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A b s t r a c t

ELECTROPHYSIOLOGIC CONSEQUENCES OF 

BLOOD-BRAIN BARRIER DISRUPTION

by

R o s a r i o  A n th o n y  Z a p p u l l a  

A d v i s e r :  P r o f e s s o r  J e f f r e y  J .  R o s e n

T h i s  s t u d y  i n v e s t i g a t e s  t h e  a c u t e  (u p  t o  t h r e e  h o u r s )  

a n d  c h r o n i c  (u p  t o  72 h o u r s )  e l e c t r o p h y s i o l o g i c  c o n s e q u e n c e s  

i n  r a t s  o f  b l o o d - b r a i n  b a r r i e r  (BBB) d i s r u p t i o n  by  t h e  

i n t r a c a r o t i d  i n f u s i o n  o f  t h e  b i l e  s a l t  s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e .  

The e p i l e p t o g e n i c  p r o p e r t i e s  o f  d e h y d r o c h o l a t e  a n d  i t s  

p o s s i b l e  r o l e  i n  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  w e r e  a l s o  e x a m i n e d .

E x p e r i m e n t  I  d o c u m e n t s  t h e  e l e c t r o e n c e p h a l o g r a p h i c  (EEG) 

a n d  v i s u a l  e v o k e d  p o t e n t i a l  (VEP) c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  

v a r i o u s  g r a d e s  o f  d i s r u p t i o n  f o r  up  t o  t h r e e  h o u r s  f o l l o w i n g  

d i s r u p t i o n .  T h e s e  c h a n g e s  i n c l u d e d  s l o w i n g  a n d  d e c r e a s e d  

a m p l i t u d e  o f  t h e  EEG a s  w e l l  a s  t h e  p r e s e n c e  o f  s p i k e



a c t i v i t y  o v e r  b o t h  t h e  d i s r u p t e d  a n d  n o n - d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e s .  The  a m p l i t u d e  o f  t h e  VEPs i n  t h e s e  a n i m a l s  

d e c r e a s e d  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n .  T h e s e  e l e c t r o p h y s i o l o g i c  

c h a n g e s  t e n d e d  t o  b e  t h e  m o s t  s e v e r e  a n d  p e r s i s t  t h e  l o n g e s t  

i n  t h o s e  a n i m a l s  w i t h  t h e  m o s t  e x t e n s i v e  d i s r u p t i o n .

E x p e r i m e n t  I I  w as  a  r e p l i c a t i o n  o f  E x p e r i m e n t  I  w i t h  t h e  

a d d i t i o n  o f  p r e - t r e a t i n g  t h e  a n i m a l s  w i t h  d i a z e p a m ,  a n  a n t i ­

e p i l e p t i c .  W h i l e  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  s e i z u r e  a c t i v i t y  w as  

m a r k e d l y  r e d u c e d  a s  c o m p a r e d  t o  a n i m a l s  i n  E x p e r i m e n t  I ,  

t h e r e  w a s  no  c h a n g e  i n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  v a r i o u s  g r a d e s  

o f  d i s r u p t i o n  a n d  t h e i r  a s s o c i a t e d  EEG a n d  VEP a l t e r a t i o n s .  

T h e s e  f i n d i n g s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  s e i z u r e s  a s s o c i a t e d  w i t h  

d e h y d r o c h o l a t e  d i s r u p t i o n  a r e  a  r e s u l t  r a t h e r  t h a n  t h e  c a u s e  

o f  d i s r u p t i o n .

E x p e r i m e n t  I I I  i n v e s t i g a t e d  t h e  p o s s i b l i t y  t h a t  EEG 

c h a n g e s  may p e r s i s t  when a n i m a l s  a r e  f o l l o w e d  f o r  l o n g e r  t i m e  

i n t e r v a l s  d u e  t o  a  c u m m u l a t i v e  e f f e c t  o f  b a r r i e r  

p e r m e a b i l i t y .  The EEG w as  m o n i t o r e d  f o l l o w i n g  BBB d i s r u p t i o n  

a n d  c o m p a r e d  t o  p r e - d i s r u p t i o n  EEG i n  two g r o u p s  o f  a n i m a l s  

u s i n g  v i s u a l  i n s p e c t i o n  o f  t h e  EEG (24  h o u r s  f o l l o w i n g  

d i s r u p t i o n )  a s  w e l l  a s  q u a n t i t a t i v e  s p e c t r a l  a n a l y s i s  ( 2 4 ,

4 8 ,  72 h o u r s  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n ) .  S p e c t r a l  a n a l y s i s



V

o f  t h e  EEG r e v e a l e d  a  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  a l p h a  a c t i v i t y  

o v e r  b o t h  t h e  d i s r u p t e d  a n d  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  a n d  a n  

i n c r e a s e  i n  t h e t a  a c t i v i t y  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  

H i s t o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  b r a i n s  o f  a n i m a l s  i n  t h i s  

g r o u p  was  n e g a t i v e  f o r  p a t h o l o g i c a l  c h a n g e  on  l i g h t  

m i c r o s c o p y .  T h e s e  f i n d i n g s  i n d i c a t e  t h a t  BBB d i s r u p t i o n  w i t h  

d e h y d r o c h o l a t e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  EEG c h a n g e s  i n  t h e  a b s e n c e  

o f  a n y  p a t h o l o g i c a l  a b n o r m a l i t y .

The  f i n a l  two e x p e r i m e n t s  d e t a i l e d  t h e  e p i l e p t o g e n i c  

p r o p e r t i e s  o f  d e h y d r o c h o l a t e .  E x p e r i m e n t  IV d e m o n s t r a t e d  t h e  

e p i l e p t o g e n i c  e f f e c t s  o f  d e h y d r o c h o l a t e  i n d e p e n d e n t  o f  i t s  

e f f e c t s  on  t h e  BBB. E x p e r i m e n t  V i n v e s t i g a t e d  t h e  

d e v e l o p m e n t ,  c o n f i g u r a t i o n  a n d  p r o p a g a t i o n  o f  s p i k e  a c t i v i t y  

f o l l o w i n g  t h e  l o c a l  a p p l i c a t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  t o  t h e  

c o r t i c a l  s u r f a c e .
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L i s t  o£ F i g u r e s

F i g u r e  1 :  V iew o f  t h e  s k u l l  f r o m  a b o v e  d e p i c t i n g  b o n y  

l a n d m a r k s  o f  t h e  r a t  s k u l l  a n d  e l e c t r o d e  p l a c e m e n t  f o r  

r e c o r d i n g  t h e  EEG. E l e c t r o d e  l a b e l s  s i g n i f y :  LF & RF -  l e f t  

a n d  r i g h t  f r o n t a l ;  LC & RC -  l e f t  a n d  r i g h t  c e n t r a l ;  LP & RP 

-  l e f t  a n d  r i g h t  p o s t e r i o r .  A r e f e r e n c e  e l e c t r o d e  (R) i s  

l o c a t e d  i n  t h e  n a s a l  b o n e ,  a n d  t h e  g r o u n d  e l e c t r o d e  (Gnd) i s  

l o c a t e d  i n  t h e  p o s t e r i o r  b o n e  o f  t h e  s k u l l .  The  m o n t a g e s  

u s e d  d u r i n g  t h e  s t u d y  i n c l u d e d  a  m o n o p o l a r  m o n t a g e  w i t h  e a c h  

e l e c t r o d e  r e f e r e n c e d  t o  t h e  e l e c t r o d e  i n  t h e  n a s a l  b o n e  ( e . g .  

LF-R) a n d  a  b i - p o l a r  c o n f i g u r a t i o n  b e t w e e n  h e m i s p h e r e s  ( e . g .  

L F - R F ) . B o t h  m o n t a g e s  w e r e  r e c o r d e d  s i m u l t a n e o u s l y .

F i g u r e  2 :  D i a g r a m  o f  t h e  s u r g i c a l  p r o c e d u r e  i n  t h e  l e f t  

a n t e r i o r  n e c k  f o r  i n f u s i o n  o f  s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e  i n t o  t h e  

i n t e r n a l  c a r o t i d  a r t e r y  o f  t h e  r a t .  (A) common c a r o t i d  a r t e r y

(B) e x t e r n a l  c a r o t i d  a r t e r y  (C) c l i p  u s e d  t o  s e c u r e  c a t h e t e r  

i n  t h e  e x t e r n a l  c a r o t i d  a r t e r y  (D) c a t h e t e r  p l a c e d  i n  t h e  

e x t e r n a l  c a r o t i d  a r t e r y  f o r  i n f u s i o n  (E) i n t e r n a l  c a r o t i d  

a r t e r y  (F) p t e r y g o p a l a t i n e  b r a n c h  o f  t h e  i n t e r n a l  c a r o t i d  

a r t e r y  (G) d e e p  b r a n c h  o f  t h e  i n t e r n a l  c a r o t i d  a r t e r y .



F i g u r e  3 :  (A) EEG f r o m  d i s r u p t e d  (DH) a n d  n o n - d i s r u p t e d  (NDH) 

h e m i s p h e r e s  d u r i n g  d e h y d r o c h o l a t e  i n f u s i o n  i n  a n  a n i m a l  w i t h  

1+ d i s r u p t i o n .  D e h y d r o c h o l a t e  i n f u s i o n  b e g a n  t h r e e  s e c o n d s  

p r i o r  t o  t h e  s t a r t  o f  t h e  t r a c e .  T h e r e  i s  a  d e c r e a s e  i n  t h e  

a m p l i t u d e  a n d  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  EEG 

a p p r o x i m a t e l y  f i v e  s e c o n d s  f o l l o w i n g  t h e  s t a r t  o f  t h e  

i n f u s i o n .  (B) EEG 30 m i n u t e s  f o l l o w i n g  t h e  e n d  o f  t h e  

i n f u s i o n .  B i l a t e r a l  s p i k e s  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  r e c o r d .  (C) 

EEG p r i o r  t o  s a c r i f i c e ,  t h r e e  h o u r s  p o s t - i n f u s i o n .  

( C a l i b r a t i o n  i n  t h i s  f i g u r e  a n d  a l l  s u b s e q u e n t  f i g u r e s :  

v e r t i c a l  l i n e  -  50 m i c r o v o l t s ;  h o r i z o n t a l  l i n e  -  o n e  s e c o n d .

F i g u r e  4 :  EEG f i v e  m i n u t e s  f o l l o w i n g  t h e  en d  o f  i n f u s i o n  i n  a  

r a t  w i t h  3+ . d i s u r p t i o n .  T h e r e  i s  a  m a r k e d  d e c r e a s e  i n  

t h e  EEG a m p l i t u d e  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  a s  c o m p a r e d  

t o  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  F r e q u e n t ,  b i l a t e r a l l y  

s y n c h r o n o u s  s p i k e s  a r e  p r e s e n t  i n  a l l  l e a d s .

F i g u r e  5 :  EEG a c t i v t y  a t  90 m i n u t e s  p o s t - i n f u s i o n  i n  a  3+ 

d i s r u p t e d  a n i m a l  t h a t  h a d  a  f l a t  EEG 15 m i n u t e s  l a t e r .

M ark ed  d e c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e



a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  h i g h  v o l t a g e  s l o w  w a v e s  ( 2 - 3  c / s e c )  o v e r  

t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .

F i g u r e  6 :  EEG a c t i v t y  t e n  s e c o n d s  i n t o  t h e  i n f u s i o n  i n  a n  

a n i m a l  w i t h  3+ d i s r u p t i o n .  S p i k e  a c t i v i t y  c a n  b e  s e e n  

s t a r t i n g  o v e r  t h e  l e f t  h e m i s p h e r e  (LF-R) a n d  t h e n  q u i c k l y  

s p r e a d i n g  t o  i n v o l v e  b o t h  h e m i s p h e r e s  d i f f u s e l y .

F i g u r e  7 :  P r o l o n g e d  s p i k e  a c t i v i t y  o c c u r r i n g  60 m i n u t e s  

f o l l o w i n g  i n f u s i o n  i n  a n  a n i m a l  w i t h  2+ d i s r u p t i o n .  T h i s  i s  

i n  c o n t r a s t  t o  t h e  s i n g l e ,  b i l a t e r a l l y  s y n c h r o n o u s  a c t i v i t y  

o c c u r r i n g  w i t h  1+ d i s r u p t i o n  ( c o m p a r e  w i t h  F i g u r e  3 ) .

F i g u r e  8 :  S p i k e  a c t i v i t y  o c c u r r i n g  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e .  A m p l i t u d e  o f  s p i k e  g r e a t e s t  o v e r  t h e  l e f t  

c e n t r a l  l e a d .

F i g u r e  9 :  S p i k e  i s o l a t e d  o v e r  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  i n  

t h e  f r o n t a l  l e a d  ( c l o s e d  a r r o w h e a d ) .

F i g u r e  1 0 :  T he  t h r e e  t r a c i n g s  a r e  t h e  c o n t i n u o u s  EEG r e s p o n s e  

t o  p h o t i c  s t i m u l a t i o n  i n  a n  a n i m a l  w i t h  3+  d i s r u p t i o n .
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B o t t o m  c h a n n e l  o f  e a c h  t r a c i n g  m a r k s  t h e  p h o t i c  s t i m u l u s .  As 

p h o t i c  s t i m u l a t i o n  i n c r e a s e s  t o  20 c / s e c ,  t h e r e  i s  a 

g e n e r a l i z e d  s e i z u r e  d i s c h a r g e  t h a t  s u b s i d e s  a s  t h e  s t i m u l u s  

r a t e  d e c r e a s e s .

Figure 1 1 :  VEPs prior to infusion (A), five minutes (B) ,

30 minutes (C) , and 60 minutes following infusion. Animal 
with 1+ disruption.

F i g u r e  1 2 :  VEPs i n  a n  a n i m a l  w i t h  2+ d i s r u p t i o n .  R e c o r d i n g  

c o n d i t i o n s  t h e  same a s  i n  F i g u r e  1 1 .

F i g u r e  1 3 :  VEPs i n  a n  a n i m a l  w i t h  3+  d i s r u p t i o n .  R e c o r d i n g  

c o n d i t i o n  t h e  same a s  i n  F i g u r e  1 1 .

F i g u r e  1 4 :  EEG 30 m i n u t e s  p o s t - i n f u s i o n  i n  a n i m a l  w i t h  1+ 

d i s r u p t i o n .  S p i k e  a c t i v i t y  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  

( c l o s e d  a r r o w h e a d s ) .

F i g u r e  1 5 :  EEG s e c o n d s  f o l l o w i n g  t h e  s t a r t  o f  i n f u s i o n  i n  a n  

a n i m a l  p r e - t r e a t e d  w i t h  d i a z e p a m .  T h e r e  i s  t h e  s t a r t  o f  a  

g e n e r a l i z e d  s e i z u r e  d i s c h a r g e  t h a t  a b o r t s  s e c o n d s  f o l l o w i n g
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i t s  i n i t i a t i o n .  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  p r o l o n g e d  

g e n e r a l i z e d  s e i z u r e  a c t i v i t y  n o t e d  i n  2+  a n d  3+ a n i m a l s  

d u r i n g  i n f u s i o n  n o t  t r e a t e d  w i t h  d i a z e p a m  ( c o m p a r e  t h i s  

f i g u r e  w i t h  F i g u r e  6 ) .

F i g u r e  1 6 :  S p i k e  a c t i v i t y  l i m i t e d  t o  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  

( c l o s e d  a r r o w h e a d s ) , 30 m i n u t e s  f o l l o w i n g  i n f u s i o n ,  i n  a n  

a n i m a l  p r e - t r e a t e d  w i t h  d i a z e p a m .  A n im a l  h a d  a  2+ d i s r u p t i o n  

o f  t h e  l e f t  h e m i s p h e r e .

F i g u r e  1 7 :  S y n c h r o n o u s  s p i k e  a c t i v i t y  i n  a n  a n i m a l  w i t h  2+ 

d i s r u p t i o n ,  60 m i n u t e s  p o s t - i n f u s i o n .  The  r e s p o n s e  i s  

s i m i l a r  t o  t h a t  s e e n  w i t h  1+  d i s r u p t i o n  i n  E x p e r i m e n t  I 

( c o m p a r e  w i t h  F i g u r e  3 ) .

F i g u r e  1 8 :  VEPs p r i o r  t o  i n f u s i o n  (A ) ,  f i v e  m i n u t e s  ( B ) ,

30 m i n u t e s  ( C ) , a n d  60 m i n u t e s  f o l l o w i n g  i n f u s i o n .  A n im a l  

w i t h  2+ d i s r u p t i o n .

F i g u r e  1 9 :  VEPs i n  a n  a n i m a l  w i t h  3+  d i s r u p t i o n .  R e c o r d i n g  

c o n d i t i o n s  t h e  sam e a s  i n  F i g u r e  1 8 .
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F i g u r e  2 0 :  S p i k e s  o v e r  t h e  d i s u p t e d  a n d  n o n - d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e  24  h o u r s  p o s t - i n f u s i o n .

F i g u r e  2 1 :  A n im a l  w i t h  3+ d i s r u p t i o n  w i t h  m a n n i t o l .  (A) EEG 

p r i o r  t o  t h e  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e .

(B) The  EEG s e c o n d s  f o l l o w i n g  t h e  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  

s o d iu m  d e h y d r o c h o l a t e  d e m o n s t r a t e s  p e r i o d i c  b i l a t e r a l  s p i k e s .

(C) EEG t h r e e  m i n u t e s  f o l l o w i n g  t h e  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  

s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e .  T h e r e  i s  a  c o n t i n u o u s  s p i k e  d i s c h a r g e  

t h r o u g h o u t  b o t h  t h e  d i s r u p t e d  a n d  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e s .

F i g u r e  2 2 :  A n im a l  w i t h  1+ d i s r u p t i o n  o v e r  t h e  l e f t  h e m i s p h e r e  

w i t h  e t o p o s i d e .  S p i k e  a c t i v i t y  p r e s e n t  b i l a t e r a l l y  f o l l o w i n g  

t h e  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e .  The 

f r e q u e n c y  o f  s p i k e  a c t i v i t y  l e s s  t h a n  t h a t  w i t h  3+ 

d i s r u p t i o n  ( c o m p a r e  w i t h  F i g u r e  2 1 ) .

F i g u r e  2 3 :  A p p a r t u s  f o r  t h e  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  s o d iu m  

d e h y d r o c h o l a t e .  (A) c o r t e x ,  (B) f i l t e r  p a p e r  o v e r l y i n g  

c o r t e x  t o  b e  t r e a t e d ,  (C) o u t e r  c a n n u l a  w h e r e  s u c t i o n  i s  

a p p l i e d  t o  re m o v e  e x c e s s  d e h y d r o c h o l a t e ,  (D) i n n e r  c a n n u l a  

f o r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  t o  t h e  c o r t e x ,  (E)



p l a s t i c  t u b i n g  c o n n e c t e d  t o  s u c t i o n  a n d  t o  o u t e r  c a n n u l a ,  an d  

(F) p l a s t i c  t u b i n g  c o n n e c t e d  t o  h a n d  h e l d  s y r i n g e  f o r  t h e  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e .

F i g u r e  2 4 :  S p i k e  a c t i v i t y  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  c o r t e x  (RH) 

f o l l o w i n g  t h e  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e .  

The  c o n t r a l a t e r a l  h o m o t o p i c  c o r t e x  (LH) i s  f r e e  o f  s p i k e  

a c t i v i t y .  C a l i b r a t i o n  i n  t h i s  f i g u r e  a n d  a l l  s u b s e q u e n t  

f i g u r e s :  v e r t i c a l  l i n e  -  100  m i c r o v o l t s ;  h o r i z o n t a l  l i n e  -  

o n e  s e c o n d .

F i g u r e  2 5 :  P r i m a r y  s p i k e  a c t i v i t y  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  c o r t e x  

( c l o s e d  a r r o w h e a d )  a n d  d e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y  i n  t h e  

c o n t r a l a t e r a l  c o r t e x  ( o p e n  a r r o w h e a d )  f o l l o w i n g  t h e  

i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e .

F i g u r e  2 6 :  D e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y  ( c l o s e d  a r r o w h e a d )  

o c c u r r i n g  f o l l o w i n g  s p i k e s  i n  t h e  d i s r u p t e d  c o r t e x  w i t h  a  

p a r t i c u l a r  c o n f i g u r a t i o n .

F i g u r e  2 7 :  D e p e n d e n t  ( o p e n  a r r o w h e a d )  a n d  i n d e p e n d e n t  s p i k e  

a c t i v i t y  ( c l o s e d  a r r o w h e a d )  o v e r  t h e  c o r t e x  c o n t r a l a t e r a l  t o



x v i i i

t h e  p r i m a r y  f o c u s .

F i g u r e  2 8 :  (A) S p i k e  a c t i v i t y  i n  t h e  d i s r u p t e d  ( o p e n  

a r r o w h e a d )  a n d  n o n - d i s r u p t e d  ( c l o s e d  a r r o w h e a d )  h e m i s p h e r e s  

p r i o r  t o  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  GABA. (B) F o l l o w i n g  GABA 

t h e r e  i s  a  l o s s  o f  s p i k e  a c t i v i t y  i n  t h e  d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e ,  b u t  s p i k e  a c t i v i t y  r e m a i n s  i n  t h e  n o n - d i s r u p t e d  

( c l o s e d  a r r o w h e a d )  h e m i s p h e r e .

F i g u r e  2 9 :  (A) EEG p r i o r  t o  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  GABA. 

S p i k e s  a r e  p r e s e n t  o v e r  b o t h  t h e  d i s r u p t e d  a n d  n o n - d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e s .  (B) S e c o n d s  f o l l o w i n g  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  

GABA, t h e r e  i s  a  d e c r e a s e  i n  s p i k e  a c t i v i t y  o v e r  b o t h  

h e m i s p h e r e s .  (C) One m i n u t e  f o l l o w i n g  GABA t h e  s p i k e  

a c t i v i t y  c a n  b e  s e e n  o r i g i n a t i n g  o v e r  t h e  n o n - d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e .

F i g u r e  3 0 :  C o n t i n u o u s  r e c o r d i n g  o f  s p i k e  a c t i v i t y  f r o m  

t h e  d i s r u p t e d  c o r t e x  p r i o r  t o  a n d  f o l l o w i n g  GABA 

a d m i n i s t r a t i o n .  R e v e r s a l  o f  s p i k e  p o l a r i t y  c a n  b e  s e e n  

f o l l o w i n g  GABA a d m i n i s t r a t i o n .



F i g u r e  3 1 :  (A) P r i m a r y  s p i k e  a c t i v i t y  r e c o r d e d  o v e r  t h e  

d i s r u p t e d  ( c l o s e d  a r r o w h e a d )  c o r t e x  a n d  a s s o c i a t e d  d e p e n d e n t  

s p i k e  a c t i v i t y  i n  t h e  c o n t r a l a t e r a l  h o m o t o p i c  ( o p e n  

a r r o w h e a d )  c o r t e x .  (B) F o l l o w i n g  s e c t i o n  o f  t h e  c o r p u s  

c o l l o s u m ,  t h e r e  i s  a n  a b s e n c e  o f  d e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y  i n  

t h e  h o m o t o p i c  c o r t e x ,  w h i c h  i s  r e p l a c e d  w i t h  i n d e p e n d e n t  

s p i k e  a c t i v i t y  i n  b o t h  t h e  p r i m a r y  f o c u s  ( c l o s e d  a r r o w h e a d )  

a n d  s e c o n d a r y  f o c u s  ( o p e n  a r r o w h e a d ) .
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INTRODUCTION

G e n e r a l  t h e o r i e s  o f  b r a i n - b e h a v i o r  r e l a t i o n s h i p s  a s s u m e s  

t h a t  a c t i v i t y  a t  t h e  n e u r a l  l e v e l  c a n  b e  c o r r e l a t e d  i f  n o t  

c a u s a l l y  r e l a t e d  t o  s p e c i f i c  b e h a v i o r a l  p a t t e r n s .  T h a t  s u c h  

a  r e l a t i o n s h i p  e x i s t s  i s  s u p p o r t e d  by  b e h a v i o r a l  c h a n g e s  

a s s o c i a t e d  w i t h  v a r i o u s  n e u r o p a t h o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  

s t r o k e ,  h e a d  t r a u m a  and  c e r e b r a l  t u m o r s .  R e s e a r c h  h a s  

s o u g h t  t o  b e t t e r  d e l i n e a t e  t h i s  r e l a t i o n s h i p  by  r e f i n i n g  t h e  

t e c h n i q u e s  u s e d  f o r  a l t e r i n g  s p e c i f i c  n e u r o n a l  s t r u c t u r e s .

F o r  e x a m p l e ,  tw o  w e l l  d o c u m e n t e d  t e c h n i q u e s  i n c l u d e  s e l e c t i v e  

a b l a t i o n  a n d  s t i m u l a t i o n  o f  s p e c i f i c  n e u r o n a l  p o p u l a t i o n s  

t h o u g h t  t o  c o n t r o l  s p e c i f i c  t y p e s  o f  b e h a v i o r .  A l t h o u g h  t h e  

b e h a v i o r a l  c o n s e q u e n c e s  o f  s u c h  t e c h n i q u e s  a r e  d r a m a t i c ,  m o r e  

s u b t l e  a l t e r a t i o n s  i n  n e u r o n a l  f u n c t i o n  t h a t  a r e  a s s o c i a t e d  

w i t h  d i s t u r b a n c e s  i n  t h e  m e t a b o l i c  m i l i e u  o f  t h e  b r a i n  a r e  

m o r e  d i f f i c u l t  t o  e v a l u a t e .

T h e  s t a t e  o f  c e r e b r a l  f u n c t i o n  d e p e n d s  u p o n  t h e  c h e m i c a l  

e n v i r o n m e n t  o f  n e u r o n s  a n d  t h e i r  s u p p o r t i n g  s t r u c t u r e s .  

C o n t r o l l e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e l e c t r o l y t e s  a n d  a c c e s s  o f  

n e e d e d  c h e m i c a l  co m p o u n d s  f o r  t h e  e n e r g y  r e q u i r e m e n t s  o f
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n e u r o n a l  m e t a b o l i s m  a r e  e s s e n t i a l  f o r  m a i n t a i n i n g  t h e s e  

s p e c i f i c  n e u r o n a l  p r o c e s s e s .  I n  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  t h i s  

m e t a b o l i c  e q u i l i b r i u m ,  e x c l u s i o n  o f  c i r c u l a t i n g  co m p o u n d s  

f r o m  t h e  b r a i n  t h a t  c o u l d  b e  p o t e n t i a l l y  t o x i c  t o  n e u r o n a l  

f u n c t i o n  i s  n e c e s s a r y .  T h e  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  c e r e b r a l  

v a s c u l a t u r e  a n d  t h e  b r a i n  known a s  t h e  b l o o d - b r a i n  b a r r i e r  

(BBB) h e l p s  f u l f i l l  t h e s e  m e t a b o l i c  e q u i l i b r i u m  r e q u i r e m e n t s  

n e c e s s a r y  f o r  f u n c t i o n .  I t  i s  g e n e r a l l y  b e l i e v e d  t h a t  t h e  

BBB i s  r e s p o n s i b l e  f o r  p r o v i d i n g  e s s e n t i a l  c o m p o u n d s  t o  t h e  

b r a i n  w h i l e  a t  t h e  sam e  t i m e  s e l e c t i v e l y  p r e v e n t i n g  a c c e s s  t o  

t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  (CNS) o f  p o t e n t i a l l y  t o x i c  

s u b s t a n c e s  ( B r a d b u r y ,  1 9 7 9 ) .

T h i s  t h e s i s  e x a m i n e s  how a c u t e  a n d  c h r o n i c  BBB 

d i s r u p t i o n  e f f e c t s  o n g o i n g  b r a i n  e l e c t r i c a l  a c t i v i t y  a s  

m e a s u r e d  by EEG a n d  v i s u a l  e v o k e d  p o t e n t i a l s  ( V E P s ) . EEG a n d  

e v o k e d  p o t e n t i a l s  h a v e  b e e n  u s e d  s u c c e s s f u l l y  by 

i n v e s t i g a t o r s  a s  a  m e a s u r e  o f  n e u r o n a l  f u n c t i o n  i n  b o t h  

c l i n i c a l  a n d  e x p e r i m e n t a l  s t u d i e s .  T h e s e  m e a s u r e m e n t s  c a n  b e  

q u a n t i t a t i v e ,  a n d ,  t h e r e f o r e ,  i d e a l  f o r  d e s c r i b i n g  t h e  

e f f e c t s  o f  e x p e r i m e n t a l  m a n i p u l a t i o n  o f  v a r i a b l e s  t h a t  a f f e c t  

t h e  n e u r o n a l  a c t i v i t y ,  a n d ,  t h e r e b y ,  a l t e r  e l e c t r i c a l  

a c t i v i t y .  M o r e o v e r ,  p r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  r e p o r t e d  t h a t
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c h a n g e s  i n  e l e c t r i c a l  a c t i v i t y  o f  t h e  n e r v o u s  s y s t e m  may 

r e f l e c t  c h a n g e s  i n  t h e  s t a t e  o f  n e u r o n a l  a c t i v i t y  p r i o r  t o  

a n y  b e h a v i o r a l  c h a n g e .

