio cerebral, depende
principalmente de las alteraciones que ocurrenenel
periodo inmediato siguiente{minutos a horas), de-
pendiente det tiempo de exposicion a el evento de
isquemnia-anoxiacerebral global o focal. Sinembargo,
también se ha demostrado dafio neuronal adicional

debido a fenomenos fisiopatologicos que pueden
ocurrir después de 24 ha partir de la disminucion o
suspension del aporte deoxigeno(27,28).

Aunque, existen indicadores que permiten valorar
laintegridad del funcionamiento cerebral, talcomoel
electroencefalograma (EEG), que comoun parametro
grueso nos tndica mediante sus drferentes componen-
tes, los diferentes estados conductuales con caracte-
risticas especificas para cada uno originando ondas
exclusivas para los diferentes estadios 6 como la
actividad mulaneuronal (AMN), que podemos medir
de acuerdo a los potenciales de accion de mayor
voltaje, seleccionados a partir de un conjunto de
conglomerados neuronalesy deacuerdoalasdiferen-
tes técnicasde registro.

A pesar delaimportanciade laactividad eléctrica
cerebral, que reflejael estado de funcionamiento gene-
ral del S.N.C., pocos estudios han utilizado estos
indicadores para valorarel funcionamientocerebral y
las diferentes condicionesde actividad nerviosa para
los estados conductuales en el ciclo suefio-vigilia
(2,29,30). A este respecto, estudios realizados sobre
animales de experimentacion, implantados conelec-
trodos a permanencia(3 1) enestructuras cerebrales
especificas , tal como la formacién reticular
mesencefalica (FRM), Hipocampo (HIP) y septunf
medial (SM), nos ha permitido evidenciar el efectode
la falta de oxigeno sobre a frecuencia de descarga de
la AMN , durante los estados conductualesde alerta
(A), sueiio de ondas lentas y sueiio paradojico (SP),
asi también su efecto sobre los porcentajes del tempo
total de suefioenciclosde 24 h.

Deesta manera, utilizando un modelo expenimen-
tal, enel cual el suministro de oxigenoes suspendido
pordetencion de laactividad cardiaca (15) durante 10
min y maniobras de resucitacion hasta de 4 miny
seguimientodel cursode las alteraciones hasta 30 dias
después de este evento, han permitido demostrar, que
la falta de oxigeno produce alteraciones sobre la
frecuencia de la AMN en las diferentes estructuras
cercbrales registradas ; asi como sobre los porcentajes
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enelestadoconductualde A, SOL
ySPdurante el ciclo suefio-vigiha.

Lasanormalidades encontra-
das sobre la AMN v los porcen-
tajes de A, SOL v SP se
correlacionaron con las altera-
clones que se encontraron sobre
el estado conductual en la valo-
racion neurologica antes y des-
puésde laausenciaenel suminis-
tro de oxigeno. durante el perio-
do cronico v durante el periodo
agudo con signos
electroencefalograficosde lesion
cerebral. Estas alteraciones per-
sistieron hasta 15 dias después
delaausenciaenelsuministrode
oxigeno porefectodelaisquemia-
anoxia (3).

Las evidencias encontradas,
sugieren que la falta de suminis-
tro de oxigeno mediante el to-
rente sanguineo en el sistema
nervioso central, da lugar a alte-
raciones permanentes sobre el
funcionamiento neuronal de es-
tructuras cerebrales involucradas
en los mecanismos de integra-
ciondel estado de alertay sueio,
especialmente sobre estructuras
nerviosas sensibles a eventos de
esta naturaleza . Sin embargo,
mas estudiosal respecto son nece-
$anos.
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