T h e  m o d e l  u s e d  i n  t h i s  t h e s i s  i s  u n i q u e  i n  t h a t  b a r r i e r  

d i s r u p t i o n  i s  p r o l o n g e d  a n d  n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  n e u r o n a l  

i n j u r y  ( S p i g e l m a n ,  Z a p p u l l a ,  M a i i s ,  H o l l a n d ,  G o l d s m i t h  a n d  

G o l d b e r g ,  1 9 8 3 ) .  As a  r e s u l t ,  t h e  r e v e r s i b l e  a n d  a c u t e  

a n d / o r  c u m u l a t i v e  e f f e c t s  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  on  c e r e b r a l  

e l e c t r i c a l  a c t i v i t y  c a n  b e  s t u d i e d  o v e r  e x t e n d e d  p e r i o d s  o f  

t i m e .

T h e  c o n c e p t  o f  a  b l o o d - b r a i n  b a r r i e r  w a s  p r o p o s e d  f r o m  a 

s e r i e s  o f  s t u d i e s  t h a t  d e m o n s t r a t e d  a  l a c k  o f  s t a i n i n g  o f  t h e  

CMS by s y s t e m i c a l l y  a d m i n i s t e r e d  v i t a l  d y e s  t h a t  s t a i n e d  

v i r t u a l l y  a l l  o t h e r  t i s s u e s  o f  t h e  b o d y  ( B r a d b u r y ,  1 9 7 9 ) .  

N um erous  s t u d i e s  s i n c e  t h a t  t i m e  h a v e  c o n f i r m e d  t h e  

u n i q u e n e s s  o f  t h e  c e r e b r a l  v a s c u l a t u r e  a n d  i t s  r o l e  i n  

h o m e o s t a t i c  c o n t r o l  o f  t h e  n e u r o n a l  e n v i r o n m e n t .  A n a t o m i c a l  

s t u d i e s  h a v e  p r o p o s e d  t h e  p r e s e n c e  o f  t i g h t  j u n c t i o n s  b e t w e e n  

t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l s  a n d  t h e  l a c k  o f  a  t r a n s e n d o t h e l i a l  

t r a n s p o r t  s y s t e m  a s  m e c h a n i s m s  f o r  t h e  s e l e c t i v e  p e r m e a b i l i t y  

o f  t h e  BBB ( R e e s e  a n d  K an o v sk y  1 9 6 9 ;  B r a d b u r y  1 9 7 9 ) .

W h a t e v e r  t h e  a n a t o m i c a l  s u b s t r a t e ,  many o f  t h e  f u n c t i o n a l
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a t t r i b u t e s  o f  t h e  BBB h a v e  b e e n  w e l l  d e s c r i b e d .

B a s e d  o n  t h e  c l e a r a n c e  by  t h e  b r a i n  o f  s y s t e m i c a l l y  

a d m i n i s t e r e d  a g e n t s ,  O l d e n d o r f  (1 9 7 5 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  

l i p i d  s o l u b i l i t y  o f  a  compound d e t e r m i n e s  t h e  e x t e n t  t o  w h i c h  

i t  w i l l  c r o s s  t h e  BBB. T he  g r e a t e r  t h e  l i p i d  s o l u b i l i t y  t h e  

g r e a t e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a g e n t  i n  b r a i n .  

A l t e r n a t i v e l y ,  n o n - e l e c t r o l y t e  p o l a r  c o m p o u n d s  p e n e t r a t e  t h e  

BBB p o o r l y  a n d  a r e  d e p e n d e n t  on  t h e i r  m o l e c u l a r  s i z e .  T h i s  

i s  e x e m p l i f i e d  by t h e  r a p i d  p e n e t r a t i o n  i n t o  t h e  b r a i n  a n d  

b e h a v i o r a l  e f f e c t s  o f  a l c o h o l ,  a  l i p i d  s o l u b l e  com pound .  I n  

c o n t r a s t ,  t h e  l a c k  o f  l i p i d  s o l u b i l i t y  a c c o u n t s  f o r  t h e  

i n e f f e c t i v e n e s s  o f  v a r i o u s  s y s t e m i c a l l y  a d m i n i s t e r e d  a g e n t s  

t h a t  a r e  known t o  h a v e  p o t e n t  e f f e c t s  o n  n e u r o n a l  f u n c t i o n .  

F o r  e x a m p l e ,  gamma a m in o  b u t r y i c  a c i d  (GABA), a  

n e u r o t r a n s m i t t e r  n o r m a l l y  p r e s e n t  i n  t h e  CNS, h a s  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  t o  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  i n h i b i t o r y  

n e u r o n a l  s y s t e m  o f  t h e  b r a i n  a n d  s p i n a l  c o r d .  F u r t h e r m o r e ,  

i t  h a s  b e e n  shown t h a t  GABA h a s  t h e  a b i l i t y  t o  l o w e r  t h e  

t h r e s h o l d  f o r  s e i z u r e s  when  a d e q u a t e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h i s  

a g e n t  a r e  a v a i l a b l e  i n  t h e  s y n a p t i c  p o o l  ( H a y a s h i ,  T . , 1 9 5 9 ) .  

H o w ev e r ,  b e c a u s e  o f  i t s  p o o r  l i p i d  s o l u b i l i t y ,  s y s t e m i c  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h i s  a g e n t  h a s  l i m i t e d  e f f e c t s  on  t h e  CNS
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u n l e s s  GABA i s  t r a n s f o r m e d  i n t o  a  l i p i d  s o l u b l e  a g e n t  o r  t h e  

BBB i s  d i s t u r b e d  (M eldrum & H o r t o n ,  1 9 7 4 ) .

The c o n s e q u e n c e  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  h a s  b e e n  w e l l  

d e s c r i b e d  c l i n i c a l l y  i n  p a t i e n t s  w i t h  b r a i n  t u m o r s  o r  o t h e r  

d e s t r u c t i v e  l e s i o n s  o f  t h e  CNS. I n  t h e s e  c a s e s  b e h a v i o r a l  

c h a n g e s  h a v e  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  edema 

a r o u n d  t h e  p a t h o l o g i c a l  l e s i o n .  T h e s e  c h a n g e s  h a v e  b e e n  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  e g r e s s  o f  p l a s m a  c o m p o n e n t s  t h r o u g h  a  

p e r m e a b l e  BBB. T h e  r e s u l t s  h a v e  i n c l u d e d  c h a n g e s  i n  

e l e c t r o l y t e  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  i n c r e a s e d  i n t r a c r a n i a l  

p r e s s u r e  f r o m  a n  i n c r e a s e  i n  w a t e r  c o n t e n t .  A d e c r e a s e  i n  

t h e  e x t e n t  o f  c e r e b r a l  edem a e i t h e r  by m e d i c a l  t r e a t m e n t  o r  

s p o n t a n e o u s  r e m i s s i o n  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  h a s  b e e n  

a s s o c i a t e d  w i t h  i m p r o v e m e n t  i n  t h e  p a t i e n t ' s  c o n d i t i o n .

The p r e c e d i n g  d e s c r i p t i o n  r e p r e s e n t s  a n  e x t r e m e  c a s e  o f  

BBB d i s r u p t i o n .  A l t h o u g h  some o f  t h e  c o n s e q u e n c e s  a r e  d u e  t o  

c h a n g e s  i n  t h e  c h e m i c a l  c o n s t i t u e n t s  o f  t h e  b r a i n ,  

s i g n i f i c a n t  b e h a v i o r a l  c h a n g e s  c a n  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

m e c h a n i c a l  s t r e s s e s  o f  i n c r e a s e d  i n t r a c r a n i a l  p r e s s u r e .  More 

s u b t l e  c o n s e q u e n c e s  o f  BBB d i s r u p t i o n  h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  

by  s e v e r a l  r e s e a r c h e r s  who h a v e  n o t e d  t h a t  t h e  s y s t e m i c  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  s e v e r a l  a g e n t s  n o r m a l l y  e x c l u d e d  f r o m  t h e
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b r a i n  r e s u l t  i n  b e h a v i o r a l  a n d  e l e c t r i c a l  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  a  d i s r u p t e d  BBB. P e n i c i l l i n ,  when a p p l i e d  

t o p i c a l l y  t o  t h e  b r a i n ,  c a n  r e s u l t  i n  e p i l e p t o g e n i c  f o c i  i n  a 

m a t t e r  o f  h o u r s .  H o w ev e r ,  s y s t e m i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  

p e n i c i l l i n  i n  a n  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l  o r  human w i t h  a n  i n t a c t  

BBB i s  r e l a t i v e l y  e x c l u d e d  f r o m  t h e  b r a i n  by  t h e  BBB, a n d  

c o n s e q u e n t l y ,  EEG c h a n g e s  a r e  l i m i t e d .  (Ajmone  M a r s a n ,  1 9 6 9 ;  

G l o o r ,  1 9 6 9 ) .  T h i s  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  i t s  i n a b i l i t y  t o  

c r o s s  t h e  BBB i n  c o n c e n t r a t i o n s  g r e a t  e n o u g h  t o  s t i m u l a t e  

n e u r o n a l  t i s s u e  ( Q u e s n e y ,  G l o o r ,  K r a t z e n b e r g  & Z u m s t e i n ,

1 9 7 7 ) .  T h i s  m e c h a n i s m  a p p e a r s  t o  b e  c o n f i r m e d  by  r e p o r t s  

d e m o n s t r a t i n g  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  a  e p i l e p t o g e n i c  f o c u s  

f o l l o w i n g  t h e  s y s t e m i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  p e n i c i l l i n  i n  

a n i m a l s  w i t h  BBB d i s r u p t i o n  ( F l o d m a r k ,  1 9 6 5 b ;  R e m l e r ,  1 9 7 3 :  

R e m l e r  & M a r c u s s e n ,  1 9 8 2 ) .  S i m i l a r  r e s u l t s  h a v e  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  f o r  t h e  a n t i c h o l i n e r g i c  a g e n t  n e o s t i g m i n e  

( F l o d m a r k ,  1 9 6 5 a ) .  T h i s  a g e n t ,  when  a d m i n i s t e r e d  

s y s t e m i c a l l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  i n t a c t  BBB, f a i l s  t o  a l t e r  

t h e  EEG s i n c e  i t  i s  p o o r l y  l i p i d  s o l u b l e  a n d  d o e s  n o t  c r o s s  

t h e  BBB. H o w e v e r ,  when a d m i n i s t e r e d  t o  p a t i e n t s  w i t h  b r a i n  

t u m o r s ,  ed em a  a n d  a  p e r m e a b l e  BBB, s l o w i n g  o f  t h e  EEG a s  w e l l  

a s  e p i l e p t o g e n i c  a c t i v i t y  i s  e l i c i t e d .  T h e s e  s t u d i e s
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i n d i c a t e  t h a t  a  p e r m e a b l e  b a r r i e r  c a n  r e s u l t  i n  b e h a v i o r a l  

a n d  e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  c h a n g e s  t h a t  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  

s y s t e m i c  a g e n t s  t h a t  a r e  n o r m a l l y  p r e v e n t e d  a c c e s s  t o  t h e  

CNS. H o w ev e r ,  t h e s e  s t u d i e s  f a i l  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  CNS 

e f f e c t s  o f  a  p e r m e a b l e  b a r r i e r  a l o n e ,  u n c o n t a m i n a t e d  by t h e  

e f f e c t s  o f  e x o g e n o u s  a g e n t s  t h a t  may s e c o n d a r i l y  g a i n  a c c e s s  

t o  t h e  CNS t h r o u g h  a  p e r m e a b l e  b a r r i e r .

The  s y s t e m a t i c  s t u d y  o f  t h e  BBB h a s  r e s u l t e d  i n  t h e  

d e v e l o p m e n t  o f  s e v e r a l  m e t h o d s  f o r  e x p e r i m e n t a l  BBB 

d i s r u p t i o n .  T h e s e  m e t h o d s  h a v e  p r o v i d e d  i m p o r t a n t  

i n f o r m a t i o n  o n  t h e  a n a t o m i c a l  a n d  p h y s i o l o g i c  c h a r a c t e r i s t i c s  

o f  t h e  BBB. I n  a  r e c e n t  summary B r a d b u r y  (1 9 7 9 )  h a s  l i s t e d  

o v e r  t e n  a v a i l a b l e  m e t h o d s  f o r  p r o d u c i n g  BBB d i s r u p t i o n .

T h e s e  m e t h o d s  c a n  b e  c l a s s i f i e d  by t h e i r  r e v e r s i b i l i t y  a n d  

t o x i c  e f f e c t s  on  t h e  CNS. I n  g e n e r a l ,  t h o s e  t e c h n i q u e s  t h a t  

a r e  r e v e r s i b l e  a n d  n o n - d e s t r u c t i v e  u s u a l l y  r e s u l t  i n  b a r r i e r  

o p e n i n g  f o r  s h o r t  p e r i o d s  o f  t i m e  ( a p p r o x i m a t e l y  h o u r s ) .

T h e s e  t e c h n i q u e s  i n c l u d e  h y p e r t e n s i o n  a n d  h y p e r o s m o t i c  

p e r f u s i o n  o f  t h e  c a r o t i d  a r t e r y .  T e c h n i q u e s  t h a t  m a i n t a i n  

b a r r i e r  o p e n i n g  f o r  l o n g e r  p e r i o d s  ( d a y s  t o  w e e k s )  s u c h  a s  

r a d i a t i o n  o r  i n t r a c a r o t i d  i n f u s i o n  o f  m e r c u r i c  c h l o r i d e  

r e s u l t  i n  d e s t r u c t i o n  o f  n e u r a l  t i s s u e .  T he  d i f f e r e n c e  i n
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r e s u l t s  w i t h  t h e s e  t e c h n i q u e s  r e f l e c t  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  

e x t e n t  a n d  t y p e  o f  a l t e r a t i o n s  t h a t  o c c u r  on  t h e  c e r e b r a l  

v a s c u l a t u r e  a n d  n e u r a l  t i s s u e  w i t h  e a c h  m e t h o d .

C o n s e q u e n t l y ,  t h e  r e s u l t s  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  m u s t  b e  

i n t e r p r e t e d  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  a d v a n t a g e s  a n d  d i s a d v a n t a g e s  

o f  e a c h  m e t h o d o l o g y .  T h i s  i s  p a r t i c u l a r l y  t h e  c a s e  w i t h  

r e s p e c t  t o  t h e  b e h a v i o r a l  a n d  e l e c t r o p h y s i o l o g i c  c o n s e q u e n c e s  

o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n .  The  e f f e c t s  o n  n e u r a l  t i s s u e  

o c c u r r i n g  i n d e p e n d e n t  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  n e e d  t o  b e  

s e p a r a t e d  f r o m  t h e  e f f e c t s  t h a t  o c c u r  f r o m  BBB d i s r u p t i o n  

a l o n e .  T h e r e f o r e ,  a  t e c h n i q u e  t h a t  c a n  d i s r u p t  t h e  BBB w i t h  

l i t t l e  o r  no  c o n c o m i t a n t  a l t e r a t i o n  o f  n e u r a l  t i s s u e  i s  

i m p o r t a n t  i n  s t u d y i n g  t h e  i s o l a t e d  e f f e c t s  o f  b a r r i e r  

d i s r u p t i o n  on  CNS f u n c t i o n .

E x p e r i m e n t a l  d i s r u p t i o n  o f  t h e  BBB h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  

BBB d i s r u p t i o n  r e s u l t s  i n  a  s e r i e s  o f  c h a n g e s  i n  t h e  EEG t h a t  

i n c l u d e s  s l o w i n g  a n d  p a r o x y s m a l  a c t i v i t y  ( F l o d m a r k  & 

S t e i n w a l l ,  1 9 6 2 ;  F l o d m a r k  & S t e i n w a l l ,  1 9 6 3 a , 1 9 6 3 b ;  B l o o r ,  

W renn  & M a r g o l i s ,  1 9 5 1 ) .  As m i g h t  b e  e x p e c t e d ,  t h e  t y p e  a n d  

e x t e n t  o f  t h e s e  c h a n g e s  h a v e  v a r i e d  d e p e n d i n g  u p o n  t h e  

t e c h n i q u e  u s e d  f o r  d i s r u p t i o n .  I n  m o s t  o f  t h e s e  s t u d i e s ,  

d i s r u p t i o n  w as  i n d u c e d  i n  o n e  h e m i s p h e r e  a n d  t h e  e l e c t r i c a l



9

e f f e c t s  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  by 

c o m p a r i n g  t h e  EEG c h a n g e s  b e t w e e n  h e m i s p h e r e s  o v e r  t i m e .  

V a r i o u s  r e p o r t s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  i o d i n a t e d  g r o u p  o f  

a g e n t s  u s e d  f o r  c e r e b r a l  a n g i o g r a p h y  c a n  r e s u l t  i n  BBB 

d i s r u p t i o n  a n d  EEG c h a n g e s  ( F o l t z ,  Thomas  & Ward  1 9 5 1 ;  B l o o r  

e t  a l . , 1 9 5 1 ) .  E x p e r i m e n t a l  s t u d i e s  by Broman & O l s s o n  (1949)  

i n  a n i m a l s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  i n t r a c a r o t i d  a d m i n i s t r a t i o n  

o f  t h e s e  c o m pounds  c a n  r e s u l t  i n  d i s r u p t i o n  o f  t h e  BBB, a n d  

t h a t  t h e  e x t e n t  a n d  d u r a t i o n  o f  d i s r u p t i o n  i s  d o s e  d e p e n d e n t .  

B l o o r  e t  a l .  (1951)  i n  a  s t u d y  r e l a t i n g  EEG c h a n g e s  a n d  BBB 

d i s r u p t i o n  f o l l o w i n g  i n t r a c a r o t i d  a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e s e  

c o n t r a s t  a g e n t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  e x t e n t  o f  EEG s l o w i n g  

a n d  s e i z u r e  a c t i v i t y  w as  r e l a t e d  t o  t h e  e x t e n t  o f  b a r r i e r  

d i s r u p t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  t h e  

v a s c u l a r  a n d  c e l l u l a r  c o m p o n e n t s  o f  t h e  b r a i n  c o r r e l a t e d  w i t h  

t h e  e x t e n t  o f  BBB d i s r u p t i o n  a n d  e l e c t r i c a l  c h a n g e s .  T h i s  

s t u d y ,  h o w e v e r ,  d i d  n o t  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  c h a n g e s  i n  t h e  

EEG w e r e  d u e  t o  a  p e r m e a b l e  b a r r i e r  o r  t h e  e f f e c t  o f  t h e  

c o n t r a s t  a g e n t  r e a c h i n g  t h e  n e u r a l  t i s s u e  b e c a u s e  o f  t h e  

p e r m e a b l e  b a r r i e r .

F l o d m a r k  & S t e i n w a l l  ( 1 9 6 2 , 1 9 6 3 b )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  

c a r o t i d  a d m i n i s t r a t i o n  o f  lo w  d o s e s  o f  t h e  c o n t r a s t  a g e n t
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U ro k o n  p r o d u c e d  m i n o r  a n d  r e v e r s i b l e  BBB d i s r u p t i o n  t h a t  was  

u n a s s o c i a t e d  w i t h  EEG c h a n g e s .  They  c o n c l u d e d  t h a t  i f  

b a r r i e r  d i s r u p t i o n  i s  s l i g h t  a n d  r e v e r s i b l e ,  t h e r e  i s  n o  

e f f e c t  on  n e u r a l  a c t i v i t y .  He f u r t h e r  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a n  

a g e n t  u s e d  t o  d i s r u p t  t h e  b a r r i e r  i s  i t s e l f  c a p a b l e  o f  

p r o d u c i n g  EEG c h a n g e s  i f  i t  g a i n s  a c c e s s  t o  t h e  b r a i n  b e c a u s e  

o f  a  p e r m e a b l e  b a r r i e r .  F l o d m a r k  d e m o n s t r a t e d  t h a t  h e  c o u l d  

e l i c i t  EEG s l o w i n g  a n d  s p i k e  a c t i v i t y  by  i n c r e a s i n g  t h e  

s y s t e m i c  c o n c e n t r a t i o n  o f  U ro k o n  by i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  i n  

t h o s e  a n i m a l s  w h o se  b a r r i e r  was d i s r u p t e d  w i t h o u t  c o n c o m i t a n t  

EEG c h a n g e s .  They  i n t e r r p r e t e d  t h e s e  f i n d i n g s  a s  i n d i c a t i n g  

t h a t  t h e  EEG c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n c r e a s e  i n  s y s t e m i c  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  U ro k o n  w e r e  d u e  t o  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e  

a m o u n t  o f  U ro k o n  r e a c h i n g  t h e  n e u r a l  t i s s u e  t h r o u g h  t h e  

p e r m e a b l e  b a r r i e r .

I n  p r i n c i p l e ,  an y  a g e n t  u s e d  t o  d i s r u p t  t h e  b a r r i e r  may 

a l s o  p r o d u c e  n e u r a l  e f f e c t s  r e l a t e d  t o  i t s  a b i l i t y  t o  r e a c h  

t h e  i n t e r n a l  e n v i r o n m e n t  o f  t h e  b r a i n  o n c e  t h e  b a r r i e r  i s  

o p e n .  C o n s e q u e n t l y ,  any  n e u r a l  c h a n g e s  a t t r i b u t e d  t o  b a r r i e r  

d i s r u p t i o n  a l o n e  m u s t  t a k e  i n t o  a c c o u n t  t h e  p o s s i b l e  

c o n f o u n d i n g  e f f e c t s  o f  t h e  t e c h n i q u e  u s e d  t o  d i s r u p t  t h e  BBB. 

T h a t  i s  n o t  t o  s a y  t h a t  a l l  t e c h n i q u e s  o f  e x p e r i m e n t a l
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d i s r u p t i o n  r e s u l t  i n  c h a n g e s  i n  t h e  EEG t h a t  a r e  a 

c o n s e q u e n c e  o f  t h e  a b o v e  f i n d i n g s .  T h i s  may b e  t h e  c a s e  w i t h  

h y p e r o s m o t i c  d i s r u p t i o n  o f  t h e  BBB, w h e r e  d i s r u p t i o n  o f  t h e  

BBB i s  a  r e s u l t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a g e n t  u s e d  r a t h e r  

t h a n  t h e  s p e c i f i c  compound  u s e d .  D i s r u p t i o n  o f  t h e  BBB h a s  

b e e n  p r o d u c e d  by  p e r f u s i o n  o f  t h e  c a r o t i d  a r t e r y  w i t h  

co m p o u n d s  s u c h  a s  m a n n i t o l  a n d  a r a b i n o s e  i n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

1 . 4  m o l a r  ( R a p o p o r t ,  Ohno a n d  P e t t i g r e w ,  1 9 8 0 )  a s  w e l l  a s  a  2 

m o l a r  s o l u t i o n  o f  U r e a  ( g r e a t e r  t h a n  tw o  t i m e s  p h y s i o l o g i c  

o s m o l a r i t y )  ( R a p o p o r t ,  H o r i  & K l a t z o ,  1 9 7 2 ) .  D i s r u p t i o n  w i t h  

t h i s  t e c h n i q u e  i s  r e v e r s i b l e  ( l a s t i n g  a p p r o x i m a t e l y  o n e  h o u r )  

a n d  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  t r a n s i e n t  o p e n i n g  o f  t h e  t i g h t  

j u n c t i o n s  o f  t h e  c a p i l l a r y  e n d o t h e l i u m .  T h e  r e p o r t e d  

e p i l e p t i c  a c t i v i t y  ( F i e s c h i ,  L e n z i ,  Z a n e t t e ,  O r z i  & P a s s e r o ,  

1 9 8 0 ) a n d  i n c r e a s e  i n  g l u c o s e  m e t a b o l i s m  ( P a p p i u s ,  S a v a k i ,  

F i e s c h i ,  R a p o p o r t  & S o k o l o f f ,  1 9 79 )  f o l l o w i n g  h y p e r o s m o t i c  

d i s r u p t i o n  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  c h a n g e s  i n  t h e  n e u r a l  

e n v i r o n m e n t  s u b s e q u e n t  t o  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  BBB o f  n o r m a l  

b l o o d  c o n s t i t u e n t s  r a t h e r  t h a n  t o  a n y  d i r e c t  e f f e c t  o f  t h e  

a g e n t  u s e d  f o r  t h e  d i s r u p t i o n .  H o w ev e r ,  s t u d i e s  by  R a p o p o r t  

o n  n o n - e p i n e p h r i n  a n d  p o t a s s i u m  f a i l e d  t o  c o n f i r m  t h e s e  

a g e n t s  a s  t h e  c a u s e  f o r  t h e  n e u r a l  c h a n g e s  s e e n  w i t h
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h y p e r o s m o t i c  d i s r u p t i o n  ( R a p o p o r t ,  L o n d o n ,  F r e d e r i c k s ,  Dow- 

E d w ard s  & M ahone ,  1981)

B o t h  F l o d m a r k  a n d  F i e s c h i ' s  f i n d i n g s  w e r e  b a s e d  on  

m o d e l s  o f  BBB d i s r u p t i o n  t h a t  r e v e r s e d  i n  a  m a t t e r  o f  h o u r s .  

I n  a n  a t t e m p t  t o  s t u d y  t h e  c u m u l a t i v e  e f f e c t s  o n  n e u r a l  

f u n c t i o n  o f  p e r s i s t e n t  b a r r i e r  d i s r u p t i o n ,  F l o d m a r k  

i n v e s t i g a t e d  t h e  EEG c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  i n t r a c a r o t i d  

m e r c u r i c  c h l o r i d e  ( F l o d m a r k  & S t e i n w a l l ,  1 9 6 3 b ) . M e r c u r i c  

c h l o r i d e ,  when a d m i n i s t e r e d  i n t r a c a r o t i d l y ,  r e s u l t s  i n  a  

c h r o n i c  d i s r u p t i o n  o f  t h e  BBB. F l o d m a r k  d e s c r i b e d  t h r e e  

s t a g e s  o f  EEG f o l l o w i n g  i n t r a c a r o t i d  a d m i n i s t r a t i o n  o f  

m e r c u r i c  c h l o r i d e .  S t a g e  I  o c c u r r e d  d u r i n g  t h e  c a r o t i d  

p e r f u s i o n  a n d  c o n s i s t e d  o f  d e c r e a s e d  a m p l i t u d e  a n d  f r e q u e n c y  

o f  t h e  EEG o n  t h e  s i d e  o f  d i s r u p t i o n .  F l o d m a r k  a t t r i b u t e d  

t h i s  f i n d i n g  t o  a  t r a n s i e n t  a n o x i a  t h a t  o c c u r s  b e c a u s e  o f  a  

d i s p l a c e m e n t  o f  t h e  c e r e b r a l  c i r c u l a t i o n  o n  t h e  s i d e  o f  

p e r f u s i o n .  B a s e d  o n  f i n d i n g s  i n  p r e v i o u s  s t u d i e s ,  

t h e s e  c h a n g e s  w e r e  f o u n d  t o  r e v e r s e  m i n u t e s  f o l l o w i n g  t h e  

p e r f u s i o n  ( e n d  o f  S t a g e  I ) , r e t u r n i n g  t o  a  s y m m e t r i c a l  

p a t t e r n  r e s e m b l i n g  b a s e l i n e  a c t i v i t y  ( b e g i n n i n g  o f  S t a g e  I I ) . 

T h i s  p e r i o d  l a s t e d  a p p r o x i a m t e l y  two h o u r s  e x c e p t  when 

d i s r u p t i o n  w a s  s e v e r e  a s  i n d i c a t e d  by  t h e  e x t e n t  o f
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h e m i s p h e r i c  s t a i n i n g ,  a n d  t h e n ,  S t a g e  I I  c o u l d  b e  a s  s h o r t  a s  

t e n  m i n u t e s .  S t a g e  I I  r e p r e s e n t s  a  l a t e n t  p e r i o d  o f  t i m e  

b e f o r e  t h e  n e u r o n a l  e f f e c t s  o f  t h e  m e r c u r i c  c h l o r i d e  a n d  t h e  

d i s r u p t e d  b a r r i e r  becom e  m a n i f e s t e d  i n  t h e  EEG. As t h e s e  

e f f e c t s  b e g i n  t o  i n c r e a s e ,  t h e  EEG b e c o m e s  a s y m m e t r i c a l  a n d  

may b eco m e  f l a t  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  ( S t a g e  I I I ) .

The  a b o v e  f i n d i n g s  i n d i c a t e  t h a t  p e r s i s t a n t  b a r r i e r

d i s r u p t i o n  w i t h  m e r c u r i c  c h l o r i d e  c a n  l e a d  t o  s e v e r e  EEG

c h a n g e s .  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  a b s e n c e  o r  t r a n s i e n t

c h a n g e s  n o t e d  w i t h  r e v e r s i b l e  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  d e s c r i b e d

w i t h  h y p e r o s m o t i c  d i s r u p t i o n .  I t  a p p e a r s  t h a t  t h e  c u m u l a t i v e

e f f e c t s  o f  a n  o p e n  b a r r i e r  c a n  r e s u l t  i n  n e u r o n a l  d y s f u n c t i o n

t h a t  i s  n o t  p r e s e n t  w h en  t h e  b a r r i e r  i s  r e v e r s i b l y  d i s r u p t e d .

H o w ev e r ,  o t h e r  s t u d i e s  o n  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  h a v e

d e m o n s t r a t e d  t h a t  m e r c u r i c  c h l o r i d e ,  b e s i d e  c a u s i n g  b a r r i e r

d i s r u p t i o n ,  a l s o  i n h i b i t s  t h e  a c t i v e  t r a n s p o r t  s y s t e m s  o f  t h e

BBB a s  w e l l  a s  h a v i n g  a  d i r e c t  t o x i c  e f f e c t  on  n e u r o n s  (Chang

& H a r t m a n n ,  1 9 7 2 ) .  T h i s  c a n  t h e n  r e s u l t  i n  n e u r o n a l

d y s f u n c t i o n  t h a t  i s  i n d e p e n d e n t  o f  any  e f f e c t s  o f  a n  o p e n

b a r r i e r .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  c o n c l u s i o n s  w i t h  r e s p e c t  t o  
%

n e u r o n a l  d y s f u n c t i o n  b a s e d  o n  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  by  m e r c u r i c  

c h l o r i d e  m u s t  b e  i n t e r p r e t e d  i n  l i g h t  o f  t h e  o t h e r  known
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t o x i c  e f f e c t s  o f  t h i s  a g e n t .

The preceding literature review demonstrates that BBB 
disruption can be employed to investigate the effects on 
neuronal activity of exposure to systemic agents either 
produced endogenously or administered systemically. However, 
such studies must be interpreted with respect to the factors 
discussed above. A technique that produces prolonged BBB 
disruption with little or no direct effects on neuronal 
tissue would be ideal.

Recently, a technique for BBB disruption has been 
reported that produces prolonged barrier disruption with 
little or no effect on neural tissue (Spigelman et al.,
1 9 8 3 ;  L e v i n e ,  S p i g e l m a n ,  Z a p p u l l a ,  P o v l i s h o c k ,  M a l i s  & 

H o l l a n d ,  1 9 8 3 ) .  S p i g e l m a n  e t  a l .  (1983)  r e p o r t e d  BBB 

d i s r u p t i o n  f o r  a s  l o n g  a s  72 h o u r s  f o l l o w i n g  t h e  i n t r a c a r o t i d  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h e  b i l e  s a l t  s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e .  

E l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  o f  a n i m a l s  s u b j e c t e d  t o  

b a r r i e r  d i s r u p t i o n  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  h a v e  d e m o n s t r a t e d  

i n c r e a s e  p i n o c y t o s i s  i n  e n d o t h e l i a l  c e l l s  by  t h e  h o r s e r a d i s h  

p e r o x i d a s e  t e c h n i q u e  ( L e v i n e  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  E x a m i n a t i o n  o f  

n e u r o n s  a n d  s u p p o r t i n g  c e l l u l a r  s t r u c t u r e s  f a i l e d  t o  r e v e a l  

a n y  i n j u r y  a s  a  c o n s e q u e n c e  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  w i t h
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d e h y d r o c h o l a t e .  The t e c h n i q u e  i s  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h a t  

i n i t i a l l y  d e s c r i b e d  by Broman & L i n d b e r g - B r o m a n  ( 1 9 4 5 ) ,  who 

u s e d  t h e  m o r e  t o x i c  b i l e  s a l t s  d e s o x y c h o l a t e  a n d  

g l y c o c h o l a t e .  T h i s  a g e n t  w as  e x t r e m e l y  t o x i c  n e c e s s i t a t i n g  

d r a i n a g e  o f  t h e  j u g u l a r  v e i n  t o  l i m i t  s y s t e m i c  t o x i c i t y .

D i s r u p t i o n  o f  t h e  BBB w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  ( S p i g e l m a n  e t  

a l . ,  1 9 8 3 )  was  f o u n d  t o  b e  d o s e  d e p e n d e n t  o v e r  t h e  r a n g e  

e m p l o y e d  ( 5 , 1 0 , 1 5  a n d  17.5% s o l u t i o n  o f  s o d i u m  

d e h y d r o c h o l a t e ) . The  e x t e n t  o f  d i s r u p t i o n  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  

b o t h  a n  o r d i n a l  r a t i n g  o f  t h e  E v a n s  b l u e  s t a i n i n g  a s  w e l l  a s  

q u a n t i t a t i v e l y  u s i n g  h e m i s p h e r e  r a t i o s  ( d i s r u p t e d / n o n ­

d i s r u p t e d )  o f  t h e  r a d i o i s o t o p e  w h i c h  d o e s  n o t  a p p r e c i a b l y  

c r o s s  t h e  BBB. A n i m a l s  d i s r u p t e d  a n d  t h e n  f o l l o w e d ,  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  b a r r i e r  p e r m e a b i l i t y  w as  g r e a t e s t  a t  t h e  

t i m e  o f  d i s r u p t i o n  a n d  t h e n  g r a d u a l l y  d e c r e a s e d  o v e r  t h e  n e x t  

72 h o u r s .  T he  a u t h o r s  c o n c l u d e d  t h a t  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  w i t h  

s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e  c a n  e f f e c t i v e l y  d i s r u p t  t h e  b a r r i e r ,  

a n d  u n l i k e  o t h e r  r e v e r s i b l e  t e c h n i q u e s ,  d i s r u p t i o n  l a s t s  

a p p r o x i m a t e l y  72  h o u r s .

W h i l e  t h e  a n i m a l s  d i s r u p t e d  w i t h  s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e  

d e m o n s t r a t e d  no  u n t o w a r d  t o x i c i t y  a t  t h e  t i m e  o f  s a c r i f i c e ,  

t h e  i n v e s t i g a t o r s  d i d  r e p o r t  t h a t  some o f  t h e  a n i m a l s
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d e m o n s t r a t e d  t o n i c - c l o n i c  m o v e m e n ts  d u r i n g  a n d  i m m e d i a t e l y  

f o l l o w i n g  t h e  i n j e c t i o n  o f  s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e .  H o w ev e r ,  

no  s p o n t a n e o u s  s e i z u r e s  w e r e  n o t e d  i n  t h e  a n i m a l s  s u r v i v i n g  

t h e  a c u t e  p h a s e  ( s e v e r a l  h o u r s )  t i l l  s a c r i f i c e  72 h o u r s  p o s t  

d i s r u p t i o n .

T h i s  m o d e l  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  i s  p a r t i c u l a r l y  a d a p t e d  

f o r  s t u d y i n g  t h e  e f f e c t s  on  n e u r o n a l  f u n c t i o n i n g  o f  b a r r i e r  

p e r m e a b i l i t y .  F i r s t ,  t h e  a c u t e  p h a s e  o f  d i s r u p t i o n  a p p e a r s  

t o  b e  a c c o m p a n i e d  by s e i z u r e  a c t i v i t y .  W h e t h e r  t h i s  i s  d u e  

t o  t h e  b i l e  s a l t  o r  t h e  e f f e c t s  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  r e m a i n s  

t o  b e  d e t e r m i n e d .  P r e v i o u s  p u b l i s h e d  r e p o r t s  h a v e  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  s e i z u r e s  c a n  r e s u l t  i n  BBB d i s r u p t i o n .  I f  

t h e  e f f e c t  o n  t h e  b a r r i e r  f r o m  d e h y d r o c h o l a t e  i s  s e c o n d a r y  t o  

i t s  e l e p t o g e n i c  p r o p e r t i e s ,  t h e n  c o n v e r s e l y  t h e  e x t e n t  o f  

b a r r i e r  d i s r u p t i o n  s h o u l d  b e  r e l a t e d  t o  t h e  e x t e n t  a n d  

d u r a t i o n  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y .  S i m i l a r l y ,  t h e  l a t e r a l  

d i s t r i b u t i o n  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y  s h o u l d  c o r r e l a t e  w i t h  t h e  

s i d e  o f  d i s r u p t i o n .  M o r e o v e r ,  i f  t h e  p r e c e d i n g  i s  t r u e ,  t h e n  

p r e v e n t i o n  o f  s e i z u r e s  by  a n  a n t i - e p i l e p t i c  a g e n t  s h o u l d  

r e d u c e  t h e  e x t e n t  o f  d i s r u p t i o n .

S e c o n d  a n d  m o r e  i m p o r t a n t l y ,  t h e  c h r o n i c i t y  o f  t h e  

b a r r i e r  d i s r u p t i o n  w i t h  d e h y d r o c h o l i c  a c i d  m a k e s  i t  i d e a l  f o r
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s t u d y i n g  t h e  c u m u l a t i v e  e f f e c t s  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  o n  

n e u r o n a l  f u n c t i o n  a s  m o n i t o r e d  w i t h  EEG. S i n c e  t h e  b a r r i e r  

r e m a i n s  p e r m e a b l e  f o r  d a y s  f o l l o w i n g  t h e  d i s r u p t i o n ,  i t  i s  

p o s s i b l e  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  EEG c h a n g e s  i s o l a t e d  f r o m  t h e  

a c u t e  i n s u l t  o f  t h e  d i s r u p t i o n  a n d  t h e  e f f e c t s  o f  any  

r e m a i n i n g  b i l e  s a l t s  t h a t  w o u l d  b e  i n  t h e  s y s t e m i c  

c i r c u l a t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  s i n c e  t h e  b a r r i e r  h a s  b e e n  shown 

t o  c l o s e  g r a d u a l l y  o v e r  t h e  t i m e  c o u r s e  s t u d i e d ,  t h e n  a n y  

c h a n g e s  n o t e d  i n  t h e  EEG c a n  b e  f o l l o w e d  a n d  c o r r e l a t e d  w i t h  

b a r r i e r  c l o s u r e .

T he  f o l l o w i n g  i n v e s t i g a t i o n  c o n s i s t s  o f  f i v e  s e p a r a t e  

e x p e r i m e n t s  d e a l i n g  w i t h  t h e  EEG e f f e c t s  o f  b a r r i e r  

d i s r u p t i o n  w i t h  i n t r a c a r o t i d  d e h y d r o c h o l a t e .  The  i n i t i a l  two  

s t u d i e s  i n v e s t i g a t e  t h e  a c u t e  e f f e c t s  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  

f o l l o w i n g  s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e  a n d  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  

EEG c h a n g e s  a n d  t h e  e x t e n t  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n .  A l s o  

a d d r e s s e d  i s  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  s e i z u r e  a c t i v i t y  a n d  

BBB d i s r u p t i o n .  The  t h i r d  e x p e r i m e n t  s t u d i e s  t h e  l o n g  t e r m  

EEG e f f e c t s  o f  BBB d i s r u p t i o n  u s i n g  EEG s p e c t r a l  a n a l y s i s .

The  f i n a l  two e x p e r i m e n t s  i n v e s t i g a t e  t h e  c e n t r a l  e f f e c t s  o f  

b i l e  s a l t s  on  n e u r o n a l  f u n c t i o n .



EXPERIMENT I

E x p e r i m e n t  I  i n v e s t i g a t e d  c h a n g e s  i n  t h e  s p o n t a n e o u s  EEG 

a n d  v i s u a l  e v o k e d  p o t e n t i a l s  s u b s e q u e n t  t o  BBB d i s r u p t i o n  by 

t h e  i n t r a c a r o t i d  i n f u s i o n  o f  s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e .  P r e v i o u s  

s t u d i e s  o n  EEG c h a n g e s  f o l l o w i n g  BBB d i s r u p t i o n  h a v e  r e p o r t e d  

d e c r e a s e d  a m p l i t u d e  a n d  i n c r e a s e d  s l o w i n g  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e  ( B l o o r  e t  a l . ,  1 9 5 1 ;  F l o d m a r k  e t  a l . ,  196 2 ;  

F l o d m a r k  e t  a l . , 1 9 6 3 a ;  F l o d m a r k  e t  a l . ,  1 9 6 3 b ;  F i e s c h i  e t  

a l .  , 1 9 8 0 ) .  T h e r e f o r e ,  c h a n g e s  i n  t h e  a m p l i t u d e  a n d  

f r e q u e n c y  o f  t h e  EEG a s  w e l l  a s  d e c r e a s e d  a m p l i t u d e  a n d  

i n c r e a s e  l a t e n c y  o f  e v o k e d  r e s p o n s e  c o m p o n e n t s  p r o p o r t i o n a l  

t o  t h e  e x t e n t  o f  d i s r u p t i o n  m i g h t  b e  e x p e c t e d .  B a s e d  u p o n  

p r e v i o u s  s t u d i e s  ( B l o o r  e t  a l . ,  1 9 5 1 ;  F l o d m a r k  e t  a l . ,  1 9 6 2 ;  

F l o d m a r k  e t  a l . ,  1 9 6 3 b ;  F i e s c h i  e t  a l . ,  1 9 8 0 )  t h a t  h a v e  

d e m o n s t r a t e d  s e i z u r e  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  

f r o m  a  v a r i e t y  o f  t e c h n i q u e s  a s  w e l l  a s  t h e  f i n d i n g  o f  

b e h a v i o r a l  s e i z u r e s  f o l l o w i n g  d e h y d r o c h o l a t e  d i s r u p t i o n ,  o n e  

m i g h t  e x p e c t  s e i z u r e  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  d e h y d r o c h o l a t e  BBB 

d i s r u p t i o n ,  e s p e c i a l l y  i f  p h o t i c  s t i m u l a t i o n  w e r e  u s e d .
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METHODS

F e m a l e  S p r a g u e - D a w l e y  r a t s  ( 2 5 0 - 3 5 0  g r a m s ) , h a v i n g  f r e e  

a c c e s s  t o  p e l l e t  f o o d  a n d  w a t e r ,  w e r e  a n e s t h e t i z e d  w i t h  

x y l a z i n e  ( R o m p u n - C u t t e r  L a b o r a t o r i e s ,  S h a w n e e ,  K a n s a s ) , 12 

m g /k g  i n t r a m u s c u l a r l y  a n d  k e t a m i n e  ( K e t a l a r - P a r k e  D a v i s ,  

M o r r i s  P l a i n s ,  N . J . ) ,  30  m g /k g  i n t r a p e r i t o n e a l l y . E ach  

a n i m a l  a l s o  r e c e i v e d  a t r o p i n e ,  0 . 1 5  m g / k g  s u b c u t a n e o u s l y .

E i g h t  s t a i n l e s s  s t e e l  s c r e w s  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  

c a l v a r i u m  a t  t h e  f o l l o w i n g  l o c a t i o n s :  t h e  r e f e r e n c e  l e a d — i n  

t h e  n a s a l  b o n e  a l o n g  t h e  s a g i t t a l  s u t u r e ;  t h e  g r o u n d — i n  t h e  

p o s t e r i o r  a s p e c t  o f  t h e  s k u l l  a l o n g  t h e  m i d l i n e ;  a n d  tw o  

f r o n t a l ,  m e d i a l  a n d  p a r i e t a l  l e a d s ,  s y m m e t r i c a l l y  p l a c e d ,  4 

mm f r o m  t h e  s a g i t t a l  s u t u r e  i n  t h e  p a r i e t a l  b o n e  ( F i g u r e  1 ) .  

The s c r e w s  w e r e  f i x e d  w i t h  p l a s t i c  d e n t a l  c e m e n t ,  t h e  s k i n  

i n c i s i o n  w a s  c l o s e d ,  a n d  t h e  r a t s  w e r e  p l a c e d  b a c k  i n  t h e i r  

c a g e s .  A f t e r  24  h o u r s  t h e  r a t s  w e r e  u s e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  

e x p e r i m e n t s . .

U n d e r  e t h e r  a n e s t h e s i a  28  r a t s  w e r e  i n t u b a t e d  w i t h  a n  

e n d o t r a c h e a l  t u b e  a n d  v e n t i l a t e d  w i t h  a  m i x t u r e  o f  70% 

n i t r o u s  o x i d e  a n d  30% o x y g e n  a t  t h e  r a t e  o f  200 ml p e r  

m i n u t e .  A p o l y e t h y l e n e  c a t h e t e r  w as  i n s e r t e d  i n  t h e  l e f t
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f e m o r a l  v e i n  a n d  c l a m p e d  i n  p l a c e .  An i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  

o f  t u b o c u r a r i n e  c h l o r i d e  (E .R .  S q u i b b  S o n s ,  I n c . , P r i n c t o n ,  

N . J . ) ,  1 m g /k g  w as  g i v e n .  A r e c t a l - t e m p e r a t u r e  p r o b e  w as  

i n s e r t e d ,  a n d  t h e  a n i m a l s  t e m p e r a t u r e  w as  m a i n t a i n e d  a t  3 6 . 8  

C by  a n  e x t e r n a l  h e a t  s o u r c e .  B l o o d  p r e s s u r e  a n d  h e a r t  r a t e  

w e r e  m o n i t o r e d  t h r o u g h o u t  t h e  p r o c e d u r e .

F o l l o w i n g  i s o l a t i o n  o f  t h e  l e f t  e x t e r n a l  c a r o t i d  a r t e r y ,  

a  p o l y e t h y l e n e  c a t h e t e r  w as  p l a c e d  i n  a  r e t r o g r a d e  m a n n e r  t o  

t h e  b i f u r c a t i o n  o f  t h e  common c a r o t i d  a s  d e s c r i b e d  by 

R a p o p o r t ,  (1 9 7 8 )  ( F i g u r e  2 ) .  A 2% s o l u t i o n  o f  E v a n s  b l u e  

( . 5 c c )  was t h e n  i n j e c t e d  i n t o  t h e  f e m o r a l  v e i n .  T h e n  1 ml o f  

s a l i n e  ( c o n t r o l  g r o u p  M=4) o r  a  17 .5% s o l u t i o n  o f  s o d iu m  

d e h y d r o c h o l a t e  ( e x p e r i m e n t a l  g r o u p  U=20) ( D e c h o l i n - M i l e s  

P h a r m a c e u t i c a l s ,  W e s t  H a v e n ,  C t . ) w as  i n f u s e d  i n t o  t h e  

i n t e r n a l  c a r o t i d  a r t e r y  a t  a  c o n s t a n t  r a t e  o f  1 ml p e r  m i n u t e  

by a n  i n f u s i o n  pump ( H a r v a r d  p u m p ) . D u r i n g  t h e  i n f u s i o n ,  t h e  

p t e r y g o p a l a n t i n e  b r a n c h  o f  t h e  i n t e r n a l  c a r o t i d  w a s  o c c l u d e d  

w i t h  a n  a n e u r y s m  c l i p .  T h i s  b r a n c h  d o e s  n o t  s u p p l y  t h e  

i n t r a c r a n i a l  s t r u c t u r e s  a n d  s o  w a s  o c c l u d e d  d u r i n g  i n f u s i o n  

t o  i n s u r e  m a x im a l  f l o w  o f  t h e  d e h y d r o c h o l a t e  i n t o  t h e  b r a i n .  

The  i n f u s i o n  w as  m i c r o s c o p i c a l l y  o b s e r v e d  t o  i n s u r e  t h a t  t h e  

s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e  p a s s e d  u p w a rd  i n t o  t h e  b r a i n .
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A s e p a r a t e  g r o u p  o f  f o u r  a n i m a l s  w e r e  i n j e c t e d  w i t h  1 c c  

o f  17% d e h y d r o c h o l a t e  i n t r a v e n o u s l y  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t s  

o f  s y s t e m i c  d e h y d r o c h o l a t e  a l o n e .  T h e s e  a n i m a l s  d i d  n o t  

u n d e r g o  c a r o t i d  i n f u s i o n  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e .

EEG a c t i v i t y  was  r e c o r d e d  w i t h  a  t e n  c h a n n e l  G r a s s  EEG 

m a c h i n e  (Model 8 - 1 0 ) .  A b a s e l i n e  EEG was  r e c o r d e d  j u s t  p r i o r  

t o  i n f u s i o n ,  d u r i n g  i n f u s i o n  a n d  f o r  up  t o  t h r e e  h o u r s  

f o l l o w i n g  i n f u s i o n  a t  a p p r o x i m a t e l y  15  m i n u t e  i n t e r v a l s .  The 

EEG r e c o r d e d  f r o m  t h e  d i s r u p t e d  a n d  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e s  

w as  i n s p e c t e d  f o r  c h a n g e s  i n  b a c k g r o u n d  f r e q u e n c y  a n d  

a m p l i t u d e .  A m p l i t u d e  w as  g r a d e d  w i t h i n  m i n u t e s  f o l l o w i n g  

d i s r u p t i o n  a c c o r d i n g  t o  t h e  p e r  c e n t  c h a n g e  f r o m  t h e  EEG 

a m p l i t u d e  r e c o r d e d  p r i o r  t o  d i s r u p t i o n  i n  t h e  f o l l o w i n g  

m a n n e r :

G r a d e  J  L e s s  t h a n  50% c h a n g e  i n  a m p l i t u d e

G r a d e  I I  G r e a t e r  t h a n  50% c h a n g e  i n  a m p l i t u d e

The  b a c k g r o u n d  f r e q u e n c y  o f  t h e  s p o n t a n e o u s  EEG w as  e v a l u a t e d  
%

by  n o t i n g  a n y  s h i f t  t o  l o w e r  f r e q u e n c i e s .  A s h i f t  t o  d e l t a

a c t i v i t y  f o r  m o r e  t h a n  t e n  s e c o n d s  o f  s p o n t a n e o u s  EEG w as
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c o n s i d e r e d  p o s i t i v e  f o r  s l o w i n g  i n  t h e  EEG. The  EEG r e c o r d s  

w e r e  a l s o  r e v i e w e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  s p i k e s  o r  g e n e r a l i z e d  

s e i z u r e s .  P a r t i c u l a r  a t t e n t i o n  w as  p a i d  t o  c h a n g e s  i n  t h e  

EEG o v e r  t i m e  t o  d e t e r m i n e  i f  j u s t  p r i o r  t o  s a c r i f i c e  ( a t  3 

h o u r s  p o s t  i n f u s i o n )  t h e r e  w as  a  w o r s e n i n g  ( a s  d e t e r m i n e  by 

a n  i n c r e a s e  o f  d e l t a  a c t i v i t y )  o r  a n  i m p r o v e m e n t  ( r e t u r n  t o  

b a s e l i n e  EEG).

EEG r e p o n s e  t o  p h o t i c  s t i m u l a t i o n  w a s  m e a s u r e d  i n  14 

a n i m a l s  f o l l o w i n g  i n f u s i o n  u s i n g  v a r i o u s  f l a s h  r a t e s  f r o m  1 

t o  3 0 Hz. P h o t i c  s t i m u l a t i o n  w a s  c o n s i d e r e d  p o s i t i v e  i f  

e i t h e r  s p i k e  a c t i v i t y  w as  i n i t i a t e d  o r  i f  t h e r e  w as  a n  

i n c r e a s e  i n  s e i z u r e  a c t i v i t y  t h a t  w a s  a l r e a d y  p r e s e n t .  I n  

t h e  l a t t e r  c a s e ,  c o m p a r i s o n  o f  t h e  EEG a c t i v i t y  p r i o r  t o  a n d  

f o l l o w i n g  p h o t i c  s t i m u l a t i o n  was  c o m p a r e d  t o  EEG a c t i v i t y  

d u r i n g  p h o t i c  s t i m u l a t i o n  t o  d e t e r m i n e  t h e  e p i l e p t o g e n i c  

e f f e c t  o f  p h o t i c  s t i m u l a t i o n .

F l a s h  v i s u a l  e v o k e d  p o t e n t i a l s  (VEPs) w e r e  m e a s u r e d  a t  2 

c / s  s t i m u l a t i o n  r a t e  p r e c e e d i n g  a n d  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n .  I n  

o r d e r  t o  c o l l e c t  t h e  VEPs u n c o n t a m i n a t e d  by s e i z u r e  a c t i v i t y ,  

t h e  EEG was m o n i t o r e d  s i m u l t a n e o u s l y  a s  t h e  VEP was  

c o l l e c t e d .  VEPs w e r e  m e a s u r e d  a t  a p p r o x i m a t e l y  3 0 m i n u t e  

i n t e r v a l s  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n  u n t i l  s a c r i f i c e  o r  d e a t h .  The
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VEPs were evaluated on the basis of amplitude and latency 
changes in VEP components.

A t  s a c r i f i c e  ( t h r e e ' h o u r s  p o s t - i n f u s i o n )  o r  d e a t h ,  t h e  

b r a i n s  w e r e  r e m o v e d  a n d  v i s u a l l y  i n s p e c t e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  

o f  E v a n s  b l u e  i n d i c a t o r  d y e .  A l l  s u r f a c e s  a n d  a r e a s  o f  t h e  

b r a i n  i n c l u d i n g  c e r e b e l l u m ,  p i n e a l  a n d  b r a i n  s t e m  w e r e  

e x a m i n e d .  I n  a d d i t i o n ,  s a g i t t a l  a n d  c o r o n a l  s e c t i o n s  w e r e  

made a n d  v i s u a l l y  i n s p e c t e d .  The  s t a i n i n g  o f  e a c h  h e m i s p h e r e  

w as  g r a d e d  a s  f o l l o w s :  g r a d e  0 -  no  s t a i n ;  g r a d e  1+ - j u s t  

n o t i c e a b l e  s t a i n i n g ;  g r a d e  2+  - m o d e r a t e  s t a i n i n g ;  a n d ,  g r a d e  

3+ - d a r k  s t a i n i n g .

RESULTS

T h e  b r a i n s  o f  a l l  f o u r  r a t s  i n f u s e d  i n t r a c a r o t i d l y  w i t h  

1 c c  o f  n o r m a l  s a l i n e  w e r e  n e g a t i v e  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  

b a r r i e r  d i s r u p t i o n  a s  e v i d e n c e d  by  t h e  l a c k  o f  E v a n s  b l u e  on  

i n s p e c t i o n .  T h e r e  w e r e  n o  c h a n g e s  i n  t h e  EEG i n  a n y  o f  t h e  

s a l i n e  a n i m a l s  d u r i n g  o r  a f t e r  i n f u s i o n .  S i m i l a r l y ,  t h o s e  

a n i m a l s  i n j e c t e d  i n t r a v e n o u s l y  w i t h  17% d e h y d r o c h o l a t e  f a i l e d  

t o  d e m o n s t r a t e  a n y  c h a n g e  i n  t h e i r  EEG o r  h e m i s p h e r i c
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staining.
T a b l e s  1 & 2 a r e  a  summary o f  t h e  e x t e n t  o f  d i s r u p t i o n  

a n d  t h e  a s s o c i a t e d  EEG c h a n g e s  f o r  t h e  20 a n i m a l s  i n f u s e d  

w i t h  i n t r a c a r o t i d  d e h y d r o c h o l a t e .  The  d i s t r i b u t i o n  o f  E v a n s  

b l u e  s t a i n i n g  o f  t h e  i n f u s e d  h e m i s p h e r e s  i n c l u d e d  f o u r  

a n i m a l s  w i t h  1 + ,  e i g h t  a n i m a l s  w i t h  2+ a n d  e i g h t  a n i m a l s  w i t h

3+ d i s r u p t i o n .  E l e v e n  a n i m a l s  a l s o  h a d  s t a i n i n g  o f  t h e

t h a l a m u s  on  t h e  s i d e  o f  p e r f u s i o n .  I n  a d d i t i o n ,  s e v e n  o f  t e n

a n i m a l s  w i t h  3+ d i s r u p t i o n  h a d  some s t a i n i n g  o f  t h e  

c o n t r a l a t e r a l  h e m i s p h e r e .  I n  a l l  c a s e s  t h i s  w a s  l i m i t e d  t o  

t h e  m e d i a l  s u r f a c e  o f  t h e  r i g h t  h e m i s p h e r e  a n d  w as  n e v e r  

g r e a t e r  t h a n  1 + .

F o r  1+ d i s r u p t i o n  t h e r e  w a s  a  d e c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  a n d  

a n  i n c r e a s e  i n  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  EEG o v e r  b o t h  h e m i s p h e r e s  

d u r i n g  t h e  i n f u s i o n  ( F i g u r e  3 a ) . F o l l o w i n g  i n f u s i o n ,  t h e r e  

w a s  a  d e c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  i n  

a l l  f o u r  a n i m a l s  ( T a b l e  1 ) .  T h e  d e c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  was  

g r a d e  I  f o r  t h r e e  a n i m a l s  a n d  g r a d e  I I  f o r  o n e  a n i m a l .  I n  

a d d i t i o n ,  tw o  a n i m a l s  d e m o n s t r a t e d  a  d e c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  

o v e r  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  D e l t a  a c t i v i t y  was

p r e s e n t  i n  o n l y  o n e  a n i m a l  w i t h  1+ d i s r u p t i o n .  O v e r  t h e  

c o u r s e  o f  t h e  o b s e r v a t i o n  p e r i o d ,  t h e s e  c h a n g e s  p r o g r e s s i v e l y
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r e v e r s e d  a n d  a t  t h e  t i m e  o f  s a c r i f i c e d  h a d  r e t u r n e d  t o  l e v e l s  

p r e s e n t  p r i o r  t o  d i s r u p t i o n  ( F i g u r e  3 c ) .

I n  t h r e e  o f  t h e  f o u r  a n i m a l s  w i t h  1+ d i s r u p t i o n ,  s p i k e  

a c t i v i t y  was n o t e d  d u r i n g  t h e  o b s e r v a t i o n  p e r i o d  ( T a b l e  2 ) .

I n  two o f  t h e  f o u r  a n i m a l s ,  s p i k e  a c t i v i t y  w as  p r e s e n t  

b i l a t e r a l l y  d u r i n g  t h e  i n f u s i o n .  T h i s  a c t i v i t y  p e r s i s t e d  t o  

s a c r i f i c e  i n  b o t h  a n i m a l s  ( F i g u r e  3 b ) .  I n  t h e  t h i r d  a n i m a l  

s p i k e  a c t i v i t y  d e v e l o p e d  m i n u t e s  f o l l o w i n g  t h e  i n f u s i o n  b u t  

h a d  r e m i t t e d  a t  t h e  t i m e  o f  s a c r i f i c e .

The  EEG c h a n g e s  w i t h  2+ a n d  3 + d i s r u p t i o n  w e r e  m o r e  

p r o n o u n c e d  t h a n  t h o s e  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  w i t h  1+ 

d i s r u p t i o n .  The  d e c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  t h a t  o c c u r r e d  w i t h i n  

m i n u t e s  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n  was  g r e a t e r  t h a n  50% ( G r a d e  I I )  

i n  13 a n i m a l s  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  U n l i k e  a n i m a l s  

w i t h  1+ a n d  2+ d i s r u p t i o n ,  t h e  EEG a m p l i t u d e  i n  a n i m a l s  w i t h  

3 + d i s r u p t i o n  p r o g r e s s i v e l y  d e t e r i o r a t e d  d u r i n g  t h e  

o b s e r v a t i o n  p e r i o d  w i t h  s e v e n  o f  e i g h t  a n i m a l s  h a v i n g  a  f l a t  

EEG b i l a t e r a l l y  p r i o r  t o  t h e  e n d  o f  t h e  o b s e r v a t i o n  p e r i o d  

( T a b l e  1 ) .  When t h i s  i s  c o m p a r e d  t o  EEG o u t c o m e  i n  a n i m a l s  

w i t h  1+ ( a l l  f o u r  a n i m a l s  h a d  EEG a t  s a c r i f i c e )  a n d  2+'  ( o n e  

a n i m a l  o f  e i g h t  h a d  a  f l a t  EEG a t  s a c r i f i c e )  d i s r u p t i o n ,  

a n i m a l s  w i t h  3+ d i s r u p t i o n  h a d  a  s t a t i s t i c a l l y  h i g h e r  r i s k  o f
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d e v e l o p i n g  a  f l a t  EEG w i t h i n  t h e  t h r e e  h o u r  o b s e r v a t i o n  

p e r i o d  ( F i s c h e r  E x a c t  T e s t  p < . 0 5 ) . A n i m a l s  w h o s e  EEG 

a c t i v i t y  c e a s e d  p r i o r  t o  s a c r i f i c e  h a d  t h e  m o s t  m a r k e d  

d e c r e a s e s  i n  a m p l i t u d e  on  t h e  s i d e  o f  d i s r u p t i o n  f r o m  

i n f u s i o n  ( F i g u r e  4 ) .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  EEG f r o m  t h e  n o n ­

d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  p r o g r e s s i v e l y  d e t e r i o r a t e d  w i t h  h i g h  

v o l t a g e  d e l t a  a c t i v i t y  p r i o r  t o  b e c o m i n g  f l a t  ( F i g u r e  5 ) .  Of 

e i g h t  a n i m a l s  w i t h  2+ a n d  3+ BBB d i s r u p t i o n  t h a t  h a d  EEG a t  

t h e  t i m e  o f  s a c r i f i c e ,  t h e  EEG a m p l i t u d e  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e  i n  t h r e e  a n i m a l s  r e m a i n e d  b e l o w  b a s e l i n e  l e v e l s ,  

w h i l e  t h e  EEG o i n  t h e  r e m a n i n g  f i v e  a n i m a l s  h a d  r e v e r t e d  t o  

b a s e l i n e  l e v e l s  a t  t h e  t i m e  o f  s a c r i f i c e .  D e l t a  a c t i v i t y  was  

p r e s e n t  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  i n  11  o f  16 a n i m a l s  i n  

t h i s  g r o u p .  T he  s l o w i n g  o f  t h e  s p o n t a n e o u s  EEG p r o g r e s s e d  

b i l a t e r a l l y  i n  t h o s e  a n i m a l s  t h a t  s u b s e q u e n t l y  l o s t  t h e i r  EEG 

p r i o r  t o  s a c r i f i c e .  I n  tw o  a n i m a l s  (13 & 1 6 ) ,  t h e  EEG was  

f l a t  i m m e d i a t e l y  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n  a n d  f r e q u e n c y  c h a n g e s  

c o u l d  n o t  b e  d e t e r m i n e d .

W i t h  g r e a t e r  b a r r i e r  d i s r u p t i o n ,  s p i k e  a c t i v i t y  o c c u r r e d  

s e c o n d s  f o l l o w i n g  t h e  s t a r t  o f  t h e  i n f u s i o n  ( F i g u r e  6 ) .  

T h i r t e e n  o f  t h e  16 a n i m a l s  w i t h  2+  t o  3+ d i s r u p t i o n  d e v e l o p e d  

s p i k e  a c t i v i t y  d u r i n g  i n f u s i o n .  I n  m o s t  a n i m a l s  t h e  s p i k e s
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o r i g i n a t e d  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  a n d  t h e n  i m m e d i a t e l y  

b e c a m e  b i l a t e r a l l y  s y n c h r o n o u s .  S p i k e  a c t i t v i t y  p e r s i s t e d  

f o l l o w i n g  t h e  i n f u s i o n  a n d  w as  m o r e  f r e q u e n t  a n d  p r o l o n g e d  

t h a n  t h a t  o c c u r i n g  w i t h  1 + d i s r u p t i o n  ( F i g u r e  7 ) .  A l t h o u g h  

t h e  m a j o r i t y  o f  s p i k e  a c t i v i t y  w as  b i l a t e r a l l y  s n y c h r o n u s ,  

i n d e p e n d e n t  s p i k e s  a r i s i n g  f r o m  b o t h  t h e  d i s r u p t e d  a n d  n o n ­

d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  w e r e  p r e s e n t  ( F i g u r e s  8 & 9 ) .

P h o t i c  s t i m u l a t i o n  w as  p e r f o r m e d  i n  11 o f  t h e  a n i m a l s  

a n d  p r o v o k e d  s e i z u r e s  i n  t h r e e .  The  a n i m a l s  r e s p o n d i n g  t o  

p h o t i c  s t i m u l a t i o n  w e r e  d i s t r i b u t e d  among a l l  g r a d e s  o f  

d i s r u p t i o n .  The  r e s p o n s e  t o  p h o t i c  s t i m u l a t i o n  r a n g e d  f r o m  

t h e  i n d u c t i o n  o f  s p i k e s  o n  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  t o  

g e n e r a l i z e d  s e i z u r e s  ( F i g u r e  10  a , b r c ) .

V i s u a l  e v o k e d  p o t e n t i a l s  w e r e  o b t a i n e d  i n  s i x  a n i m a l s ,  

tw o  h a v i n g  a  g r a d e  o f  1 + ,  tw o  h a v i n g  a  g r a d e  o f  2+ a n d  t h e  

r e m a i n i n g  t w o ,  3 + .  T h e r e  w a s  a m a r k e d  c h a n g e  i n  t h e  

a m p l i t u d e  o f  t h e  e v o k e d  p o t e n t i a l  d e p e n d i n g  u p o n  t h e  e x t e n t  

o f  d i s r u p t i o n .  F o r  g r a d e  I  d i s r u p t i o n  t h e r e  w a s  no  n o t i c a b l e  

c h a n g e  i n  t h e  VEPs i m m e d i a t e l y  f o l l o w i n g  o r  a f t e r  t h e  

d i s r u p t i o n  f o r  up  t o  t h r e e  h o u r s  ( F i g u r e  1 1 ) .  I n  t h o s e  

a n i m a l s  w i t h  2+ d i s r u p t i o n ,  t h e r e  w a s  a  t r a n s i e n t  d e c r e a s e  i n  

t h e  a m p l i t u d e  o f  t h e  VEPs r e c o r d e d  o v e r  b o t h  t h e  l e f t  a n d
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r i g h t  h e m i s p h e r e s  i m m e d i a t e l y  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n  ( F i g u r e  

1 2 ) .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  a m p l i t u d e  o f  t h e  VEPs i n  t h e  two 

a n i m a l s  w i t h  3+ d i s r u p t i o n  w e r e  d r a m a t i c a l l y  e f f e c t e d  

f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n  ( F i g u r e  1 3 ) .  T h e r e  w a s  a  m a r k e d  

d e c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  a s  w e l l  a s  a  l o s s  i n  w a v e f o r m  

c o n f i g u r a t i o n  o f  t h e  VEP o v e r  b o t h  h e m i s p h e r e s  i n  t h e  two 

a n i m a l s .  I n  b o t h  a n i m a l s  t h e  VEPs f r o m  t h e  n o n - d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e  p r o g r e s s i v e l y  d e t e r i o r a t e d  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  

o b s e r v a t i o n .  S i m i l a r  t o  t h e  EEG i n  t h e s e  a n i m a l s ,  t h e  VEPs 

w e r e  u n o b t a i n a b l e  p r i o r  t o  t h e  t e r m i n a t i o n  o f  t h e  o b s e r v a t i o n  

p e r i o d .

DISCUSSION

I n  sum m ary ,  t h i s  e x p e r i m e n t  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  

i n t r a c a r o t i d  a d m i n i s t a t i o n  o f  t h e  b i l e  s a l t  d e h y d r o c h o l a t e  

r e s u l t s  i n  BBB d i s r u p t i o n  a n d  t h u s  r e p l i c a t e d  t h e  f i n d i n g s  o f  

S p i g e l m a n  e t  a l .  ( 1 9 8 3 ) .  T h e  d o s e  o f  d e h y d r o c h o l a t e  u s e d  i n  

t h i s  s t u d y  p r o d u c e d  a l l  t h r e e  g r a d e s  o f  d i s r u p t i o n  i n  a n i m a l s  

w h i c h  a l s o  c o n c u r r e d  w i t h  t h e  p r e v i o u s  r e p o r t  by  S p i g e l m a n  e t  

a l .  ( 1 9 8 3 ) .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  e l e c t r o p h y s i o l o g i c  e f f e c t s  o f



29

v a r y i n g  d e g r e e s  o f  d i s r u p t i o n  a s  m e a s u r e d  h e r e  c o u l d  be  

e x a m i n e d .

The EEG r e f l e c t e d  t h e  e x t e n t  o f  d i s r u p t i o n  i n  a l l  

a n i m a l s  a s  e v i d e n c e d  by t h e  p r e s e n c e  o f  s p i k e  a c t i v i t y  and  

s l o w i n g  o f  t h e  b a c k g r o u n d  a c t i v i t y .  A l t h o u g h  s e i z u r e  

a c t i v i t y  was  p r e s e n t  f o r  a l l  t h r e e  g r a d e s  o f  d i s r u p t i o n ,  t h e  

f r e q u e n c y  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y  i n c r e a s e d  a s  t h e  e x t e n t  o f  

d i s r u p t i o n  i n c r e a s e d .  T h e r e f o r e ,  s e i z u r e  a c t i v i t y  r e f l e c t e d  

t h e  e x t e n t  o f  BBB d i s r u p t i o n  a n d  m i g h t  b e  c o n s i d e r e d  a  n o n -  

i n v a s i v e  a n d  p o t e n t i a l  i n d i c a t o r  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n .

P r e v i o u s  r e p o r t s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  d e s o x y c h o l a t e ,  a  

m o r e  t o x i c  b i l e  s a l t ,  c a n  p r o d u c e  s e i z u r e  a c t i v i t y  when t h e  

a g e n t  i s  a p p l i e d  d i r e c t l y  t o  t h e  p i a l  s u r f a c e  o r  

c e r e b r o s p i n a l  f l u i d  (C S F ) . The s e i z u r e  a c t i v i t y  o b s e r v e d  i n  

t h e  p r e s e n t  s t u d y  m o s t  l i k e l y  r e s u l t e d  f r o m  a c c e s s  o f  

d e h y d r o c h o l a t e  i n t o  t h e  n e u r o n a l  e n v i o r n m e n t  t h r o u g h  t h e  

p e r m e a b l e  b a r r i e r .  T h i s  i s  s u b s t a n t i a t e d  by  t h e  f a i l u r e  o f  

a n y  c o n t r o l  a n i m a l s  t o  d e v e l o p  s e i z u r e  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  t h e  

i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  BBB 

d i s r u p t i o n .  M o r e o v e r ,  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s e i z u r e s  i n  some 

a n i m a l s  m i n u t e s  i n t o  t h e  i n f u s i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  s u g g e s t s  

t h a t  t h e  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  w i t h  i n t r a c a r o t i d  d e h y d r o c h o l a t e
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w as  i m m e d i a t e .  The p e r s i s t e n c e  o f  some s e i z u r e  a c t i v i t y  i n  

n i n e  o f  12  a n i m a l s  w i t h  EEG a t  t h e  e n d  o f  t h e  o b s e r v a t i o n  

p e r i o d  may b e  a t t r i b u t e d  t o  t h e  c o n t i n u e d  r e c i r c u l a t i o n  a n d  

p e n e t r a t i o n  t h r o u g h  t h e  d i s r u p t e d  b a r r i e r  by t h e  r e s i d u a l  

d e h y d r o c h o l a t e  i n  t h e  s y s t e m i c  c i r c u l a t i o n .

B i l a t e r a l  s e i z u r e  a c t i v i t y  was  t h e  p r e d o m i n a n t  p a t t e r n  

i n  a n i m a l s  u n d e r g o i n g  u n i l a t e r a l  BBB d i s r u p t i o n .  T h i s  w as  

t r u e  d e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  t h e r e  w a s  no  e v i d e n c e  o f  BBB 

d i s r u p t i o n  i n  t h e  h e m i s p h e r e  c o n t r a l a t e r a l  t o  t h e  c a r o t i d  

i n f u s i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e .  T h e r e f o r e ,  i t  s e e m s  u n l i k e l y  

t h a t  t h e  s e i z u r e  a c t i v i t y  o b s e r v e d  o n  t h e  n o n - d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e  w a s  a  d i r e c t  e f f e c t  o f  b i l e  s a l t  on  n e u r o n s  o f  t h e  

n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  The  b i l a t e r a l  s y n c h r o n o u s  s p i k e  

a c t i v i t y  o b s e r v e d  s u g g e s t s  t r a n s c a l l o s a l  p r o p a g a t i o n  o f  s p i k e  

a c t i v i t y  f r o m  t h e  p r i m a r y  s e i z u r e  f o c u s  ( d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e )  t o  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e ^  r e s u l t i n g  i n  

d e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y .  T he  o c c a s i o n a l  i n d e p e n d e n t  s p i k e  

r e c o r d e d  i n  some a n i m a l s  o v e r  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  

s u g g e s t s  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  a n  i n d e p e n d e n t  f o c u s  i n  t h e  

n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  The  p r e s e n c e  o f  d e p e n d e n t  a n d  

i n d e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y  i n  t h e  h e m i s p h e r e  c o n t r a l a t e r a l  t o  

a  p r i m a r y  s e i z u r e  f o c u s  h a s  b e e n  w e l l  d e s c r i b e d  f o r  o t h e r
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s e i z u r e  m o d e l s .  An a l t e r n a t i v e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  b i l a t e r a l  

s e i z u r e  a c t i v i t y  i s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  s e i z u r e  f o c u s  i n  

s u b c o r t i c a l  s t r u c t u r e s  w j . th  s u b s e q u e n t  a c t i v a t i o n  o f  c o r t i c a l  

n e u r o n s  b i l a t e r a l l y .  H o w ev e r ,  a l t h o u g h  i n  some a n i m a l s  

s t a i n i n g  o f  t h e  t h a l a m u s  w as  p r e s e n t  on  t h e  i n f u s e d  s i d e ,  

t h i s  was  n o t  p r e s e n t  i n  a l l  a n i m a l s  t h a t  d e m o n s t r a t e d  

b i l a t e r a l  s e i z u r e  a c t i v i t y .

The s h i f t  t o  l o w e r  f r e q u e n c i e s  i n  t h e  EEG f o l l o w i n g  

d i s r u p t i o n  i n d i c a t e d  a  n e u r o n a l  d i s t u r b a n c e  a s s o c i a t e d  w i t h  

BBB d i s r u p t i o n  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e .  I t  i s  u n l i k e l y  t h a t  

s e i z u r e s  c o n t r i b u t e d  s i g n i f i c a n t l y  t o  t h e  s l o w i n g  s i n c e  

s e i z u r e  a c t i v i t y  was p r e s e n t  b i l a t e r a l l y  w h i l e  s l o w i n g  o f  t h e  

EEG f o r  a n i m a l s  w i t h  G r a d e  I  a n d  I I  d i s r u p t i o n  w a s ,  f o r  t h e  

m o s t  p a r t ,  l i m i t e d  t o  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  A l t h o u g h  

s l o w i n g  o f  t h e  EEG r e f l e c t e d  n e u r o n a l  d i s t u r b a n c e  f o l l o w i n g  

BBB d i s r u p t i o n ,  i t  w a s  d i f f i c u l t  t o  a t t r i b u t e  t h e  s l o w i n g  

s o l e l y  t o  t h e  e f f e c t s  o f  a  p e r m e a b l e  b a r r i e r  o r  t h e  e g r e s s  o f  

b i l e  s a l t  i n t o  t h e  b r a i n  s i n c e  b o t h  o c c u r e d  s i m u l t a n e o u s l y .  

T h e  d i s t u r b a n c e  o f  n e u r o n a l  f u n c t i o n ,  h o w e v e r ,  was  t r a n s i e n t  

d e s p i t e  p e r s i s t a n t  b a r r i e r  o p e n i n g ,  s i n c e  m o s t  o f  t h e  a n i m a l s  

w i t h  G r a d e  I  a n d  I I  d i s r u p t i o n  r e v e r s e d  d u r i n g  t h e  

o b s e r v a t i o n  p e r i o d .  I n  c o n t r a s t ,  a l l  o f  t h e  a n i m a l s  w i t h
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g r a d e  I I I  d i s r u p t i o n  a n d  s e v e r a l  o f  t h e  a n i m a l s  w i t h  g r a d e  I I  

d i s r u p t i o n  d e v e l o p e d  s l o w i n g  o f  t h e  EEG o v e r  t h e  n o n -  

d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  b e f o r e  b e c o m i n g  s i l e n t  b i l a t e r a l l y  p r i o r  

t o  t h e  e n d  o f  t h e  o b s e r v a t i o n  p e r i o d .  T h e s e  EEG c h a n g e s  may 

h a v e  r e f l e c t e d  a  d i f f u s e  d i s t u r b a n c e  o f  t h e  b r a i n  a r i s i n g  

f r o m  BBB d i s r u p t i o n .

The  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  VEPs f o r  e a c h  g r a d e  o f  d i s r u p t i o n  

r e s e m b l e d  t h o s e  o b s e r v e d  f o r  t h e  EEG. S p e c i f i c a l l y ,  t h e r e  

w as  a  t r a n s i e n t  c h a n g e  i n  t h e  a m p l i t u d e  o f  t h e  VEPs f o l l o w i n g  

d i s r u p t i o n .  The  a l t e r a t i o n s  w e r e  m o r e  p r o n o u n c e d  a s  t h e  

e x t e n t  o f  d i s r u p t i o n  i n c r e a s e d ,  a n d  i n  some a n i m a l s  t h e  VEPs 

w e r e  a f f e c t e d  o v e r  b o t h  t h e  d i s r u p t e d  a n d  n o n - d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e s .  I n  t h o s e  a n i m a l s  w h o se  EEG r e v e r s e d  a t  t h e  e n d  

o f  t h e  o b s e r v a t i o n  p e r i o d ,  t h e  VEPs a l s o  r e v e r s e d .  I n  

c o n t r a s t ,  t h o s e  a n i m a l s  w h o s e  EEG b e c a m e  s i l e n t  d u r i n g  t h e  

o b s e r v a t i o n  p e r i o d ,  t h e  VEPs a l s o  d e t e r i o r a t e d  a n d  w e r e  n o t  

o b t a i n a b l e  a t  t h e  t i m e  t h a t  t h e  EEG w as  f l a t .

I n  c o n c l u s i o n ,  t h e  BBB d i s r u p t i o n  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  

r e s u l t e d  i n  c h a n g e s  i n  t h e  e l e c t r o p h y s i o l o g y  o f  t h e  b r a i n  

t h a t  c a n  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  e x t e n t  o f  d i s r u p t i o n .  T h e s e  

c h a n g e s  c o n s i s t e d  o f  e p i l e p t i f o r m  a c t i v i t y  t h a t  w as  m a r k e d  by 

t h e  p r e s e n c e  o f  b i l a t e r a l  s e i z u r e s  d e s p i t e  u n i l a t e r a l
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d i s r u p t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  a s s o c i a t e d  w i t h  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  

i s  a  d e c r e s e  i n  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  EEG o v e r  t h e  d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e .  H o w ev e r ,  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  BBB d i s r u p t i o n ,  EEG 

c h a n g e s  o c c u r  o v e r  b o t h  t h e  d i s r u p t e d  a n d  n o n - d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e s  a n d  s u g g e s t  some d i f f u s e  b r a i n  d i s t u r b a n c e  w h i c h  

m i g h t  b e  a t t r i b u t e d  t o  a n  i n c r e a s e  i n  i n t r a c r a i n i a l  p r e s s u r e .  

The  c o r t i c a l  r e s p o n s e  t o  s p e c i f i c  s e n s o r y  s t i m u l a t i o n  a s  

m e a s u r e d  by  t h e  v i s u a l  e v o k e d  r e s p o n s e  w a s  a l s o  a f f e c t e d  by 

b a r r i e r  d i s r u p t i o n ,  a n d  l i k e  t h e  EEG, r e f l e c t s  t h e  n e u r o n a l  

d i s t u r b a n c e  a s s o c i a t e d  w i t h  BBB d i s r u p t i o n  w i t h  

d e h y d r o c h o l a t e .  T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t e d  t h a t  s p o n t a n e o u s  

a n d  e l i c i t e d  b r a i n  e l e c t r i c a l  a c t i v i t y  i n  t h e  f o r m  o f  EEG 

p a t t e r n s  a n d  VEP c o m p o n e n t  a l t e r a t i o n s  c a n  b e  u s e d  r e l i a b l y  

a s  a  n o n - i n v a s i v e  i n d i c a t o r  o f  BBB d i s r u p t i o n .
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EXPERIMENT I I

T h i s  e x p e r i m e n t  i n v e s t i g a t e d  t h e  p o t e n t i a l  f o r  t h e  

s e i z u r e  a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  i n t r a c a r o t i d  d e h y d r o c h o l a t e  

t o  p r o d u c e  BBB d i s r u p t i o n .  T he  r e s u l t s  f r o m  t h e  p r e v i o u s  

e x p e r i m e n t  d e m o n s t r a t e d  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  e p i l e p t i c  a c t i v i t y  

w i t h  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  f o l l o w i n g  t h e  i n t r a c a r o t i d  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e .  A l t h o u g h  s e i z u r e  a c t i v i t y  

o c c u r r e d  w i t h  a l l  g r a d e s  o f  d i s r u p t i o n ,  t h e  m o s t  s e v e r e  a n d  

p r o l o n g e d  e l e c t r i c a l  i r r i t a b i l i t y  o c c u r r e d  i n  t h o s e  a n i m a l s  

w i t h  t h e  m o s t  e x t e n s i v e  d i s r u p t i o n .  S i m i l a r l y ,  t h e  m o s t  

m a r k e d  a n d  p r o l o n g e d  s l o w i n g  o f  t h e  EEG o c c u r r e d  i n  t h o s e  

a n i m a l s  w i t h  t h e  m o s t  e x t e n s i v e  d i s r u p t i o n  o f  t h e  BBB. T h e s e  

f i n d i n g s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  E E G , i s  a  n o n - i n v a s i v e  i n d i c a t o r  

o f  t h e  e x t e n t  o f  BBB d i s r u p t i o n ,  a n d  a s  s u c h ,  c h a n g e s  i n  t h e  

e l e c t r i c a l  e x c i t a b i l i t y  o r  b a c k g r o u n d  EEG r e f l e c t  p h y s i o l o g i c  

c h a n g e s  a t  t h e  n e u r o n a l  l e v e l .

The  a s s o c i a t i o n  o f  t h e  b r a i n ' s  e l e c t r i c a l  a c t i v i t y  w i t h  

t h e  e x t e n t  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n ,  h o w e v e r ,  r a i s e d  t h e  

q u e s t i o n  o f  c a u s a l i t y  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e s e  f i n d i n g s .  

P r e v i o u s l y  p u b l i s h e d  r e p o r t s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  s e i z u r e
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a c t i v i t y  c a n  i n  a n d  o f  i t s e l f  r e s u l t  i n  BBB d i s r u p t i o n  (L ee  

& O l s z e w s k i ,  1 9 6 1 ;  L o r e n z o ,  S h i r a h i g e ,  L i a n g  & B a r l o w ,  1 9 7 2 ;  

L o r e n z o ,  H e d l e y - W h i t e ,  E i s e n b e r g  & H su ,  1 9 7 5 ) .  L e e  e t  a l .  

(1961)  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  a n  i n c r e a s e  i n  m e t a b o l i c  e n d  

p r o d u c t s  r e s u l t i n g  f r o m  i n t e n s e  n e u r o n a l  a c t i v i t y  d u r i n g  

s e i z u r e s  c a n  h a v e  a t o x i c  e f f e c t  on  t h e  BBB. O t h e r  w o r k e r s ,  

h o w e v e r ,  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  BBB d i s r u p t i o n  a s s o c i a t e d  

w i t h  s e i z u r e  a c t i v i t y  c a n  b e  l i n k e d  t o  s y s t e m i c  p h y s i o l o g i c  

c h a n g e s  a n d  n o t  a r e s u l t  o f  l o c a l  t o x i c  p r o d u c t s  ( B r a d b u r y ,  

1 9 7 9 ;  J o h a n s s o n  & N i l s s o n ,  1 9 7 7 ) .  T h e s e  a u t h o r s  n o t e d  b o t h  

t h a t  c i r c u l a t o r y  a n d  v e n t i l a t o r y  c h a n g e s  o c c u r e d  d u r i n g  

s e i z u r e s .  T h e s e  s y s t e m i c -  c h a n g e s  i n c l u d e d  h y p e r t e n s i o n  a n d  

i n c r e a s e  s e r u m  l e v e l s  o f  c a r b o n  d i o x i d e  b o t h  o f  w h i c h  h a v e  

b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  BBB d i s r u p t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  c o n t r o l  o f  

s y s t e m i c  b l o o d  p r e s s u r e  a n d  v e n t i l a t i o n  d u r i n g  s e i z u r e s  h a s  

r e s u l t e d  i n  t h e  p r e v e n t i o n  o f  d i s r u p t i o n  o f  t h e  b a r r i e r  

d u r i n g  s e i z u r e  a c t i v i t y .

I n  E x p e r i m e n t  I ,  t h e  l a c k  o f  a n  i n c r e a s e  i n  s y s t e m i c  

b l o o d  p r e s s u r e  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n  a n d  t h e  c o n t r o l  o f  

v e n t i l a t i o n  d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t  s u g g e s t e d  t h a t  b a r r i e r  

d i s r u p t i o n  w as  n o t  a  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  s y s t e m i c  e f f e c t s  o f  

s e i z u r e s  d e s c r i b e d  a b o v e .  S i m i l a r l y ,  t h e  f i n d i n g s  i n
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E x p e r i m e n t  I  o f  b i l a t e r a l  s e i z u r e  a c t i v i t y  a n d  t h e  l a c k  o f  

c o r t i c a l  s t a i n i n g  i n  t h e  h e m i s p h e r e  c o n t r a l a t e r a l  t o  i n f u s i o n  

i n  a n i m a l s  w i t h  1+ a n d  2+ d i s r u p t i o n  a r g u e s  a g a i n s t  s e i z u r e  

i n d u c e d  m e t a b o l i c  c h a n g e s  a s  a  c a u s e  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n .  

T h i s  i s  s u p p o r t e d  by  t h e  s t u d i e s  o f  P a p p i u s  e t  a l .  ( 1 9 7 9 )  a n d  

F i e s c h i e t  e t  a l .  ( 1 9 8 0 ) ,  who d e m o n s t r a t e d  a  d e c r e a s e  i n  

g l u c o s e  u t i l i z a t i o n  a n d  s e i z u r e  a c t i v i t y  r e s p e c t i v e l y  w i t h o u t  

a  c o n c o m i t a n t  e f f e c t  on  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  i n  a n i m a l s  t r e a t e d  

w i t h  a n  a n t i - e p i l e p t i c  a g e n t  ( d i a z e p a m )  p r i o r  t o  h y p e r t o n i c  

BBB d i s r u p t i o n .

I n  a n  a t t e m p t  t o  d e t e r m i n e  i f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  f r o m  

d e h y d r o c h o l a t e  w as  a  r e s u l t  o f  t h e  s e i z u r e  a c t i v i t y  g e n e r a t e d  

by  t h i s  t e c h n i q u e ,  BBB d i s r u p t i o n  w as  p e r f o m e d  i n  E x p e r i m e n t  

I I  i n  t h e  same m a n n e r  a s  E x p e r i m e n t  I  e x c e p t  w i t h  t h e  

a d d i t i o n  o f  a n  a n t i - e p i l e p t i c  a g e n t  ( d i a z e p a m )  p r i o r  t o  a n d  

a t  i n t e r v a l s  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  

d i a z e p a m  s h o u l d  a b o r t  o r  d e c r e a s e  t h e  s e i z u r e s  a s s o c i a t e d  

w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  d i s r u p t i o n  a n d  a l l o w  o b s e r v a t i o n  o f  t h e  

e x t e n t  o f  d i s r u p t i o n  a n d  t h e  EEG c h a n g e s  s u b s e q u e n t  t o  

d i s r u p t i o n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y .  T h u s ,  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  s e i z u r e s  a n y  EEG c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  

d i s r u p t i o n  s h o u l d  r e p r e s e n t  t h e  e f f e c t  o f  d i s r u p t i o n  a l o n e  on
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n e u r a l  a c t i v i t y .

METHODS

Ten r a t s  w e r e  u s e d  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  g r o u p .  T h e  r a t s  

w e r e  d i s r u p t e d  by t h e  same t e c h n i q u e  a s  i n  E x p e r i m e n t  I  w i t h  

t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  d i a z e p a m  . 3 5 c c  

i n t r a v e n o u s l y  f i v e  m i n u t e s  b e f o r e  c a r o t i d  i n f u s i o n  w i t h  

d e h y d r o c h o l a t e  a n d  t h e n  a t  h o u r l y  i n t e r v a l s  u n t i l  s a c r i f i c e  

o r  d e a t h .  D o s a g e  l e v e l  w as  b a s e d  o n  t h e  s t u d i e s  o f  P a p p i u s  

e t  a l .  (1 9 7 9 )  a n d  F i e s c h i  e t  a l .  (1980)  who s u c c e s s f u l l y  

d e c r e a s e d  t h e  i n c i d e n c e  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  

h y p e r o s m o t i c  d i s r u p t i o n .  E l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  t e s t i n g  

i n c l u d e d  EEG m o n i t o r i n g ,  p h o t i c  s t i m u l a t i o n  a n d  v i s u a l  e v o k e d  

p o t e n t i a l s  a s  d e s c r i b e d  i n  E x p e r i m e n t  I .

RESULTS

%

The e x t e n t  o f  d i s r u p t i o n  w a s  d i s t r i b u t e d  s i m i l a r  t o  

E x p e r i m e n t  I  ( T a b l e s  1 & 3) ( F i s c h e r  E x a c t  T e s t  p = 1 . 4 ) .



38

I n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  d i a z e p a m  r e s u l t e d  i n  a n  i n c r e a s e  i n  

f r e q u e n c y  a n d  a  d e c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  o f  t h e  EEG p r i o r  t o  

d i s r u p t i o n .

I n  t h e  tw o  a n i m a l s  w i t h  1+ d i s r u p t i o n ,  t h e  s p o n t a n e o u s  

EEG was  u n c h a n g e d  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n  e x c e p t  f o r  a  b r i e f  

p e r i o d  o f  d e c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  (G ra d e  I )  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e  i n  o n e  a n i m a l  a n d  a  d e c r e a s e  i n  f r e q u e n c y  i n  b o t h  

a n i m a l s  ( T a b l e  3 ) .  S e i z u r e  a c t i v i t y  was  a b s e n t  t h r o u g h o u t  

t h e  e n t i r e  r e c o r d  i n  o n e  a n i m a l ,  a n d  i n  t h e  o t h e r  w as  l i m i t e d  

t o  s p i k e s  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  ( T a b l e  4 ) ( F i g u r e  

1 4 ) .  T h i s  was  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  b i l a t e r a l  p e r i o d i c  s p i k e s  

t h a t  d e v e l o p e d  i n  t h r e e  o f  f o u r  w i t h  1+ d i s r u p t i o n  i n  

E x p e r i m e n t  1 .

A n i m a l s  w i t h  2+ a n d  3+ d i s r u p t i o n  d e m o n s t r a t e d  EEG 

f i n d i n g s  s i m i l a r  t o  t h o s e  i n  E x p e r i m e n t  I  e x c e p t  t h a t  t h e  

s e v e r i t y  o f  t h e  c h a n g e s  w e r e  r e d u c e d .  I n  r a t s  t r e a t e d  w i t h  

d i a z e p a m ,  f i v e  o f  e i g h t  d e v e l o p e d  s p i k e s  d u r i n g  i n f u s i o n ;  

h o w e v e r ,  t h e i r  i n t e n s i t y  a n d  d u r a t i o n  w e r e  a b o r t e d  when  

c o m p a r e d  t o  s i m i l a r  a n i m a l s  i n  E x p e r i m e n t  I  ( c o m p a r e  F i g u r e  5 

w i t h  F i g u r e  1 5 ) .  The  s e i z u r e s  f o l l o w i n g  i n f u s i o n  i n  a n i m a l s  

t r e a t e d  w i t h  d i a z e p a m  t e n d e d  t o  b e  r e s t r i c t e d  t o  t h e  

d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  w i t h  o c c a s i o n a l  p e r i o d i c  b i l a t e r a l l y
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s y n c h r o n o u s  s p i k e s  ( F i g u r e  16 & 1 7 ) .  T h i s  w as  i n  c o n t r a s t  t o  

t h e  p e r i o d s  o f  b i l a t e r a l  p r o l o n g e d  d i s c h a r g e s  o b s e r v e d  i n  24- 

a n d  3+ d i s r u p t e d  a n i m a l s  i n  E x p e r i m e n t  I .  I n  m o s t  i n s t a n c e s ,  

t h e  s e i z u r e  a c t i v i t y  i n  2+ a n d  3+ d i s r u p t e d  a n i m a l s  t r e a t e d  

w i t h  d i a z e p a m  r e s e m b l e d  t h a t  s e e n  w i t h  1+ d i s r u p t e d  a n i m a l s  

n o t  t r e a t e d  w i t h  d i a z e p a m .  F o r  a l l  g r a d e s  o f  d i s r u p t i o n ,  

t h r e e  o f  s i x  r a t s  w i t h  EEG a t  t h e  t i m e  o f  s a c r i f i c e  s t i l l  

d e m o n s t r a t e d  o c c a s i o n a l  s p i k e s  a s  c o m p a r e d  t o  n i n e  o f  12  i n  

E x p e r i m e n t  I .

C h a n g e s  i n  t h e  s p o n t a n e o u s  EEG t e n d e d  t o  be  l e s s  s e v e r e  

i n  2+ a n d  3+ (N=8) d i s r u p t e d  a n i m a l s  a s  c o m p a r e d  t o  s i m i l a r l y  

d i s r u p t e d  a n i m a l s  i n  E x p e r i m e n t  I .  As i n  E x p e r i m e n t  I ,  t h e r e  

w as  a  s h i f t  t o  l o w e r  f r e q u e n c i e s  a n d  d e c r e a s e d  a m p l i t u d e  o v e r  

t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  b u t  t o  a  much l e s s e r  e x t e n t  a n d  f o r  

a  s h o r t e r  p e r i o d  o f  t i m e  ( T a b l e  3 ) .  I n  a d d i t i o n ,  i n  a l l  f o u r  

a n i m a l s  t h a t  h a d  EEG a t  t h e  t i m e  o f  s a c r i f i c e ,  t h e  a m p l i t u d e  

h a d  r e t u r n e d  t o  b a s e l i n e  l e v e l s  i n  c o n t r a s t  t o  s i x  o f  t e n  

a n i m a l s  i n  E x p e r i m e n t  I .  Of f o u r  a n i m a l s  w h o s e  EEG b e ca m e  

f l a t  p r i o r  t o  s a c r i f i c e ,  o n e  h a d  2+ a n d  t h r e e  h a d  34- 

d i s r u p t i o n .  T h i s  r e f l e c t e d  t h e  s e v e r i t y  o f  t h e  EEG c h a n g e s  

a s s o c i a t e d  w i t h  g r a d e  I I I  d i s r u p t i o n  d e m o n s t r a t e d  i n  

E x p e r i m e n t  I .
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P h o t i c  s t i m u l a t i o n  w as  p e r f o r m e d  i n  a l l  a n i m a l s  a n d  

p r o v o k e d  s e i z u r e s  i n  o n l y  o n e  a n i m a l  w i t h  3+ d i s r u p t i o n .

T h i s  i s  i n  c o m p a r i s o n  t o  E x p e r i m e n t  I  w h e r e  t h r e e  o f  11 

a n i m a l s  s e i z e d  i n  r e s p o n s e  t o  p h o t i c  s t i m u l a t i o n .

VEPs w e r e  m e a s u r e d  i n  f i v e  a n i m a l s  i n  t h i s  g r o u p .  I n  

tw o  a n i m a l s  w i t h  1+ d i s r u p t i o n ,  t h e r e  w as  no  c h a n g e  i n  t h e  

VEP c h a r a c t e r i s t i c s  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n .  T h e s e  f i n d i n g s  

w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  i n  E x p e r i e m e n t  I .  Two a n i m a l s  w i t h  2+ 

d i s r u p t i o n  a l s o  f a i l e d  t o  d e m o n s t r a t e  a n y  c h a n g e s  i n  t h e i r  

VEPs f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n  ( F i g u r e  1 8 ) .  T h i s  w as  i n  c o n t r a s t  

t o  t h e  f i n d i n g s  i n  E x p e r i m e n t  I ,  w h e r e  t h e  a n i m a l s  w i t h  24- 

d i s r u p t i o n  r e v e a l e d  a  t r a n s i e n t  d e c r e a s e  i n  a l l  c o m p o n e n t  

a m p l i t u d e s  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n .  T h e  o n e  d i a z e p a m  t r e a t e d  

a n i m a l  w i t h  34- d i s r u p t i o n  show ed  a  m a r k e d  d e c r e a s e  i n  t h e  

a m p l i t u d e  o f  t h e  VEP o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  t h a t  

p r o g r e s s i v e l y  d e t e r i o r a t e d  o v e r  b o t h  h e m i s p h e r e s  ( F i g u r e  1 9 ) .  

T h i s  w as  s i m i l a r  t o  t h e  VEP c h a n g e s  o b s e r v e d  i n  E x p e r i m e n t  I  

f o r  34- d i s r u p t i o n .

DISCUSSION

The  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  e x p e r i m e n t  d e m o n s t r a t e d  t h a t
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a l t h o u g h  s e i z u r e s  o c c u r  s u b s e q u e n t  t o  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  w i t h  

d e h y d r o c h o l a t e ,  t h e i r  r e d u c t i o n  by  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  an  

a n t i - e p i l e p t i c  w a s  n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  c h a n g e s  i n  t h e  e x t e n t  

o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n .  A l l  a n i m a l s  t r e a t e d  w i t h  d i a z e p a m  

d e s p i t e  t h e  g r a d e  o f  d i s r u p t i o n  h a d  a  r e d u c t i o n  o f  s e i z u r e  

a c t i v i t y  c o m p a r e d  w i t h  a n i m a l s  w i t h  s i m i l a r  d i s r u p t i o n s  i n  

E x p e r i m e n t  I .  I n  a d d i t i o n ,  t h e r e  was  a  p r e f e r e n t i a l  e f f e c t  

o f  d i a z e p a m  on  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  a s  e v i d e n c e d  by 

t h e  d e c r e a s e  i n  t h e  f r e q u e n c y  o f  s p i k e  a c t i v i t y  i n  t h i s  

h e m i s p h e r e  a s  c o m p a r e d  t o  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  T h i s  

s u g g e s t e d  t h a t  t r e a t m e n t  w i t h  d i a z e p a m  h a d  a  m o r e  p r o f o u n d  

e f f e c t  on  t h e  s e i z u r e  t h r e s h o l d  i n  t h e  n o n - d i s r u p t e d  a s  

c o m p a r e d  t o  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .

The d e c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  a n d  f r e q u e n c y  o v e r  t h e  

d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  i n  d i a z e p a m  t r e a t e d  a n i m a l s  f o l l o w e d  t h e  

same p a t t e r n  a s  t h o s e  a n i m a l s  n o t  t r e a t e d  w i t h  d i a z e p a m  i n  

E x p e r i m e n t  I .  H o w ev e r ,  i n  t h o s e  a n i m a l s  i n  E x p e r i m e n t  I I  

w h o s e  EEG r e t u r n e d  t o  b a s e l i n e  l e v e l s  a t  t h e  t i m e  o f  

s a c r i f i c e ,  t h e  d e c r e a s e  a m p l i t u d e  a n d  s l o w i n g  o f  t h e  EEG was  

l e s s  s e v e r e  t h a n  s i m i l a r  a n i m l a l s  i n  E x p e r i m e n t  I .  I n  

c o n t r a s t ,  i n  t h o s e  a n i m a l s  w i t h  e x t e n s i v e  d i s r u p t i o n  ( 3 + ) ,  

t h e  EEG, a l t h o u g h  i n i t a l l y  b e t t e r  t h a n  s i m i l a r  a n i m a l s  i n
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E x p e r i m e n t  I ,  p r o g r e s s i v e l y  d e t e r i o r a t e d . .  T h i s  f o l l o w e d  t h e  

p a t t e r n  o b s e r v e d  i n  E x p e r i m e n t  I  w h e r e  a n i m a l s  w i t h  e x t e n s i v e  

d i s r u p t i o n  h a d  f l a t  EEGs p r i o r  t o  t h e  t e r m i n a t i o n  o f  t h e  

o b s e r v a t i o n  p e r i o d .  T h u s ,  t h e  u l t i m a t e  d e t e r i o r a t i o n  i n  t h e  

EEG s e e n  w i t h  e x t e n s i v e  d i s r u p t i o n  w as  i n d e p e n d e n t  o f  s e i z u r e  

a c t i v i t y  a n d  w a s  a  f u n c t i o n  o f  some o t h e r  m e c h a n i s m  

a s s o c i a t e d  w i t h  d i s r u p t i o n .  As d i s c u s s e d  i n  E x p e r i m e n t  I ,  

t h e  d e t e r i o r a t i o n  i n  t h e  EEG was  d i f f u s e  i n v o l v i n g  n o t  o n l y  

t h e  d i s r u p t e d  b u t  a l s o  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .

The  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  i n d i c a t e d  t h a t  a l t h o u g h  

s e i z u r e s  a r e  a  m a n i f e s t a t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  d i s r u p t i o n ,  

t h e i r  p r e s e n c e  d o e s  n o t  a c c o u n t  f o r  t h e  BBB d i s r u p t i o n  b u t  

r a t h e r  may b e  a  c o n s e q u e n c e  o f  d i s r u p t i o n .  I t  may w e l l  b e  

t h e  c a s e  t h a t  t h e  d i s r u p t i o n  o f  t h e  BBB by d e h y d r o c h o l a t e  i s  

n e c e s s a r y  f o r  t h e  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  b i l e  s a l t  i n t o  t h e  

n e u r o n a l  e n v i r o n m e n t  w i t h  t h e  s u b s e q u e n t  d e v e l o p m e n t  o f  

s e i z u r e  a c t i v i t y .  A l t e r n a t i v e l y ,  i n t r a c a r o t i d  d e h y d r o c h o l a t e  

i n  e x c l u s i o n  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  may p r o d u c e  m e t a b o l i c  

c h a n g e s  t h a t  r e s u l t  i n  t h e  l o w e r i n g  o f  t h e  s e i z u r e  t h r e s h o l d  

w i t h o u t  d i r e c t  c o n t a c t  w i t h  n e u r o n a l  t i s s u e .



EXPERIMENT III

T h i s  e x p e r i m e n t  e x a m i n e s  EEG c h a n g e s  f o r  up  t o  72 h o u r s  

f o l l o w i n g  BBB d i s r u p t i o n  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e .  The  two 

p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s  d e t a i l e d  t h e  e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  

c h a n g e s  o c c u r r i n g  w i t h i n  t h r e e  h o u r s  f o l l o w i n g  BBB d i s r u p t i o n  

w i t h  d e h y d r o c h o l a t e .  T h e s e  c h a n g e s  c o n s i s t e d  o f  c o r t i c a l  

i r r i t a b i l i t y  m a n i f e s t e d  by  s e i z u r e  a c t i v i t y ,  t h e  s e v e r i t y  o f  

w h i c h  was  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  t h e  e x t e n t  o f  b a r r i e r  

d i s r u p t i o n ,  w i t h  some a n i m a l s  d e m o n s t r a t i n g  s p i k e  a c t i v i t y  a t  

t h e  e n d  o f  t h e  o b s e r v a t i o n  p e r i o d .  S l o w i n g  o f  t h e  b a c k g r o u n d  

EEG was  a s s o c i a t e d  w i t h  c o r t i c a l  i r r i t a b i l i t y .  I n  t h e  c a s e  

o f  g r a d e  I  d i s r u p t i o n  a n d  t h e  m a j o r i t y  o f  a n i m a l s  w i t h  g r a d e  

I I  d i s r u p t i o n ,  t h e s e  c h a n g e s  r e v e r s e d  w i t h i n  t h e  p e r i o d  o f  

o b s e r v a t i o n .  H o w e v e r ,  i n  some o f  t h e  a n i m a l s  w i t h  g r a d e  I I  

d i s r u p t i o n ,  t h e  EEG r e m a i n e d  s l o w  a t  t h e  e n d  o f  t h e  

o b s e r v a t i o n  p e r i o d ,  w h i l e  i n  t h e  m a j o r i t y  o f  a n i m a l s  w i t h  

g r a d e  I I I  b a r r i e r  d i s r u p t i o n ,  t h e  EEG p r o g r e s s i v e l y  

d e t e r i o r a t e d .  I n  t h e  w o r s e  c a s e ,  t h e  EEG b e c a m e  f l a t  w i t h i n  

m i n u t e s  o f  i n j e c t i o n  w h i l e  i n  o t h e r s  t h e  p r o g r e s s i o n  w as  

s l o w e r  w i t h  t h e  EEG b e c o m i n g  s i l e n t  two h o u r s  f o l l o w i n g
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d i s r u p t i o n .  T h i s  d e t e r i o r a t i o n  i n  EEG o c c u r r e d  i n  g r a d e  I I I  

a n i m a l s  d e s p i t e  p r e - t r e a t e d  w i t h  a n  a n t i - e p i l e p t i c  t o  p r e v e n t  

o r  r e d u c e  s e i z u r e s .

S i n c e  d i s r u p t i o n  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  p e r s i s t s  f o r  a  

p e r i o d  o f  72 h o u r s ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  c u m u l a t i v e  

e f f e c t s  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  may b e  m a n i f e s t e d  i n  t h e  EEG a t  

a  l a t e r  t i m e  t h a n  t h a t  p r e v i o u s l y  s t u d i e d .  T h e r e f o r e ,  

w h e t h e r  t h e  EEG w i l l  p r o g r e s s i v e l y  d e t e r i o r a t e ,  o r ,  a f t e r  a  

p e r i o d  o f  t i m e ,  w i l l  i m p r o v e  w i t h  r e s t o r a t i o n  o f  t h e  EEG t o  

p r e - d i s r u p t i o n  l e v e l s  w as  n o t  c l e a r .  I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  

t h e  l o n g  t e r m  e f f e c t s  o f  c h r o n i c  BBB d i s r u p t i o n  o n  n e u r o n a l  

a c t i v i t y ,  E x p e r i m e n t  I I I  i n v e s t i g a t e d  EEG c h a n g e s  

l o n g i t u d i n a l l y  f o r  up  t o  72 h o u r s  - f o l l o w i n g  t h e  i n t r a c a r o t i d  

i n f u s i o n  o f  d e h y d r o c o l a t e .  H i s t o l o g i c  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  

b r a i n s  i n  a  g r o u p  o f  a n i m a l s  s u b s e q u e n t  t o  d i s r u p t i o n  w as  

p e r f o r m e d .

METHODS

R e c o r d i n g  e l e c t r o d e s  w e r e  p l a c e d  u s i n g  t h e  same 

t e c h n i q u e  d e s c r i b e d  i n  E x p e r i m e n t  I .  T w e n t y - f o u r  h o u r s  

f o l l o w i n g  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  e l e c t r o d e s ,  EEG r e c o r d i n g s  w e r e
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o b t a i n e d  i n  aw ak e  a n i m a l s  p r i o r  t o  d i s r u p t i o n .  I n  12  a n i m a l s  

( g r o u p  1 ) ,  r e c o r d i n g s  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  a  s t a n d a r d  

p o l y g r a p h .  D u r i n g  t h e  c o l l e c t i o n  o f  d a t a ,  t h e  a n i m a l s  w e r e  

o b s e r v e d  c l o s e l y  f o r  m o v e m e n t s  t h a t  c o u l d  c o n t a m i n a t e  t h e  

r e c o r d i n g ,  a n d  a p p r o p r i a t e  l o g g i n g  o f  t h e  a r t i f a c t s  w e r e  made 

o n  t h e  EEG r e c o r d .  I n  a  s e p a r a t e  g r o u p  o f  12  a n i m a l s  ( g r o u p  

2 ) ,  t h e  EEG w as  r e c o r d e d  u s i n g  a  C o r d i s  N e u r o s u r g i c a l  

M o n i t o r ,  a n d  a  s p e c t r a l  a n a l y s i s  w as  o b t a i n e d  on  o n e  m i n u t e  

o f  a r t i f a c t - f r e e  EEG a c t i v i t y  i n  o r d e r  t o  m o r e  s p e c i f i c a l l y  

q u a n t i f y  an y  c h a n g e s  i n  t h e  EEG o v e r  t i m e .  The  a r t i f a c t  

l e v e l s  w e r e  s e t  f o r  e a c h  r e c o r d i n g  s e s s i o n  by  o b t a i n i n g  

s a m p l e s  o f  tw o  s e c o n d s  o f  EEG a c t i v i t y  i m m e d i a t e l y  p r i o r  to. 

t h e  c o l l e c t i o n  o f  d a t a  f o r  s p e c t r a l  a n a l y s i s  . I f  by  v i s u a l  

e x a m i n a t i o n  t h e  r e c o r d i n g  w a s  f r e e  o f  c o n t a m i n a t i o n ,  t h e n  t h e  

p a r a m e t e r s  o f  t h e  a c q u i s i t i o n  s y s t e m  w e r e  s e t  s o  t h a t  a l l  

s u b s e q u e n t  EEG d a t a  a b o v e  t h e  v o l t a g e  a m p l i t u d e  l e v e l s  o f  t h e  

EEG s a m p l e  w e r e  r e j e c t e d .  The  EEG s p e c t r a l  a n a l y s i s  w as  

r e p o r t e d  a s  r e l a t i v e  p o w e r  f o r  d e l t a ,  t h e t a ,  a l p h a  a n d  b e t a  

f r e q u e n c y  b a n d s .

F o l l o w i n g  c o l l e c t i o n  o f  t h e  b a s e l i n e  EEG, t h e  a n i m a l s
%

w e r e  a n e s t h e s i z e d  w i t h  Rompum a n d  K e t a m i n e  a n d  t h e i r  BBBs 

d i s r u p t e d  w i t h  i n t r a c a r o t i d  d e h y d r o c h o l a t e  (17 .5% )  a s
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p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  D u r i n g  d i s r u p t i o n  a n d  f o r  a  p e r i o d  o f  

o n e  h o u r  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n ,  t h e  EEG w as  m o n i t o r e d .  The 

a n i m a l s  w e r e  t h e n  p l a c e d  i n  c a g e s  t o  r e c o v e r  f r o m  t h e  

a n e s t h e s i a .

EEG r e c o r d i n g s  w e r e  c o l l e c t e d  a t  24  h o u r s  p o s t ­

d i s r u p t i o n  i n  g r o u p  1 ( N = 1 2 ) . A p p r o x i m a t e l y  15 m i n u t e s  o f  

a r t i f a c t - f r e e  EEG w e r e  r e c o r d e d .  The  EEG o f  g r o u p  2 a n i m a l s  

(N=14) w as  c o l l e c t e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  i n  a l l  a n i m a l s  a t  24 

h o u r  p o s t - d i s r u p t i o n  a n d  i n  up  t o  72 h o u r s  p o s t - i n f u s i o n  i n  

t h o s e  a n i m a l s  t h a t  s u r v i v e d  t h i s  t i m e  p e r i o d .  A t  t h e  t i m e  o f  

s a c r i f i c e  o r  d e a t h ,  t h e  b r a i n s  w e r e  r e m o v e d  a n d  i n s p e c t e d  f o r  

t h e  p r e s e n c e  o f  E v a n s  b l u e  a n d  g r a d e d  f o r  BBB d i s r u p t i o n  a s  

p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  I n  a d d i t i o n ,  l i g h t  m i c r o s c o p i c  

e x a m i n a t i o n  o f  t h e  b r a i n s  w as  p e r f o r m e d ,  w i t h o u t  t h e  r e v i e w e r  

h a v i n g  i n f o r m a t i o n  on  t h e  e x t e n t  o f  d i s r u p t i o n .

V i s u a l  e v o k e d  p o t e n t i a l  a n d  p h o t i c  s t i m u l a t i o n  w e r e  n o t  

p e r f o r m e d  i n  t h i s  s t u d y  d u e  t o  t h e  i n a b i l i t y  t o  a d e q u a t e l y  

c o n t r o l  t h e  s t i m u l u s  i n  aw ake  a n d  f r e e  m o v in g  a n i m a l s .

RESULTS
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Group 1

T a b l e  5 l i s t s  t h e  g r a d e s  o f  d i s r u p t i o n  f o r  a l l  a n i m a l s  

i n  g r o u p  1 .  Of t h e  12  l a n i m a l s ,  t h r e e  d i e d  w i t h i n  24  h o u r s  o f  

d i s r u p t i o n ,  a n d  c o n s e q u e n t l y ,  no  p o s t - d i s r u p t i o n  EEG was  

o b t a i n e d .  The  r e m a i n i n g  n i n e  a n i m a l s  w e r e  d i s t r i b u t e d  

b e t w e e n  1+  a n d  2+ d i s r u p t i o n .  Two a n i m a l s  f a i l e d  t o  

d e m o n s t r a t e  any  E v a n s  b l u e  s t a i n i n g  24 h o u r s  a f t e r  

d i s r u p t i o n .

The  a c u t e  EEG c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  

d i s r u p t i o n  d e s c r i b e d  i n  E x p e r i m e n t s  I  a n d  I I  w e r e  p r e s e n t  i n  

t h i s  g r o u p  o f  a n i m a l s ,  i . e . ,  s e i z u r e s  w i t h  s l o w i n g  a n d  

d e c r e a s e d  a m p l i t u d e  o f  t h e  EEG o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  

As i n  t h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s ,  t h e s e  f i n d i n g s  w e r e  m o r e  

p r o n o u n c e d  a t  t h e  h i g h e r  g r a d e s  o f  d i s r u p t i o n .  A t  24  h o u r s ,  

t h e  b a c k g r o u n d  EEG w as  u n c h a n g e d  f r o m  p r e - d i s r u p t i o n  

r e c o r d i n g s  i n  a l l  a n i m a l s  e x c e p t  o n e .  I n  t h a t  a n i m a l  t h e  

v o l t a g e  o f  t h e  EEG w as  l o w e r  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  a s  

c o m p a r e d  t o  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .

Two a n i m a l s  d e m o n s t r a t e d  s p i k e  a c t i v i t y  24  h o u r s  p o s t ­

d i s r u p t i o n .  S p i k e s  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  s p o n t a n e o u s  EEG 

r e c o r d  p r e d o m i n a n t l y  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  b u t  

o c c a s s i o n a l l y  o c u r r i n g  b i l a t e r a l l y  ( P i g  2 0 ) .
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G r o u p  2.

Ten  o f  12  a n i m a l s  d e m o n s t r a t e d  E v a n s  b l u e  s t a i n i n g  o f  

t h e  i n f u s e d  h e m i s p h e r e  a t  t h e  t i m e  o f  s a c r i f i c e  o r  d e a t h .

Two a n i m a l s  h a d  n o  s t a i n i n g  o f  t h e  b r a i n  a t  t h e  t i m e  o f  

d i s r u p t i o n .  H a l f  t h e  a n i m a l s  ( s i x )  w e r e  f o u n d  t o  h a v e  1+ 

d i s r u p t i o n ,  w h i l e  t h r e e  a n i m a l s  h a d  2+ a n d  o n e  a n i m a l  3+ 

d i s r u p t i o n .  F i v e  a n i m a l s  d i e d  p r i o r  t o  t h e  e n d  o f  t h e  72 

h o u r  o b s e r v a t i o n  p e r i o d .  T h e s e  a n i m a l s  w e r e  d i s t r i b u t e d  

b e t w e e n  1+  a n d  3+ d i s r u p t i o n .

T a b l e  6 l i s t s  t h e  m e a n s  a n d  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  t h e  

r e l a t i v e  p o w er  f o r  a l l  f o u r  f r e q u e n c y  b a n d s  f o r  t h e  p r e  a n d  

p o s t - i n f u s i o n  c o n d i t i o n s .  O v e r  50% o f  t h e  EEG p o w e r  r e s i d e d  

i n  t h e  t h e t a  a n d  a l p h a  b a n d s  d u r i n g  t h e  p r e - b r e a k  r e c o r d i n g s .  

A r e p e a t e d  m e a s u r e s  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  f o r  e a c h  

h e m i s p h e r e  a c r o s s  t h e  f o u r  r e c o r d i n g  s e s s i o n s .  S i g n i f i c a n t  

e f f e c t s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  a l p h a  a c t i v i t y  f o r  b o t h  t h e  l e f t  

( F = 4 . 9 6 ;  d f = 3 , 3 3 ;  p C .O l )  a n d  r i g h t  ( F = 3 . 3 8 ;  d f = 3 , 3 3 ;  p < . 0 1 )  

h e m i s p h e r e s  a s  w e l l  a s  t h e t a  a c t i v i t y  r e c o r d e d  o v e r  t h e  l e f t  

h e m i s p h e r e  ( F = 2 . 8 8 ;  d f = 3 , 3 3 ;  p < . 0 5 )  . Tukey  p o s t - h o c  

c o m p a r i s o n s  o f  t h e  m e a n s  o f  a l l  f o u r  c o n d i t i o n s  r e v e a l e d  a
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s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  i n  a l p h a  a c t i v i t y  o v e r  b o t h  h e m i s p h e r e s  

f o r  a l l  p o s t - d i s r u p t i o n  c o n d i t i o n s  c o m p a r e d  t o  p r e - d i s r u p t i o n  

l e v e l s  ( p < . 0 5 ) .  T h e r e  w as  a  t r e n d  t o w a r d  a  r e t u r n  t o  p r e ­

d i s r u p t i o n  a l p h a  a c t i v i t y  a t  72 h o u r s  p o s t - i n f u s i o n .  T h e t a  

a c t i v i t y  i n c r e a s e d  o v e r  t h e  r e c o r d n g  s e s s i o n s  w i t h  a  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  p r e - i n f u s i o n  an d  72 h o u r s  

p o s t - i n f u s i o n .

L i g h t  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  b r a i n s  f a i l e d  t o  

r e v e a l  an y  p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  t h e  d i s u r p t e d  o r  n o n -  

d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e s .

DISCUSSION

The EEG f i n d i n g s  p r e s e n t e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  ( g r o u p  2) 

a r e  a n  e x t e n s i o n  o f  t h o s e  d e s c r i b e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s t u d i e s .  

The  p r e s e n c e  o f  s p i k e  a c t i v i t y  i n  tw o  a n i m a l s  24  h o u r s  

f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n  may r e p r e s e n t  t h e  r e s i d u a l  o f  t h e  

s e i z u r e  a c t i v i t y  t h a t  w as  o b s e r v e d  a c u t e l y  f o l l o w i n g  BBB 

d i s r u p t i o n  ( E x p e r i m e n t s  I  & I I ) . W h e t h e r  t h e  s p i k e  a c t i v i t y  

p r e s e n t  a t  24  h o u r s  r e p r e s e n t s  a  c h r o n i c  s e i z u r e  f o c u s  l i k e
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t h a t  p r o d u c e d  by p e n i c i l l i n  o r  c o b a l t  i s  . n o t  a n s w e r e d  by t h i s  

s t u d y .

The  l a c k  o f  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  o n  v i s u a l  i n s p e c t i o n  o f  

t h e  b a c k g r o u n d  EEG a t  24  h o u r s  i n  t h e  g r o u p  1 a n i m a l s  ( a l l  

a n i m a l s  e x c e p t  o n e  t h a t  s u r v i v e d  h a d  n o r m a l  EEGs a t  24  h o u r s )  

s u g g e s t s  a s  i n  t h e  i n i t i a l  e x p e r i m e n t s  t h a t  t h e  s l o w i n g  a n d  

d e c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  a s s o c i a t e d  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  

d i s r u p t i o n  a r e  r e v e r s i b l e .  Q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  t h e  

r e l a t i v e  s p e c t r a l  p o w er  i n  g r o u p  2 a n i m a l s  r e v e a l e d  s u b t l e  

c h a n g e s  i n  t h e  EEG t h a t  w e r e  n o t  p r e s e n t  o n  v i s u a l  i n s p e c t i o n  

i n  g r o u p  1 a n i m a l s .  T h e s e  c h a n g e s  r e p r e s e n t  a l t e r a t i o n s  

s e c o n d a r y  t o  t h e  BBB d i s r u p t i o n ,  a n d  a t  l e a s t  f o r  t h e  

d e c r e a s e  i n  a l p h a  a c t i v i t y ,  t e n d e d  t o  n o r m a l i z e  o v e r  72 h o u r s  

a s  t h e  b a r r i e r  w as  r e c o n s t i t u t e d .  The  s l i g h t  b u t  s i g n i f i c a n t  

i n c r e a s e  i n  t h e t a  a c t i v i t y  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  

r e p r e s e n t s  a  s h i f t  t o  l o w e r  f r e q u e n c i e s  w h i c h  t e n d  t o  o c c u r  

w i t h  p a t h o l o g i c a l  p r o c e s s e s  t h a t  e f f e c t  n e u r a l  a c t i v i t y .  Of 

e v e n  m o r e  i n t e r e s t  i s  t h e  l a c k  o f  m o r e  d r a m a t i c  c h a n g e s  i n  

t h e  EEG i n  l i g h t  o f  t h e  EEG c h a n g e s  known t o  o c c u r  a c u t e l y  

w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  d i s r u p t i o n  ( E x p e r i m e n t  I ) . T h i s  

i n d i c a t e s  t h a t  BBB d i s r u p t i o n  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  i s  

c o m p a t i b l e  w i t h  r e l a t i v l e l y  n o r m a l  n e u r o n a l  f u n c t i o n  d e s p i t e
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t h e  p e r s i s t e n c e  o f  b a r r i e r  p e r m e a b i l i t y  f o r  up  t o  72 h o u r s  

p o s t - i n f u s i o n .  T h i s  c o n c l u s i o n  i s  s u p p o r t e d  by t h e  l a c k  o f  

n e u r o n a l  o r  g l i a l  damage  t h r e e  h o u r s  f o l l o w i n g  c a r o t i d  

i n f u s i o n  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  ( L e v i n e  e t  a l . ,  1 9 8 3 )  a s  w e l l  

a s  t h e  l a c k  o f  n e u r o p a t h o l o g i c a l  f i n d i n g s  i n  a n i m a l s  i n  t h i s  

s t u d y .

S i m i l a r  f i n d i n g s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  f o r  b e h a v i o r a l  

m e a s u r e s  i n  m o n k e y s ,  who u n d e r w e n t  BBB d i s r u p t i o n  w i t h  

h y p e r o s m o t i c  c a r o t i d  p e r f u s i o n  ( R a p o p o r t  & T h om pson ,  1 9 7 3 ;  

R a p o p o r t ,  M a t t h e w s  & T hom pson ,  1 9 7 6 ;  R a p o p o r t ,  M a t t h e w s ,  

Thompson & P e t t i g r e w ,  1 9 7 7 ) .  S e v e n  a n i m a l s  w i t h  2+ 

d i s r u p t i o n  f a i l e d  t o  show an y  n e u r o l o g i c  s i g n s  o r  edem a  two 

d a y s  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n ,  w h i l e  o n e  a n i m a l  w i t h  3+ 

d i s r u p t i o n  h a d  a  h e m i p a r e s i s  c o n t r a l a t e r a l  t o  t h e  d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e  ( R a p o p o r t  e t  a l . , 1 9 7 7 ) .  I n  a  s e c o n d  s t u d y  

( R a p o p o r t  e t  a l . ,  1 9 73 )  11 o f  12  a n i m a l s  d i s r u p t e d  w i t h  

h y p e r t o n i c  u r e a  w e r e  n e u r o l o g i c a l l y  n o r m a l  f i v e  t o  t e n  d a y s  

f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  a  d e c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  

o f  t h e  EEG i n  t h e s e  a n i m a l s  24  h o u r s  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n  

r e v e r t e d  t o  n o r m a l  a t  t h e  t i m e  o f  s a c r i f i c e  f i v e  t o  t e n  d a y s  

f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n .  H i s t o l o g i c a l  s t u d y  o f  t h e  

n e u r o l o g i c a l l y  n o r m a l  a n i m a l s  f a i l e d  t o  r e v e a l  a n y
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p a t h o l o g i c a l  c h a n g e s ,  a l t h o u g h  t h e  b r a i n s  w e r e  d i f f u e s l y  

s t a i n e d  w i t h  E v a n s  b l u e  ( t h e  g r a d e  o f  E v a n s  b l u e  s t a i n i n g  w a s  

n o t  r e p o r t e d ) .

The  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  n o t  o n l y  c o n f i r m  

p r e v i o u s  r e p o r t s  o f  a  l a c k  o f  l o n g  t e r m  n e u r o l o g i c  e f f e c t s  o f  

BBB d i s r u p t i o n ,  b u t  a l s o  e x t e n d  t h e s e  f i n d i n g s .

S p e c i f i c a l l y ,  d i s r u p t i o n  o f  t h e  BBB w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  h a s  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  l a s t  a p p r o x i m a t e l y  72  h o u r s  ( S p i g e l m a n  

e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  p e r m e a b i l i t y  

p e r i o d  f o r  h y p e r o s m o t i c  d i s r u p t i o n ,  w h e r e  t h e  d u r a t i o n  o f  

b a r r i e r  p e r m e a b i l i t y  i s  a  maximum o f  s e v e r a l  h o u r s .

T h e r e f o r e ,  f o r  t h e  p e r i o d  s t u d i e d  by R a p o p o r t  (u p  t o  t e n  

d a y s )  t h e  b a r r i e r  h a d  a l r e a d y  r e g a i n e d  i t s  n o r m a l  s t a t e  o f  

s e l e c t i v e  p e r m e a b i l i t y  a n d  a n y  n e u r o l o g i c  c h a n g e s  a s s o c i a t e d  

w i t h  b a r r i e r  o p e n i n g  w e r e  p r e s u m a b l y  a  c o n s e q u e n c e  o f  t h e  

s h o r t  p e r i o d  o f  p e r m e a b i l i t y .  The m i n o r  c h a n g e s  i n  t h e  EEG 

o v e r  t h e  p r o l o n g e d  p e r i o d  o f  BBB d i s r u p t i o n  (72 h o u r s )  w i t h  

i n t r a c a r o t i d  d e h y d r o c h o l a t e  i n  t h i s  s t u d y  s u g g e s t  t h a t  b r a i n  

f u n c t i o n  a s  m e a s u r e d  by EEG n e e d  n o t  b e  a d v e r s e l y  a f f e c t e d  by  

c o n t i n u e d  d i s t u r b a n c e s  o f  t h e  BBB. I n d e e d ,  t h e  d e c r e a s e  i n  

a l p h a  a c t i v i t y  i n  b o t h  h e m i s p h e r e s  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n  w as  

n o r m a l i z i n g  d u r i n g  t h e  t i m e  t h e  b a r r i e r  w a s  s t i l l  p e r m e a b l e .
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W h e t h e r  t h i s  i s  a l s o  t h e  c a s e  a t  a  c e l l u l a r  o r  m e t a b o l i c  

l e v e l  r e m a i n s  t o  b e  d e t e r m i n e d .

T he  p a t t e r n  o f  EEG c h a n g e s  r e p o r t e d  h e r e  p e r m i t s  t h i s  

m o d e l  t o  b e  u s e d  i n  t h e  a s s e s s m e n t  o f  t h e  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  

c om pounds  on  t h e  EEG i n  a  s i t u a t i o n  w h e r e  a c c e s s  t o  t h e  b r a i n  

i s  u n h i n d e r e d  by t h e  p r e s e n c e  o f  a  BBB. S p e c i f i c a l l y ,  t h e  

e f f e c t s  o n  t h e  CNS o f  p o t e n t i a l  n e u r o t r a n s m i t t e r  s u b s t a n c e s  

n o r m a l l y  e x c l u d e d  f r o m  t h e  b r a i n  by t h e  BBB may b e  e v a l u a t e d  

by m e an s  o f  EEG a n a l y s i s  a f t e r  b e i n g  i n j e c t e d  s y s t e m i c a l l y  

d u r i n g  t h e  p e r i o d  o f  b a r r i e r  d y s f u n c t i o n .
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Experiment IV

T h i s  e x p e r i m e n t  w a s  d e s i g n e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t s  

o f  s o d iu m  d e h y d r o c h o l a t e  on  n e u r o n a l  a c t i v i t y  i n  i s o l a t i o n  

f r o m  i t s  e f f e c t s  on  t h e  BBB.

The  t h r e e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s  s u b s t a n t i a t e d  t h e  

r e p o r t e d  b a r r i e r  d i s r u p t i v e  e f f e c t s  o f  i n t r a c a r o t i d  

d e h y d r o c h o l a t e  ( S p i g e l m a n  e t  a l . f 1 9 8 3 ) .  I n  a d d i t i o n ,  t h e s e  

s t u d i e s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  d i s r u p t i o n  o f  t h e  b a r r i e r  w i t h  

d e h y d r o c h o l a t e  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  c h a n g e s  i n  t h e  f r e q u e n c y  

a n d  a m p l i t u d e  o f  t h e  s p o n t a n e o u s  EEG r e c o r d e d  d u r i n g  

d i s r u p t i o n .  T h e s e  c h a n g e s  r e f l e c t e d  t h e  e x t e n t  o f  d i s r u p t i o n  

a n d  i n  m o s t  c a s e s ,  w h e r e  d i s r u p t i o n  i s  m i l d  t o  m o d e r a t e ,  

r e v e r s e d  o r  i m p r o v e d  o v e r  t h e  f i r s t  24  h o u r s .  S p i k e  a c t i v i t y  

w as  r e g u l a r l y  o b s e r v e d  f o l l o w i n g  BBB d i s r u p t i o n  w i t h ,  

d e h y d r o c h o l a t e  a n d  w a s  p r e s e n t  f o r  a l l  g r a d e s  o f  d i s r u p t i o n .  

I t  w as  p r o p o s e d  i n  E x p e r i m e n t  I  t h a t  f o l l o w i n g  b a r r i e r  

d i s r u p t i o n  d e h y d r o c h o l a t e  p e r m e a t e s  t h e  BBB, t h u s  g a i n i n g  

a c c e s s  t o  n e u r o n a l  t i s s u e ,  a n d  c o n s e q u e n t l y  p r o v o k i n g  s e i z u r e  

a c t i v i t y .  T h a t  d e h y d r o c h o l a t e  h a s  p o t e n t i a l  e p i l e p t o g e n i c  

p r o p e r t i e s  i s  s u p p o r t e d  by  p r e v i o u s  p u b l i s h e d  s t u d i e s  t h a t
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h a v e  shown t h a t  d e s o x y c h o l a t e ,  a  m o r e  t o x i c  b i l e  s a l t  t h a n  

d e h y d r o c h o l a t e ,  c a n  c a u s e  s e i z u r e  a c t i v i t y  when a p p l i e d  

d i r e c t l y  t o  t h e  b r a i n  o r  CSF ( H o r r a l ,  1 9 3 8 ) .

C o n s e q u e n t l y ,  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  c o n c l u s i v e l y  a t t r i b u t e  

t h e  s e i z u r e  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  d e h y d r o c h o l a t e  i n f u s i o n  t o  

e i t h e r  t h e  e f f e c t s  o f  p e r m e a b l e  BBB a l o n e  o r  t h e  n e u r o n a l  

e f f e c t s  o f  t h e  d e h y d r o c h o l a t e  t h a t  h a s  p e n e t r a t e d  t h e  

d i s r u p t e d  b a r r i e r .  A num ber  o f  o t h e r  s t u d i e s  h a v e  a l s o  

r e p o r t e d  s e i z u r e  a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  a  v a r i e t y  o f  

t e c h n i q u e s  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  ( F l o d m a r k  e t  a l . , 1 9 6 2 ,  

1 9 6 3 b ;  F i e s c h i  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  As i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  some 

o f  t h e s e  s t u d i e s  h a v e  a t t r i b u t e d  s e i z u r e  a c t i v i t y  t o  n e u r o n a l  

a c t i v a t i o n  by a g e n t s  u s e d  t o  d i s r u p t  t h e  BBB. As a  r e s u l t ,  

t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  a  p e r m e a b l e  b a r r i e r  t o  s e i z u r e  a c t i v i t y  

i s  c o n f o u n d e d  by  t h e  p o t e n t i a l  a n d  r e a l  e p i l e p t o g e n i c  

p r o p e r t i e s  o f  t h e  a g e n t s  u s e d  t o  d i s r u p t  t h e  b a r r i e r .

We c o n d u c t e d  p i l o t  i n v e s t i g a t i o n s  i n t o  o t h e r  a g e n t s  

c a p a b l e  o f  o p e n i n g  t h e  BBB b u t  w i t h o u t  t h e  c o n c o m i t a n t  

s e i z u r e  a c t i v i t y .  We f o u n d  o n e  s u c h  a g e n t  e t o p o s i d e ,  a n  

a n t i - n e o p l a s t i c  a g e n t ,  when i n f u s e d  i n t o  t h e  c a r o t i d  a r t e r y  

was  c a p a b l e  o f  r e v e r s i b l y  d i s r u p t i n g  t h e  BBB f o r  up  t o  72 

h o u r s .  S u b s e q u e n t  t o  d i s r u p t i o n ,  t h e  EGG i n  a n i m a l s
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d i s r u p t e d  w i t h  e t o p o s i d e ,  d e m o n s t r a t e d  a  s l o w i n g  o f  t h e  EEG 

t h a t  r e v e r s e s  i n  a p p r o x i m a t e l y  f i v e  h o u r s  a n d  w a s  f r e e  o f  a n y  

s e i z u r e  a c t i v i t y .  S i m i l a r l y ,  h y p e r o s m o t i c  d i s r u p t i o n  o f  t h e  

BBB w i t h  t h e  i n t r a c a r o t i d  p e r f u s i o n  o f  m a n n i t o l  r e s u l t e d  i n  

s l o w i n g  o f  t h e  EEG. A l t h o u g h  P i e s c h i  e t  a l .  (1980)  h a v e  

r e p o r t e d  s p i k e  a c t i v i t y  o c c u r r i n g  s u b s e q u e n t  t o  b a r r i e r  

d i s r u p t i o n  w i t h  m a n n i t o l  p e r f u s i o n ,  t h i s  r e s e a r h e r  w as  u n a b l e  

t o  o b s e r v e  t h i s  e f f e c t .  The  b a r r i e r - d i s r u p t i v e  p r o p e r t i e s  o f  

t h e s e  a g e n t s ,  a l o n g  w i t h  t h e  l a c k  o f  a s s o c i a t e d  s e i z u r e  

a c t i v i t y ,  p e r m i t  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  p o t e n t i a l  e p i l e p t o g e n i c  

p r o p e r t i e s  o f  a g e n t s  n o r m a l l y  p r e v e n t e d  f r o m  g a i n i n g  a c c e s s  

t o  t h e  CNS d u e  t o  t h e  BBB.

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  t h e  EEG e f f e c t s  o f  i n t r a v e n o u s l y  

a d m i n i s t e r e d  d e h y d r o c h o l a t e  w e r e  i n v e s t i g a t e d  s u b s e q u e n t  t o  

b a r r i e r  d i s r u p t i o n  w i t h  e t o p o s i d e  o r  m a n n i t o l .  T h i s  m ode l  

p e r m i t s  t h e  s t u d y  o f  t h e  CNS e f f e c t s  o f  d e h y d r o c h o l a t e  i n  

i s o l a t i o n  f r o m  i t s  e f f e c t s  o n  t h e  BBB, s i n c e  i t  h a s  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  i n  E x p e r i m e n t  I  t h a t  t h e  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  

o f  d e h y d r o c h o l a t e  i s  w i t h o u t  b a r r i e r  o r  EEG e f f e c t s .  I n  

a d d i t i o n ,  t h i s  s t u d y  a d d r e s s e s  t h e  e f f e c t s  o f  s y s t e m i c  

d e h y d r o c h o l a t e  on  t h e  CNS i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  p e r m e a b l e  

b a r r i e r .  I n  E x p e r i m e n t  I  t h e  d o s e  o f  d e h y d r o c h o l a t e  u s e d  t o
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d i s r u p t  t h e  b a r r i e r  c o n t i n u e s  t o  be  a v a i l a b l e  t o  t h e  b r a i n  

t h r o u g h  t h e  d i s r u p t e d  b a r r i e r  v i a  i t s  r e c i r c u l a t i o n  i n  t h e  

s y s t e m i c  c i r c u l a t i o n .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  c h a n g e s  n o t e d  i n  t h e  

EEG s u b s e q u e n t  t o  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  may b e  a c c o u n t e d  f o r  i n  

some p a r t  by t h e  c o n t i n u e d  e n t r y  i n t o  t h e  b r a i n  t h r o u g h  t h e  

p e r m e a b l e  b a r r i e r  o f  t h e  r e s i d u a l  s y s t e m i c  b i l e  s a l t .  The 

f i n d i n g s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w i l l  i n d i c a t e  i f  s y s t e m i c  

d e h y d r o c h o l a t e  i n  t h e  d o s e s  u s e d  i s  c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  EEG 

e f f e c t s  t h a t  o c c u r  s u b s e q u e n t  t o  t h e  i n t r a c a r o t i d  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  t h i s  a g e n t .

METHODS

E l e c t r o d e  c a p s  w e r e  p l a c e d  on  t h e  s k u l l s  o f  12  r a t s  a s  

d e s c r i b e d  i n  E x p e r i m e n t  I .  T w e n t y - f o u r  h o u r s  f o l l o w i n g  

p l a c e m e n t  o f  t h e  e l e c t r o d e s  t h e  a n i m a l s  w e r e  a n e s t h e t i z e d  a n d  

v e n t i l a t e d  w i t h  70% N i t r o u s  o x i d e .  A r t e r i a l  a n d  v e n o u s  l i n e s  

w e r e  i n s e r t e d .  EKG, b l o o d  p r e s s u r e  a n d  t e m p e r a t u r e  w e r e  

m o n i t o r e d  t h r o u g h o u t  t h e  p r o c e d u r e .

The  BBBs w e r e  d i s r u p t e d  i n  e i g h t  a n i m a l s  ( e x p e r i m e n t a l  

g r o u p )  w i t h  e i t h e r  i n t r a c a r o t i d  e t o p o s i d e  (N=4) o r  m a n n i t o l
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( N = 4 ) . The  c o n t r o l  g r o u p  w as  made u p  o f  t h e  r e m a i n i n g  f o u r  

a n i m a l s  t h a t  u n d e r - w e n t  t h e  e n t i r e  p r o c e d u r e  e x c e p t  f o r  t h e  

i n t r a c a r o t i d  i n f u s i o n  o f  e t o p o s i d e  o r  m a n n i t o l .  The 

t e c h n i q u e  o f  e t o p o s i d e  d i s r u p t i o n  c o n s i s t s  o f  t h e  c o n s t a n t  

i n f u s i o n  t h r o u g h  t h e  l e f t  i n t e r n a l  c a r o t i d  a r t e r y  o f  

e t o p o s i d e  (15 m g /k g )  o v e r  25 m i n u t e s .  The  b a r r i e r  i s  

d i s r u p t e d  i m m e d i a t e l y  an d  r e m a i n s  o p e n  f o r  a p p r o x i m a t e l y  72 

h o u r s .  The  r e m a i n i n g  f o u r  a n i m a l s  w e r e  d i s r u p t e d  w i t h  a  

h y p e r o s m o t i c  p e r f u s i o n  o f  3 . 5 c c  o f  m a n n i t o l  (25%) o v e r  30 

s e c o n d s  t h r o u g h  t h e  l e f t  i n t e r n a l  c a r o t i d  a r t e r y  ( R a p o p o r t  

S.  , 1 9 78 )  .

The  EEG w as  m o n i t o r e d  p r i o r  t o ,  d u r i n g  a n d  f o l l o w i n g  

d i s r u p t i o n .  T h i r t y  m i n u t e s  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n ,  a  17.5% 

s o l u t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  w a s  a d m i n i s t e r e d  i n t r a v e n o u s l y .  

The a n i m a l s  i n  t h e  c o n t r o l  g r o u p  a l s o  r e c e i v e d  i n t r a v e n o u s  

d e h y d r o c h o l a t e  3 0 m i n u t e s  f o l l o w i n g  t h e  i n d u c t i o n  o f  

a n e s t h e s i a .  The  EEG w as  o b s e r v e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  s p i k e  

a c t i v i t y  r e l a t e d  t o  t h e  i n j e c t i o n  o f  t h e  d e h y d r o c h o l a t e  f o r  

o n e  h o u r  a t  15  m i n u t e s  i n t e r v a l s .

F o l l o w i n g  t h e  o b s e r v a t i o n  p e r i o d ,  t h e  a n i m a l s  w e r e  

s a c r i f i c e d  a n d  t h e  b r a i n s  e x a m i n e d  a n d  g r a d e d  f o r  t h e  

p r e s e n c e  o f  E v a n s  b l u e  a s  d e s c r i b e d  i n  E x p e r i m e n t  I .
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RESULTS

A l l  e i g h t  a n i m a l s  w e r e  d i s r u p t e d  a s  e v i d e n c e d  by  t h e  

p r e s e n c e  o f  E v a n s  b l u e  a t  s a c r i f i c e  ( T a b l e  7 ) .  A l l  t h e  

a n i m a l s  w i t h  3+ (N=3) d i s r u p t i o n  w e r e  i n  a n i m a l s  d i s r u p t e d  

w i t h  i n t r a c a r o t i d  m a n n i t o l ,  w h i l e  t h r e e  o f  t h e  f o u r  a n i m a l s  

w i t h  1+ d i s r u p t i o n  w e r e  i n  t h e  e t o p o s i d e  g r o u p .  A l l  f o u r  o f  

t h e  c o n t r o l  a n i m a l s  w e r e  f r e e  o f  E v a n s  b l u e  s t a i n i n g .

BBB d i s r u p t i o n  w i t h  e i t h e r  e t o p o s i d e  o r  m a n n i t o l  

r e s u l t e d  i n  a  d e c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  a n d  s l o w i n g  o f  t h e  EEG 

o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  ( F i g u r e  21  A ) . The  c h a n g e s  i n  

t h e  EEG w e r e  i n i t i a t e d  d u r i n g  i n f u s i o n  a n d  p e r s i s t e d  i n t o  t h e  

p o s t - i n f u s i o n  p e r i o d .  No s e i z u r e  a c t i v i t y  was  n o t e d  i n  a n y  

o f  t h e  EEG r e c o r d s  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n  w i t h  e i t h e r  e t o p o s i d e  

o r  m a n n i t o l .

F o l l o w i n g  t h e  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e ,  

s e v e n  o f  e i g h t  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  d e v e l o p e d  s p i k e  a c t i v i t y  

w i t h i n  s e c o n d s  f o l l o w i n g  t h e  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  

d e h y d r o c h o l a t e  ( T a b l e  7) ( F i g u r e  21 B ) . S p i k e  a c t i v i t y  w as  

p r e d o m i n a n t l y  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e ,  b u t  i n  a l l  

a n i m a l s  i t  q u i c k l y  b e c a m e  b i l a t e r a l l y  s y n c h r o n o u s .  I n  t h e
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a n i m a l s  w i t h  3+ d i s r u p t i o n ,  t h e  s p i k e  a c t i v i t y  o c c u r r e d  i n  

b u r s t s  l a s t i n g  f o r  a p p r o x i m a t e l y  s e c o n d s  ( F i g u r e  21  C) . I n  

c o n t r a s t ,  i n  t h o s e  a n i m a l s  w i t h  1+ d i s r u p t i o n  t h e  s p i k e s  

o c c u r r e d  s i n g l y  a n d  t h e  i n t e r s p i k e  i n t e r v a l  t e n d e d  t o  b e  

l o n g e r  t h a n  t h a t  s e e n  i n  a n i m a l s  w i t h  3+ d i s r u p t i o n  ( F i g u r e  

2 2 ) .  T h e  s p i k e  a c t i v i t y  p e r s i s t e d  f o r  t h e  e n t i r e  o n e  h o u r  

p e r i o d  o f  o b s e r v a t i o n .  The f r e q u e n c y  o f  f i r i n g  a n d  t h e  

d u r a t i o n  o f  s p i k e  t r a i n s  w e r e  g r e a t e r  i m m e d i a t e l y  f o l l o w i n g  

t h e  d e h y d r o c h o l a t e  i n j e c t i o n  a n d  t h e n  t a p e r e d ,  o c c u r r i n g  

s i n g l y  a p p r o x i m a t e l y  e v e r y  f i v e  s e c o n d s  t i l l  t h e  e n d  o f  t h e  

r e c o r d ) .

None o f  t h e  a n i m a l s  i n  t h e  c o n t r o l  g r o u p  d e m o n s t r a t e d  

s e i z u r e  a c t i v i t y  s u b s e q u e n t  t o  t h e  d e h y d r o c h o l a t e  i n j e c t i o n .

DISCUSSION

T h e  p r e c e d i n g  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  d e h y d r o c h o l a t e  i s  a  

p o t e n t  e p i l e p t o g e n i c  a g e n t .  I n  a d d i t i o n  t o  i t s  a b i l i t y  t o  

d i s r u p t  t h e  BBB, s y s t e m i c  d e h y d r o c h o l a t e  c a n ,  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  a  b a r r i e r  d i s r u p t e d  f r o m  o t h e r  t e c h n i q u e s ,  i n i t i a t e
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s e i z u r e  a c t i v i t y .  T he  f a c t  t h a t  t h e  c o n t r o l  g r o u p  w as  f r e e  

f r o m  any s e i z u r e  a c t i v i t y  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  BBB m u s t  b e  

d i s r u p t e d  f o r  d e h y d r o c h o l a t e  t o  p e n e t r a t e  i n t o  t h e  n e u r a l  

t i s s u e  a n d  e x e r t  i t s  e p i l e p t o g e n i c  p r o p e r t i e s .  T h i s  f i n d i n g  

c o n c u r s  w i t h  p r e v i o u s  s t u d i e s  t h a t  h a v e  shown t h a t  e p i l e p t i c  

a g e n t s  s u c h  a s  p e n i c i l l i n  a n d  U ro k o n  c a n ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

a  d i s r u p t e d  b a r r i e r ,  r e s u l t  i n  s e i z u r e  a c t i v i t y .

T h e s e  f i n d i n g s  a l s o  s t r o n g l y  s u g g e s t  t h a t  t h e  s e i z u r e s  

r e s u l t i n g  f r o m  d e h y d r o c h o l a t e  d i s r u p t i o n  may b e  m o r e  a  

f u n c t i o n  o f  a c c e s s  o f  t h e  a g e n t  i n t o  t h e  b r a i n  s u b s t a n c e  

r a t h e r  t h a n  s i m p l y  a  c o n s e q u e n c e  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n .  T h i s  

i s  s u g g e s t e d  by  t h e  l a c k  o f  s e i z u r e s  w i t h  b o t h  e t o p o s i d e  a n d  

m a n n i t o l  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  d i s r u p t e d  b a r r i e r .

The r e s u l t s  o f  E x p e r i m e n t  I  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i n  a  

c e r t a i n  n um ber  o f  a n i m a l s  s e i z u r e s  w e r e  s t i l l  p r e s e n t  a t  t h e  

e n d  o f  t h e  o b s e r v a t i o n  p e r i o d  ( t h r e e  h o u r s )  d e s p i t e  t h e  f a c t  

t h a t  i n  some a n i m a l s  t h e  a m p l i t u d e  a n d  f r e q u e n c y  o f  t h e  EEG 

h a d  r e t u r n e d  t o  b a s e l i n e  l e v e l s .  T he  f i n d i n g s  i n  E x p e r i m e n t  

IV t h a t  d e h y d r o c h o l a t e  c a n  p r o d u c e  s e i z u r e s  i n  t h e  p r e s e n c e  

o f  a n  o p e n  b a r r i e r  when  a d m i n i s t e r e d  i n t r a v e n o u s l y ,  b u t  n o t  

p r o d u c e  s e i z u r e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  i n t a c t  BBB, i n d i c a t e  

t h a t  t h e  s e i z u r e  a c t i v i t y  a s s o c i a t e d  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e
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d i s r u p t i o n  may b e  p o t e n t i a t e d  by  t h e  r e c i r c u l a t i o n  o f  t h i s  

a g e n t  a n d  c o n t i n u e d  p e n e t r a t i o n  i n t o  t h e  b r a i n  a f t e r  i t s  

a d m i n i s t r a t i o n  i n t r a c a r o t i d l y .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  d u r a t i o n  o f  

s e i z u r e  a c t i v i t y  may b e  r e l a t e d  t o  l e v e l s  o f  d e h y d r o c h o l a t e  

i n  t h e  s y s t e m i c  c i r c u l a t i o n .

F i n a l l y ,  t h e  p r e s e n t  s t u d y  e m p h a s i z e s  t h e  r o l e  o f  t h e  

BBB a s  a  p r o t e c t i v e  m e c h a n i s m  t o  p o t e n t i a l l y  t o x i c  s u b s t a n c e s  

t h a t  may a l t e r  n e u r a l  a c t i v i t y .  I t  f u r t h e r  s u g g e s t s  t h a t  

n o r m a l l y  c i r c u l a t i n g  s u b s t a n c e s  s u c h  a s  b i l e  s a l t s  c a n  b e  o f  

p o t e n t i a l  h a rm  t o  t h e  b r a i n  e x c e p t  f o r  t h e  f a c t  t h a t  t h e  BBB 

m a i n t a i n s  a  r e l a t i v e  b a r r i e r  b e t w e e n  t h e  s y s t e m i c  c i r c u l a t i o n  

a n d  t h e  b r a i n .
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EXPERIMENT V

E x p e r i m e n t  V s t u d i e d  t h e  e f f e c t s  on  t h e  BBB a n d  EEG o f  

t h e  c o r t i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e .  The 

g e n e r a t i o n ,  n a t u r e  a n d  d u r a t i o n  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y  o f  b o t h  

t h e  t r e a t e d  c o r t e x  a n d  t h e  h o m o t o p i c  c o r t e x  w e r e  

i n v e s t i g a t e d .  Gamma-amino b u t y r i c  a c i d  (GABA), a 

n e u r o t r a n s m i t t e r  an d  i n h i b i t o r  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y ,  i s  

n o r m a l l y  e x c l u d e d  f r o m  t h e  b r a i n  by t h e  BBB when  g i v e n  

s y s t e m i c a l l y . T h i s  a g e n t  w as  g i v e n  s y s t e m i c a l l y  f o l l o w i n g  

t h e  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  a n d  w as  u s e d  a s  a  

m a r k e r  o f  BBB p e r m e a b i l i t y  by  m e a s u r i n g  i t s  e f f e c t s  on  

s e i z u r e  a c t i v i t y  g e n e r a t e d  by  t h e  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  

d e h y d r o c h o l a t e .

The  a s s o c i a t i o n  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y  w i t h  BBB d i s r u p t i o n  

s u b s e q u e n t  t o  t h e  i n t r a c a r o t i d  i n f u s i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  h a s  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t s .  The  c o r t i c a l  

i r r i t a b i l i t y  r e c o r d e d  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  c a n  be  

a t t r i b u t e d  t o  b i l e  s a l t  p e n e t r a t i o n  t h r o u g h  t h e  BBB and  i t s  

s u b s e q u e n t  n e u r o n a l  a c t i v a t i o n .  The  m e c h a n i s m  o f  s e i z u r e  

a c t i v i t y  r e c o r d e d  o v e r  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  i s  l e s s  

c l e a r .  The  l a c k  o f  E v a n s  b l u e  s t a i n i n g  o f  t h e  n o n - d i s r u p t e d



64

h e m i s p h e r e  i n  some a n i m a l s  w i t h  b i l a t e r a l  s e i z u r e  a c t i v i t y  

a r g u e s  a g a i n s t  a  d i r e c t  a c t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  on  n e u r o n a l  

s t r u c t u r e s  o f  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  a n d  s u g g e s t s  t h a t  

a c t i v a t i o n  o f  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  may b e  d u e  t o  

p r o p a g a t e d  a c t i v i t y  f r o m  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .

The b i l a t e r a l  s y n c h r o n o u s  s p i k e  a c t i v i t y  t h a t  d o m i n a t e d  

t h e  r e c o r d s  o f  a n i m a l s  w i t h  a l l  g r a d e s  o f  d i s r u p t i o n  i n  

E x p e r i m e n t  I  s u g g e s t s  p o s s i b l e  s u b c o r t i c a l  o r  

i n t e r h e m i s p h e r i c  s p r e a d  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y  f r o m  t h e  

d i s r u p t e d  t o  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  T h i s  m e c h a n i s m  o f  

s e i z u r e  s p r e a d  h a s  b e e n  r e c e n t l y  r e v i e w e d  by T o r r e s  a n d  

J a c o m e  ( 1 9 8 2 ) .  The s p i k e  a c t i v i t y  r e c o r d e d  f r o m  t h e  c o r t e x  

c o n t r a l a t e r a l  t o  t h e  p r i m a r y  f o c u s  h a s  b e e n  c l a s s i f i e d  i n t o  

d e p e n d e n t  a n d  i n d e p e n d e n t .  I n  t h e  f o r m e r  c a s e  s p i k e  a c t i v i t y  

i n  t h e  h e m i s p h e r e  c o n t r a l a t e r a l  t o  t h e  p r i m a r y  f o c u s  o c c u r s  

i n  t h e  h o m o t o p i c  a r e a  a n d  i s  d e p e n d e n t  on  p r o p a g a t e d  a c t i v i t y  

f r o m  t h e  p r i m a r y  f o c u s .  T h a t  i s  t h e  s p i k e s  g e n e r a t e d  i n  t h e  

d e p e n d e n t  f o c u s  o c c u r  w i t h i n  m i l l i s e c o n d s  o f  t h e  p r i m a r y  

d i s c h a r g e  a n d  r e s u l t  f r o m  a c t i v a t i o n  o f  t h e  s e c o n d a r y  f o c u s  

by  t h e  p r i m a r y  f o c u s  d i s c h a r g e .  I n  c o n t r a s t ,  i n d e p e n d e n t  

s p i k e  a c t i v i t y  a r i s i n g  i n  t h e  s e c o n d a r y  f o c u s  o c c u r s  

i n d e p e n d e n t  o f  d i s c h a r g e s  i n  t h e  p r i m a r y  f o c u s  a n d  i n d i c a t e s
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t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  a n  i n d e p e n d e n t  f o c u s  i n  t h e  c o r t e x  

c o n t r a l a t e r a l  t o  t h e  p r i m a r y  f o c u s .  T h i s  o c c u r s  a f t e r  a  

v a r i a b l e  p e r i o d  o f  t i m e  o f  d e p e n d e n t  d i s c h a r g e s  w h i c h  

p r e s u m a b l y  l o w e r s  t h e  t h r e s h o l d  o f  n e u r o n s  i n  t h e  s e c o n d a r y  

f o c u s  r e s u l t i n g  i n  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  a n  i n d e p e n d e n t  s p i k e  

f o c u s .  T h i s  h a s  b e e n  s u b s t a n t i a t e d  by m e t a b o l i c  c h a n g e s  t h a t  

h a v e  b e e n  o b s e r v e d  i n  c o r t i c a l  a r e a s  c o n t r a l a t e r a l  t o  a 

p r i m a r y  f o c u s  t h a t  h a v e  d e v e l o p e d  i n t o  s e c o n d a r y  s e i z u r e  f o c i  

( W e s t m o r e l a n d ,  Hanna  & B a s s ,  1 9 7 2 ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  

d e p e n d e n t  a n d  i n d e p e n d e n t  s p i k e s  i n  E x p e r i m e n t  I  i n d i c a t e  

t h a t  s p i k e  a c t i v i t y  i n  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  may b e  a  

c o n s e q u e n c e  o f  a c t i v a t i o n  o f  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  d u e  

t o  p r o p a g a t e d  a c t i v i t y  f r o m  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .

I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  i f  p r o p a g a t i o n  o f  a c t i v i t y  f r o m  

t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  a c c o u n t s  f o r  t h e  s e i z u r e  a c t i v i t y  

o v e r  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e ,  b i l e  s a l t s  w e r e  a p p l i e d  

t o p i c a l l y  t o  o n e  h e m i s p h e r e  ( p r i m a r y  f o c u s )  a n d  r e c o r d i n g s  

w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  e x p e r i m e n t a l  s e i z u r e  f o c u s  a n d  t h e  

h o m o t o p i c  a r e a  o f  t h e  o p p o s i t e  h e m i s p h e r e  ( s e c o n d a r y  f o c u s ) . 

T he  n a t u r e  a n d  t i m e  c o u r s e  o f  i n d e p e n d e n t  a n d  d e p e n d e n t  s p i k e  

a c t i v i t y  i n  b o t h  t h e  t r e a t e d  h e m i s p h e r e  a n d  t h e  h e m i s p h e r e  

o p p o s i t e  t h e  e x p e r i m e n t a l  f o c u s  w as  e v a l u a t e d .



A g r o u p  o f  a n i m a l s  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w as  a l s o  t r e a t e d  

w i t h  i n t r a v e n o u s  GABA s u b s e q u e n t  t o  t h e  i n i t i a t i o n  o f  s e i z u r e  

a c t i v i t y  by* t h e  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e .  T h i s  

a g e n t  i s  known t o  r a i s e  t h e  s e i z u r e  t h r e s h o l d  w hen  i n  c o n t a c t  

w i t h  n e u r o n a l  t i s s u e  ( P u r p u r a ,  G i r a d o ,  S m i t h  & Gomez,  1 9 5 8 ) .  

H o w ev e r ,  GABA d o e s  n o t  p e n e t r a t e  t h e  BBB, a n d ,  c o n s e q u e n t l y ,  

i t s  a n t i - e p i l e p t i c  a c t i v i t y  i s  l i m i t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  

i n t a c t  BBB ( v a n  G e l d e r  & E l l i o t t ,  1 9 5 8 ;  O l d e n d o r f ,  1 9 7 1 ) .

The  p o t e n t i a l  e f f e c t s  o f  p e r m e a b i l i t y  c h a n g e s  s e c o n d a r y  t o  

t h e  a p p l i c a t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  w e r e  t e s t e d  i n  t h e s e  

a n i m a l s  by n o t i n g  t h e  e f f e c t  o f  s y s t e m i c  GABA o n  e s t a b l i s h e d  

s e i z u r e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r i m a r y  a n d  s e c o n d a r y  f o c i .

METHODS

E i g h t  r a t s  w e r e  i n d u c e d  w i t h  e t h e r  a n d  t h e n  

t r a c h e o s t o m i z e d  a n d  v e n t i l a t e d  w i t h  70% n i t r o u s  o x i d e .

F e m o r a l  a r t e r i a l '  a n d  v e n o u s  l i n e s  w e r e  i n s e r t e d .  E ach  a n i m a l  

w as  g i v e n  a t r o p i n e  15  m g /k g  s u b c u t a n e o u s l y  a n d  t u b o c u a r i n e  

c h l o r i d e  1 m g / k g  i n t r a v e n o u s l y .  T e m p e r a t u r e  w a s  m a i n t a i n e d  

a t  3 6 . 8  d e g r e e s  by a n  e x t e r n a l  h e a t i n g  s o u r c e .  H e a r t  r a t e
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a n d  b l o o d  p r e s s u r e  w e r e  m o n i t o r e d  t h r o u g h o u t  t h e  p r o c e d u r e  a s  

p r e v i o u s  d e s c r i b e d  i n  e x p e r i m e n t  I - I V .

The  a n i m a l s  w e r e  p l a c e d  i n  a  s t e r o t a x i c  i n s t r u m e n t ,  a n d

t h e  s k u l l  w as  e x p o s e d  t h r o u g h  a  m i d l i n e  s k i n  i n c i s i o n .  U nder

a  s u r g i c a l  m i c r o s c o p e  w i t h  25  m a g n i f i c a t i o n ,  a  7mm i n

d i a m e t e r  c i r c u l a r  a r e a  o f  b o n e  w a s  r e m o v e d  b i l a t e r a l l y  

b e t w e e n  t h e  c o r o n a l  a n d  l a m b o i d  s u t u r e s  w i t h  a  2mm d e n t a l  

d r i l l .  A s e g m e n t  o f  b o n e  3mm w i d e  w a s  l e f t  b e t w e e n  t h e  two 

c r a n i e c t o m i e s  o v e r  t h e  s a g g i t a l  s i n u s .  T he  d u r a  a n d

a r a c h n o i d  w e r e  r e m o v e d  o v e r  t h e  e x p o s e d  r i g h t  a n d  l e f t

c o r t i c a l  s u r f a c e s  u n d e r  m a g n i f i c a t i o n .  To i n s u r e  t h a t  no 

dam age  t o  t h e  BBB o c c u r r e d  d u r i n g  t h e  c o r t i c a l  e x p o s u r e ,

E v a n s  b l u e  w a s  a d m i n i s t e r e d  ( l c c  o f  a  2% s o l u t i o n )  

i n t r a v e n o u s l y  p r i o r  t o  c o r t i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  b i l e  s a l t .  I f  

t h e  c o r t e x  s t a i n e d  w i t h i n  15  m i n u t e s ,  t h e  a n i m a l  w a s  n o t  

i n c l u d e d  i n  t h e  s t u d y .  The  E v a n s  b l u e  a l s o  a i d e d  a s  a  m a r k e r

f o r  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  f r o m  t h e  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  b i l e

s a l t  i n  t h e  s t u d y .

A p p l i c a t i o n  o f  b i l e  s a l t  t o  t h e  r i g h t  c o r t e x  w a s  c a r r i e d  

o u t  b y  a  t e c h n i q u e  d e s c r i b e d  by  R e i c h e n t h a l  e t  a l .  The 

t e c h n i q u e  h a s  t h e  a d v a n t a g e  o f  l i m i t i n g  t h e  s p r e a d  o f  t h e  

a p p l i e d  a g e n t  b e y o n d  t h e  a r e a  o f  a p p l i c a t i o n .  T h e  t e c h n i q u e



i n v o l v e s  t h e  p l a c e m e n t  o f  f i l t e r  p a p e r  o v e r  t h e  c o r t e x  t o  b e  

t r e a t e d  a n d  t h e n  a p p l y i n g  o v e r  t h e  f i l t e r  p a p e r  a  g l a s s  t u b e  

(5mm i n  d i a m e t e r )  by  w h i c h  a  s o l u t i o n  o f  b i l e  s a l t  i s  

d e l i v e r e d  t o  t h e  f i l t e r  p a p e r  ( F i g u r e  2 3 ) .  A l s o  w i t h i n  t h e  

g l a s s  t u b e  i s  a  s e p a r a t e  t u b e  t h a t  e x t e n d s  t o  w i t h i n  3mm o f  

t h e  s u r f a c e  o f  t h e  g l a s s  t u b e  t h a t  r e s t s  a g a i n s t  t h e  f i l t e r  

p a p e r .  S u c t i o n  i s  t h e n  a p p l i e d  t o  t h e  i n n e r  t u b e  t o  r e m o v e  

t h e  b i l e  s o l u t i o n  f r o m  t h e  f i l t e r  p a p e r  t o  i n s u r e  t h a t  n o n e  

o f  t h e  b i l e  s a l t  l e a k s  o u t  b e y o n d  t h e  a r e a  d e f i n e d  by t h e  

g l a s s  t u b e .  U s i n g  t h i s  p r o c e d u r e  l O c c  o f  20% d e h y d r o c h o l a t e  

w as  t h e n  a p p l i e d  t o  t h e  r i g h t  c o r t i c a l  s u r f a c e  o v e r  a  t e n  

m i n u t e  p e r i o d .

F o l l o w i n g  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  b i l e  s a l t  t o  t h e  r i g h t  

c o r t e x  ( p r i m a r y  f o c u s ) , b i - p o l a r  b a l l  e l e c t r o d e s  (2mm 

s e p a r a t i o n  b e t w e e n  e l e c t r o d e s )  w e r e  p l a c e d  on  t h e  p e r f u s e d  

r i g h t  c o r t e x  a n d  o v e r  t h e  l e f t  c o r t i c a l  h o m o t o p i c  a r e a .  

R e c o r d i n g s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  r i g h t  a n d  l e f t  e x p o s e d  

c o r t i c e s  f o r  a p p r o x i m a t e l y  t h r e e  h o u r s  f o l l o w i n g  a p p l i c a t i o n  

o f  b i l e  s a l t .  A f t e r  a  p e r i o d  o f  30  m i n u t e s  f o l l o w i n g  t h e  

a p p l i c a t i o n  o f  b i l e  s a l t  i n  a l l  a n i m a l s ,  a n  i n j e c t i o n  o f  

17.5% b i l e  s a l t  w as  a d m i n i s t e r e d  i n t r a v e n o u s l y  t o  e n h a n c e  t h e  

s e i z u r e  a c t i v i t y  o f  t h e  p r i m a r y  s e i z u r e  f o c u s  p r e s u m a b l y  by
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p e n e t r a t i n g  t h e  d i s r u p t e d  BBB i n  t h e  a r e a  w h e r e  b i l e  w as  

a p p l i e d  t o p i c a l l y .

F o l l o w i n g  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  s e i z u r e s  i n  b o t h  t h e  

p r i m a r y  an d  s e c o n d a r y  f o c i ,  e l e c t r o d e s  w e r e  moved w i t h i n  t h e  

e x p o s e d  c o r t i c e s  t o  d e l i n i a t e  t h e  s e i z u r e  f o c i .  I n  a d d i t i o n ,  

i n  s e v e r a l  a n i m a l s  a n  a t t e m p t  w as  made  t o  e x a m i n e  t h e  

a c t i v i t y  o f  t h e  s e c o n d a r y  f o c u s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  

i n f l u e n c e s  o f  t h e  p r i m a r y  f o c u s .  T h i s  w as  a c c o m p l i s h e d  by 

t h e  i n t r a v e n o u s  a d m i n i s t r a t i o n  o f  GABA, a  n e u r o t r a n s m i t t e r  

t h a t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o  b e  a n  a n t i - e p i l e p t i c  when  i t  

r e a c h e s  s u f f i c i e n t  l e v e l s  i n  b r a i n  t i s s u e .  U n d e r  n o r m a l  

c i r c u m s t a n c e s ,  GABA i s  u n a b l e  t o  p e n e t r a t e  t h e  BBB a n d  s o  h a s  

l i m i t e d  o r  no  e f f e c t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  i n t a c t  BBB. 

C o n s e q u e n t l y ,  s i n c e  t h e  b a r r i e r  i n  t h e  p r i m a r y  f o c i  s h o u l d  b e  

d i s r u p t e d  f r o m  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  b i l e  s a l t ,  GABA s h o u l d  

r e a c h  l e v e l s  h i g h  e n o u g h  t o  a l t e r  a c t i v i t y  i n  t h e  p r i m a r y  

f o c i  w i t h o u t  h a v i n g  a  d i r e c t  e f f e c t  on  t h e  s e c o n d a r y  f o c i  

w h e r e  t h e  BBB i s  i n t a c t .

RESULTS

M i n u t e s  f o l l o w i n g  t h e  en d  o f  t h e  b i l e  s a l t  a p p l i c a t i o n ,
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E v a n s  b l u e  c o u l d  b e  s e e n  e x t r a v a s a t i n g  a r o u n d  c o r t i c a l  

v e s s e l s  a n d  u l t i m a t e l y  s p r e a d i n g  t o  s t a i n  t h e  s u r r o u n d i n g  

c o r t e x .  The  s t a i n  w as  3+ i n  a l l  a n i m a l s  a s  a s s e s e d  by t h e  

p r o c e d u r e  i n  E x p e r i m e n t  I  a n d  w a s  l i m i t e d  t o  t h e  a r e a  w h e r e  

t h e  b i l e  s a l t  w as  t o p i c a l l y  a p p l i e d .  The  a r e a  d e m a r c a t e d  by 

t h e  E v a n s  b l u e  w as  a  g u i d e  f o r  p l a c i n g  t h e  e l e c t r o d e s  o v e r  

t h e  p e r f u s e d  c o r t e x .  E l e c t r o d e  r e c o r d i n g s  w e r e  c o n f i n e d  t o  

t h i s  a r e a  on  t h e  r i g h t  h e m i s p h e r e  a n d  t o  t h e  h o m o t o p i c  a r e a  

o f  t h e  l e f t  c o r t e x .

I m m e d i a t e l y  f o l l o w i n g  t h e  t e r m i n a t i o n  o f  t h e  c o r t i c a l  

a p p l i c a t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e r s p i k e  a c t i v i t y  w as  p r e s e n t  i n  

t h e  p r i m a r y  f o c u s  i n  t h r e e  o f  e i g h t  a n i m a l s  ( T a b l e  8 ) ( F i g u r e  

2 4 ) .  D e p e n d e n t  s p i k e s  w e r e  r e c o r d e d  o v e r  t h e  c o n t r a l a t e r a l  

h e m i s p h e r e  i n  o n l y  o n e  a n i m a l .  O v e r  t h e  n e x t  30 m i n u t e s  t h e  

s p i k e  a c t i v i t y  r e m i t t e d  i n  tw o  a n i m a l s  a n d  w as  l i m i t e d  t o  

i n f r e q u e n t  s p i k e s  i n  t h e  t h i r d  ( T a b l e  8 ) .

S u b s e q u e n t  t o  t h e  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  l c c  o f  17.5% 

d e h y d r o c h o l a t e ,  s p i k e  a c t i v i t y  w as  r e c o r d e d  f r o m  t h e  

d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  i n  a l l  a n i m a l s .  I n  tw o  a n i m a l s  s p i k e s  

o c c u r r e d  d u r i n g  t h e  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  

a n d  i n  t h e  r e m a i n i n g  a n i m a l s  w e r e  o b s e r v e d  w i t h i n  e i g h t  

m i n u t e s  o f  t h e  i n j e c t i o n  ( T a b l e  8 ) .  T he  a c t i v i t y  i n  t h e
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p r i m a r y  f o c u s  c o n s i s t e d  o f  s p i k e s  a n d  a f t e r  d i s c h a r g e s  

( F i g u r e  25) t h a t  v a r i e d  i n  f r e q u e n c y  among t h e  e x p e r i m e n t a l  

a n i m a l s .

A f t e r  a  v a r i a b l e  p e r i o d  o f  t i m e  ( 5 - 3 0  m i n u t e s )  f o l l o w i n g  

t h e  i n t r a v e n o u s  d e h y d r o c h o l a t e ,  s p i k e  a c t i v i t y  o c c u r r e d  i n  

t h e  c o r t e x  c o n t r a l a t e r a l  ( s e c o n d a r y  f o c u s )  t o  t h e  p r e f u s e d  

h e m i s p h e r e  i n  a l l  a n i m a l s  ( T a b l e  8 ) ( F i g u r e  2 5 ) .  T h e s e  s p i k e s  

( d e p e n d e n t )  o c c u r r e d  r e g u l a r l y  a f t e r  d i s c h a r g e s  o f  t h e  

p r i m a r y  f o c u s .  H o w ev e r ,  t h e  d e p e n d e n t  s p i k e s  d i d  n o t  f o l l o w  

e v e r y  d i s c h a r g e  o f  t h e  p r i m a r y  f o c u s  b u t  t e n d e d  t o  f o l l o w  

s p i k e s  t h a t  h a d  a  p a r t i c u l a r  c o n f i g u r a t i o n  ( F i g u r e  2 6 ) .

S i x  o f  e i g h t  a n i m a l s  d e v e l o p e d  s p i k e  a c t i v i t y  i n  t h e  

s e c o n d a r y  f o c u s  i n d e p e n d e n t  o f  a c t i v i t y  i n  t h e  p r i m a r y  f o c u s  

( T a b l e  8) ( F i g u r e  2 7 ) .  E x c e p t  f o r  o n e  a n i m a l  (#2)  w h e r e  t h i s  

a c t i v i t y  d e v e l o p e d  w i t h i n  m i n u t e s  o f  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  

d e p e n d e n t  s p i k e s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  i n d e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y  

o c c u r r e d  f r o m  3 0 m i n u t e s  t o  90 m i n u t e s  f o l l o w i n g  t h e  

d e v e l o p m e n t  o f  d e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y .

GABA w as  a d m i n i s t e r e d  i n t r a v e n o u s l y  i n  f i v e  r a t s  w i t h  

a c t i v e  d i s c h a r g e s  i n  t h e  p r i m a r y  a n d  s e c o n d a r y  f o c i .  S p i k e  

a c t i v i t y  i n  t h e  p r i m a r y  f o c u s  a n d  a n d  d e p e n d e n t  d i s c h a r g e s  i n  

t h e  s e c o n d a r y  f o c u s  w e r e  i n h i b i t e d  i n  tw o  a n i m a l s  ( F i g u r e
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2 8 ) .  I n  b o t h  o f  t h e s e  a n i m a l s  a  p r e v i o u s l y  e s t a b l i s h e d  

i n d e p e n d e n t  d i s c h a r g e  f o c u s  was  n o t  a f f e c t e d  by t h e  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  GABA ( F i g u r e  28  & 2 9 ) .  I n  a  t h i r d  a n i m a l  

t h e  s p i k e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r i m a r y  f o c u s  a n d  t h e  d e p e n d e n t  

d i s c h a r g e s  i n  t h e  s e c o n d a r y  f o c u s  w e r e  d e c r e a s e d  f o l l o w i n g  

t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  GABA. Of t h e  two r e m a i n i n g  a n i m a l s ,  

o n e  a n i m a l  d e m o n s t r a t e d  a  r e v e r s a l  o f  s p i k e  p o l a r i t y  i n  t h e  

p r i m a r y  f o c u s  f o l l o w i n g  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  GABA ( F i g u r e  

3 0 ) .  One a n i m a l  h a d  no  c h a n g e  i n  s p i k e  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  

GABA a d m i n i s t r a t i o n .

I n  o n e  a n i m a l  (#  3) w i t h  s p i k e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r i m a r y  

a n d  s e c o n d a r y  f o c u s  ( d e p e n d e n t  a n d  i n d e p e n d e n t  s p i k e s ) , t h e  

c o r p u s  c o l l o s u m  was  s e c t i o n e d  by  a  r i g h t  p a r a s a g g i t a l  

i n c i s i o n  t h r o u g h  t h e  c o r t e x  e x t e n d i n g  m e d i a l l y  t h r o u g h  t h e  

c o l l o s u m .  I m m e d i a t e l y  f o l l o w i n g  t h e  c o l l o s a l  s e c t i o n ,  t h e  

d e p e n d e n t  s p i k e s  i n  t h e  s e c o n d a r y  f o c u s  r e m i t t e d  w h i l e  s p i k e  . 

a c t i v i t y  r e m a i n e d  i n  t h e  p r i m a r y  f o c u s  ( F i g u r e  31) . I n  

a d d i t i o n ,  a l t h o u g h  d e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y  w as  a b o l i s h e d  

w i t h  t h e  c o l l o s a l  s e c t i o n ,  t h e  i n d e p e n d e n t  s p i k e s  i n  t h e  

s e c o n d a r y  f o c u s  r e m a i n e d .  C o l l o s a l  s e c t i o n  w as  c o n f i r m e d  a t  

a u t o p s y  t o  i n c l u d e  t h e  e n t i r e  c o l l o s u m  e x c e p t  f o r  t h e  

a n t e r i o r  a n d  p o s t e r i o r  c o m m i s u r e s .
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DISCUSSION

From E x p e r i m e n t s  I - V  i t  w a s  a p p a r a n t  t h a t  d e h y d r o c h o l a t e  

i s  a f f e c t i v e  i n  d i s r u p t i n g  t h e  BBB w h e t h e r  i t  i s  a p p l i e d  t o  

t h e  l u m i n a l  o r  a b l u m i n a l  s u r f a c e  o f  t h e  c e r e b r a l  v a s c u l a t u r e .  

W h e t h e r  t h e  m e c h a n i s m  o f  d i s r u p t i o n  i s  t h e  same i n  b o t h  t h e  

c a r o t i d  a d m i n i s t r a t i o n  a n d  t h e  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  

d e h y d r o c h o l a t e  i s  a s  y e t  t o  b e  d e t e r m i n e d .

I n  E x p e r i m e n t  V t h e  t y p e  a n d  t i m e  c o u r s e  o f  t h e  c o r t i c a l

i r r i t a b i l i t y  i n i t i a t e d  by d e h y d r o c h o l a t e  w a s  f u r t h e r  d e f i n e d

t o  i n d i c a t e  t h a t  t h e  t h e  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f

d e h y d r o c h o l a t e  l i k e  t h e  i n t r a c a r o t i d  a d m i n i s t r a t i o n  r e s u l t s

i n  s e i z u r e  a c t i v i t y  p r e s e n t i n g  a s  s p i k e s  o v e r  t h e  d i s r u p t e d

a r e a .  H o w ev e r ,  i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h e  i n t e n s i t y  a n d

d u r a t i o n  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y  w i t h  i n t r a c a r o t i d  a d m i n i s t r a t i o n

a r e  g r e a t e r  t h a n  t h a t  e l i c i t e d  w i t h  t h e  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n

o f  d e h y d r o c h o l a t e  a l o n e .  T h i s  d i f f e r e n c e  i n  i n t e n s i t y  a n d

d u r a t i o n  may b e  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  w i t h  l o c a l  a p p l i c a t i o n  
*

t h e  a v a i l a b l e  d e h y d r o c h o l a t e  w i t h i n  t h e  e p i l e p t o g e n i c  a r e a  i s  

l i m i t e d  c o m p a r e d  t o  t h e  s u p p l y  o f  d e h y d r o c h o l a t e  t h a t  i s
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c o n t i n u a l l y  r e c i r c u l a t i n g  i n  t h e  s y s t e m i c  c i r c u l a t i o n  

f o l l o w i n g  i t s  i n t r a c a r o t i d  a d m i n i s t r a t i o n .  I n  t h e  l a t t e r  

c o n d i t i o n ,  s i n c e  t h e  b a r r i e r  i s  d i s r u p t e d ,  t h e  b i l e  s a l t  c a n  

c o n t i n u e  t o  p e n e t r a t e  t h e  BBB r e i n f o r c i n g  t h e  s e i z u r e  f o c u s  

a s  i n  E x p e r i m e n t  I  o r  i n i t i a t i n g  t h e  s p i k e  f o c u s  a s  

d e m o n s t r a t e d  i n  E x p e r i m e n t  IV .  T h i s  c o n c l u s i o n  i s  s u p p o r t e d  

by t h e  e l e c t r o p h y s i o l o g i c  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  t h e  i n t r a v e n o u s  

i n j e c t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  i n  t h e  p r e s e n t  E x p e r i m e n t  V i n  

t h a t  s p i k e  a c t i v i t y  t h a t  h a d  a b a t e d  o r  s t o p p e d  a f t e r  a  p e r i o d  

o f  t i m e  f o l l o w i n g  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  w a s  e n h a n c e d  f o l l o w i n g  

t h e  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e .  The  f r e q u e n c y  

o f  s p i k e  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  i n t r a v e n o u s  d e h y d r o c h o l a t e  

c l o s e l y  r e s e m b l e d  t h a t  o b s e r v e d  i n  E x p e r i m e n t  I .

F u r t h e r m o r e ,  t h e  s e i z u r e  a c t i v i t y  t h a t  o c c u r s  w i t h  

i n t r a c a r o t i d  d e h y d r o c h o l a t e  i s  m a r k e d  by  s e i z u r e  a c t i v i t y  

o v e r  t h e  d i s r u p t e d  a n d  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  a n d  t h u s  

b i l a t e r a l  i n  n a t u r e .  A l t h o u g h ,  a s  d i s c u s s e d  i n  E x p e r i m e n t  I ,  

v a r i o u s  m e c h a n i s m s  c a n  a c c o u n t  f o r  t h e  s e i z u r e s  o v e r  t h e  n o n -  

d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  E x p e r i m e n t  V s u p p o r t s  t h e  t h e o r y  o f  a n  

i n t e r - h e m i s p h e r i c  p r o p a g a t i o n  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y  f r o m  t h e  

d i s r u p t e d  t o  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  I n t e r - h e m i s h e r i c  

p r o p a g a t i o n  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y  h a s  b e e n  p r o p o s e d  i n  o t h e r
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s t u d i e s  t h a t  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  s e i z u r e  

a c t i v i t y  i n  a n  a r e a  o f  h o m o t o p i c  c o r t e x  o p p o s i t e  a  p r e v i o u s l y  

e s t a b l i s h e d  p r i m a r y  s e i z u r e  f o c u s .  The  n a t u r e  o f  t h e  s e i z u r e  

a c t i v i t y  i n  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  a s  m e a s u r e d  i n  

E x p e r i m e n t  V c l o s e l y  r e s e m b l e s  t h a t  r e p o r t e d  t o  o c c u r  i n  

s e c o n d a r y  f o c i ,  n a m e l y  t h e  p r e s e n c e  o f  d e p e n d e n t  s p i k e  

a c t i v i t y  i n  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  a s  a  r e s u l t  o f  

t r a n s c o l l o s a l  p r o p a g a t i o n  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y  f r o m  t h e  

p r i m a r y  f o c u s .  T h e  d e p e n d e n t  s p i k e s  o b s e r v e d  w o u l d  t h e n  b e  

t h e  r e s u l t  o f  a c t i v a t i o n  o f  c o r t e x  t o  w h i c h  t h e  p r i m a r y  f o c u s  

p r o j e c t s .  I n  f i v e  o f  t e n  a n i m a l s  i n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  

i n d e p e n d e n t  s p i k e s  w e r e  o b s e r v e d  t h e r e b y  i n d i c a t i n g  t h e  

e s t a b l i s h m e n t  o f  a n  i n d e p e n d e n t  s p i k e  f o c u s  i n  t h e  n o n -  

d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  T h u s  i t  a p p e a r s  f r o m  t h e  p r e s e n c e  o f  

t h e s e  i n d e p e n d e n t  s p i k e s  t h a t  t h e  c o n t i n u e d  e x c i t a t i o n  o f  t h e  

h o m o t o p i c  c o r t e x  f r o m  p r o p a g a t e d  a c t i v i t y  i n  t h e  p r i m a r y  

f o c u s  ( d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e )  r e s u l t s  o v e r  t i m e  i n  t h e  

e s t a b l i s h m e n t  o f  a n  i n d e p e n d e n t  s e i z u r e  f o c u s  i n  t h e  

h o m o t o p i c  c o r t e x .  A c o n c l u s i o n  t h a t  c o r r o b o r a t e s  p r e v i o u s l y  

p u b l i s h e d  s t u d i e s  ( T o r r e s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .

The c h a n g e s  i n  s e i z u r e  a c t i v i t y  w i t h  t h e  i n t r a v e n o u s  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  GABA s u p p o r t  t h e  n a t u r e  o f  t h e  d e p e n d e n t
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a n d  i n d e p e n d e n t  p r o p e r t i e s  o f  t h e  s e c o n d a r y  f o c u s  i n  t h e  n o n -  

d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  S i n c e  GABA, a  d e m o n s t r a t e d  a n t i ­

e p i l e p t i c  a g e n t ,  i s  u n a b l e  t o  p e n e t r a t e  t h e  BBB ( v a n  G e l d e r  

e t  a l . ,  1 9 5 8 ;  O l d e n d o r f ,  1 9 7 1 ) ,  t h e n  a c c e s s  o f  t h e  d r u g  

s h o u l d  b e  l i m i t e d  t o  t h e  p r i m a r y  f o c u s  w h e r e  t h e  BBB i s  

d i s r u p t e d .  T h e r e f o r e ,  t h e  e f f e c t s  o f  GABA s h o u l d  b e  l i m i t e d  

t o  s e i z u r e s  a r i s i n g  f r o m  a n d  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  p r i m a r y  

f o c u s .  T h i s  w a s  t h e  c a s e  i n  E x p e r i m e n t  V i n  t h r e e  a n i m a l s  

w h e r e  GABA w as  a b l e  t o  d e c r e a s e  o r  s t o p  t h e  s e i z u r e  a c t i v i t y  

i n  t h e  p r i m a r y  f o c u s  a s  w e l l  a s  t h e  d e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y  

i n  t h e  s e c o n d a r y  f o c u s  t h a t  d e p e n d e d  on  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e

p r i m a r y  f o c u s .  H o w ev e r ,  i n  tw o  a n i m a l s  t h a t  w e r e

d e m o n s t r a t i n g  i n d e p e n d e n t  s p i k e s ,  GABA w a s  n o t  a b l e  t o  a l t e r  

t h i s  a c t i v i t y .  T h i s  w as  p r e s u m a b l y  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  

BBB i n  t h e  s e c o n d a r y  f o c u s  w as  i n t a c t ,  h e n c e  i m p e d i n g  t h e  

p a s s a g e  a n d  t h e  e f f e c t s  o f  GABA o n  t h e  s e c o n d a r y  f o c u s .  The

c h a n g e  i n  s p i k e  p o l a r i t y  i n  o n e  a n i m a l  c o n c u r s  w i t h  a

p r e v i o u s  r e p o r t  o f  a  d e c r e a s e  i n  t h e  s u r f a c e  n e g a t i v e  

r e s p o n s e  by GABA d u e  t o  a n  i n h i b i t i o n  o f  t h e  d e p o l a r i z i n g  

p o s t - s y n a p t i c  p o t e n t i a l s  ( P u r p u r a  e t  a l . , 1 9 5 8 ) .

F o l l o w i n g  s e c t i o n  o f  t h e  c o r p u s  c o l l o s u m ,  s e i z u r e  

a c t i v i t y  i n  t h e  p r i m a r y  f o c u s  w a s  u n a l t e r e d ,  w h i l e  t h e
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d e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y  c e a s e d .  T h e s e  r e s u l t s  e m p h a s i z e  t h e  

c o l l o s a l  p a t h w a y  i n  t h e  g e n e r a t i o n  o f  d e p e n d e n t  s p i k e  

a c t i v i t y  i n  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  P r o p a g a t i o n  a l o n g  

t h i s  p a t h w a y  p r o b a b l y  e x p l a i n s  t h e  b i l a t e r a l  s e i z u r e s  

o b s e r v e d  d u r i n g  u n i l a t e r a l  BBB d i s r u p t i o n  i n  E x p e r i m e n t s  I  

a n d  I I .  A l t h o u g h  a  p o s s i b l e  s u b c o r t i c a l  m e c h a n i s m  h a s  n o t  

b e e n  e n t i r e l y  r u l e d  o u t ,  t h e  f i n d i n g s  p r e s e n t e d  i n  t h i s  s t u d y  

i n d i c a t e  t h a t  s e i z u r e s  o r i g i n a t i n g  o v e r  t h e  n o n - d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e  a r e  d u e  t o t a l l y  o r  i n  l a r g e  p a r t  by  p r o p a g a t i o n  

f r o m  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  t o  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  

by i n t e r - h e m i s p h e r i c  c o m m i s s u r e s .
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GENERAL DISCUSSION

The r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  c o r r o b o r a t e  a n d  

e x t e n d  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  d i s t u r b a n c e s  i n  n e u r o n a l  f u n c t i o n  

a c c o m p a n y  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e .

A l t e r a t i o n s  i n  t h e  EEG w e r e  n o t e d  i n  a l l  a n i m a l s  s u b j e c t e d  t o  

BBB d i s r u p t i o n .  E l e c t r o e n c e p h a l o g r a p h i c  c o n s e q u e n c e s  o f  BBB 

d i s r u p t i o n  h a v e  a l s o  b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  a  s e r i e s  o f  r e p o r t s  

i n v e s t i g a t i n g  t h e  e f f e c t s  o f  e n h a n c e d  BBB p e r m e a b i l i t y  on  

n e u r o n a l  f u n c t i o n .  T h e s e  e f f e c t s  h a v e  i n c l u d e d  s l o w i n g  a n d  

d e c r e a s e d  a m p l i t u d e  o f  t h e  s p o n t a n e o u s  EEG a s  w e l l  a s  t h e  

d e v e l o p m e n t  o f  e p i l e p t i f o r m  a c t i v i t y  ( B l o o r  e t  a l ,  1 9 5 1 ;  

F l o d m a r k  e t  a l . ,  1 9 6 2 ,  1 9 6 3 a ,  1 9 6 3 b ;  F i e s c h i  e t  a l . , 1 9 8 0 ) ;  

f i n d i n g s  s i m i l a r  t o  t h o s e  r e p o r t e d  i n  t h e  p r e s e n t  

i n v e s t i g a t i o n .

The  t y p e  a n d  e x t e n t  o f  EEG c h a n g e s  r e p o r t e d  i n  t h e  

l i t e r a t u r e  h a v e  v a r i e d  b o t h  w i t h  t h e  t e c h n i q u e  u s e d  f o r  

d i s r u p t i o n  a n d  t h e  d e g r e e  o f  d i s r u p t i o n .  I n  a n  i n v e s t i g a t i o n  

o f  EEG c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  f r o m  t h e  

i n t r a c a r o t i d  a d m i n i s t r a t i o n  o f  v a r i o u s  c o n t r a s t  a g e n t s  u s e d  

f o r  a n g i o g r a p h y ,  B l o o r  e t  a l .  (19 5 1 )  r e p o r t e d  a n  i n c r e a s e  i n  

s l o w i n g  o f  t h e  EEG a s  w e l l  a s  a n  i n c r e a s e  i n  s p i k e  a c t i v i t y
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a s  d i s r u p t i o n  i n c r e a s e d .  F l o d m a r k  e t  a l .  (1 9 6 2 )  r e p o r t e d  

t h a t  r e v e r s i b l e  d i s r u p t i o n  o f  t h e  BBB w i t h  a  l o w e r  d o s e  o f  

c o n t r a s t  a g e n t  t h a n  t h a t  u s e d  by B l o o r  e t  a l .  (1951)  was  

u n a c c o m p a n i e d  by  EEG c h a n g e s .  F i e s c h i  e t  a l .  ( 1 9 8 0 ) ,  

h o w e v e r ,  r e p o r t e d  t a r d i v e  p a r o x y s m a l  a c t i v i t y  s u b s e q u e n t  t o  

r e v e r s i b l e  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  w i t h  h y p e r o s m o t i c  p e r f u s i o n  

t h r o u g h  t h e  i n t e r n a l  c a r o t i d  a r t e r y .  I n  c o n t r a s t ,  r e v e r s i b l e  

d i s r u p t i o n  o f  t h e  BBB by t h e  i n t r a c a r o t i d  a d m i n i s t r a t i o n  o f  

m e r c u r i c  c h l o r i d e  r e s u l t e d  i n  a  p r o g r e s s i v e  d e c r e a s e  i n  

a m p l i t u d e  a n d  a n  i n c r e a s e  i n  s l o w i n g  o f  t h e  EEG o v e r  t h e  

d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  ( F l o d m a r k  e t  a l . ,  1 9 6 3 a ) .

T he  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  t h e s i s  s u b s t a n t i a t e  t h e  EEG 

f i n d i n g s  f r o m  t h e  p r e v i o u s  s t u d i e s  a s  w e l l  a s  t h e  d e s c r i p t i o n  

by  S p i g e l m a n  e t  a l .  (1 9 8 3 )  o f  b e h a v i o r a l  s e i z u r e s  f o l l o w i n g  

b a r r i e r  d i s r u p t i o n  w i t h  s o d i u m  d e h y d r o c h o l a t e .  B a r r i e r  

d i s r u p t i o n  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  r e s u l t s  i n  s l o w i n g  o f  t h e  

s p o n t a n e o u s  EEG a s  w e l l  a s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s e i z u r e  

a c t i v i t y .  A l t h o u g h  s e i z u r e  a c t i v i t y  w as  p r e s e n t  f o r  a l l  

g r a d e s  o f  d i s r u p t i o n ,  t h e  f r e q u e n c y  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y  

i n c r e a s e d  a s  t h e  e x t e n t  o f  d i s r u p t i o n  i n c r e a s e d .  The  a b i l i t y  

o f  p h o t i c  s t i m u l a t i o n  t o  i n c r e a s e  s p i k e  a c t i v i t y  i n  some o f  

t h e  a n i m a l s  f u r t h e r  i n d i c a t e s  a  l o w e r i n g  o f  t h e  s e i z u r e
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t h r e s h o l d  f o l l o w i n g  BBB d i s r u p t i o n  w i t h  s o d iu m  

d e h y d r o c h o l a t e .  The  d e v e l o p m e n t  o f  s e i z u r e s  i n  some a n i m a l s  

a f t e r  o n l y  a  few s e c o n d s  o f  t h e  d e h y d r o c h o l a t e  i n f u s i o n  

s u g g e s t s  t h a t  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  i s  i m m e d i a t e .  T h e r e f o r e ,  

s e i z u r e  a c t i v i t y  r e f l e c t e d  t h e  t i m e  a n d  e x t e n t  o f  BBB 

d i s r u p t i o n  a n d  d e s e r v e s  s t u d y  a s  a  p o t e n t i a l  n o n - i n v a s i v e  

i n d i c a t o r  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n .

P r e v i o u s  r e p o r t s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  d e s o x y c h o l a t e ,  a  

m o r e  t o x i c  b i l e  s a l t ,  c a n  p r o d u c e  s e i z u r e  a c t i v i t y  when t h e  

a g e n t  i s  a p p l i e d  d i r e c t l y  t o  t h e  p i a l  s u r f a c e  o r  i n t r o d u c e d  

i n t o  t h e  CSF. S i m i l a r l y ,  t h e  s e i z u r e  a c t i v i t y  o b s e r v e d  i n  

t h e  p r e s e n t  t h e s i s  m o s t  l i k e l y  r e s u l t e d  f r o m  a c c e s s  o f  

d e h y d r o c h o l a t e  i n t o  t h e  n e u r o n a l  e n v i r o n m e n t  t h r o u g h  t h e  

p e r m e a b l e  b a r r i e r .  T h i s  i s  s u p p o r t e d  i n d i r e c t l y  i n  

E x p e r i m e n t  I  by  t h e  f a i l u r e  o f  any  o f  t h e  c o n t r o l  a n i m a l s  t o  

d e v e l o p  s e i z u r e  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  t h e  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  

o f  d e h y d r o c h o l a t e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  BBB d i s r u p t i o n .  D i r e c t  

e v i d e n c e  f o r  t h e  e p i l e p t o g e n i c  p r o p e r t i e s  o f  d e h y d r o c h o l a t e  

i s  p r e s e n t e d  i n  t h e  r e s u l t s  o f  E x p e r i m e n t s  IV a n d  V. The 

d e v e l o p m e n t  o f  s e i z u r e s  s u b s e q u e n t  t o  t h e  i n t r a v e n o u s  

i n j e c t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  i n  a n i m a l s  w h o se  b a r r i e r s  w e r e  

p r e v i o u s l y  d i s r u p t e d  ( E x p e r i m e n t  IV) i m p l i e s  t h a t  f o r
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d e h y d r o c h o l a t e  t o  a c t i v a t e  n e u r o n a l  t i s s u e ,  a c c e s s  t o  t h e  

n e u r o n a l  e n v i o r n m e n t  i s  e s s e n t i a l .  T h i s  i s  f u r t h e r  s u p p o r t e d  

by  t h e  p r o d u c t i o n  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y  f o l l o w i n g  t h e  t o p i c a l  

a p p l i c a t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e ,  w h e r e  t h e r e  i s  no  b a r r i e r  

b e t w e e n  t h e  a g e n t  a n d  t h e  n e u r o n a l  t i s s u e .

The  f i n d i n g  t h a t  c i r c u l a t i n g  d e h y d r o c h o l a t e  c a n  r e s u l t  

i n  s e i z u r e  a c t i v i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  p e r m e a b l e  b a r r i e r  

may a c c o u n t  f o r  t h e  p e r s i s t a n c e  o f  s p i k e  a c t i v i t y  i n  9 o f  12 

a n i m a l s  w i t h  EEG a t  t h e  e n d  o f  t h e  o b s e r v a t i o n  p e r i o d  ( t h r e e  

h o u r s )  i n  E x p e r i m e n t  I .  T h i s  may b e  a t t r i b u t e d  t o  t h e  

c o n t i n u e d  r e c i r c u l a t i o n  a n d  p e n e t r a t i o n  t h r o u g h  t h e  d i s r u p t e d  

b a r r i e r  by t h e  r e s i d u a l  d e h y d r o c h o l a t e  i n  t h e  s y s t e m i c  

c i r c u l a t i o n  s u b s e q u e n t  t o  t h e  c a r o t i d  i n f u s i o n .  The  same 

e x p l a n a t i o n  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  by  F l o d m a r k  e t  a l .  ( 1 9 6 2 ) ,  who 

r e p o r t e d  t h a t  r e v e r s i b l e  BBB d i s r u p t i o n  w i t h  low d o s e  c a r o t i d  

p e r f u s i o n  w i t h  t h e  c o n t r a s t  a g e n t  U ro k o n  i s  u n a c c o m p a n i e d  by 

a n y  EEG c h a n g e s .  H o w e v e r ,  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n  o f  U ro k o n  

d u r i n g  b a r r i e r  d i s r u p t i o n  r e s u l t e d  i n  EEG c h a n g e s  w h i c h  

i n c l u d e d  s p i k e  a c t i v i t y .  F l o d m a r k  a t t r i b u t e d  t h i s  t o  t h e  

p e n e t r a t i o n  t h r o u g h  t h e  BBB o f  t h e  c i r c u l a t i n g  c o n t r a s t  a g e n t  

w i t h  s u b s e q u e n t  a l t e r a t i o n s  o f  n e u r o n a l  f u n c t i o n .  A l t h o u g h  

r e c i r c u a l t i o n  a n d  p e n e t r a t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  may a c c o u n t
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f o r  t h e  p e r s i s t e n c e  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y  i n  t h e  t h r e e  h o u r s  

f o l l o w i n g  BBB d i s r u p t i o n ,  t h i s  m e c h a n i s m  i s  u n l i k e l y  t o  

a c c o u n t  f o r  t h e  p e r s i s t a n c e  o f  s e i z u r e s  i n  tw o  a n i m a l s  24  

h o u r s  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n  ( E x p e r i m e n t  I I I )  when 

d e h y d r o c h o l a t e  h a s  b e e n  c l e a r e d  f r o m  t h e  s y s t e m i c  

c i r c u l a t i o n .  R a t h e r ,  t h e  o c c u r r a n c e  o f  s p i k e  a c t i v i t y  24 

h o u r s  f o l l o w i n g  BBB d i s r u p t i o n  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  may r e s u l t  

f r o m  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  a n  e p i l e p t i c  f o c u s ,  w h o se  p r e s e n c e  

d e p e n d s  u p o n  t h e  p e r s i s t e n c e  o f  a l t e r e d  n e u r a l  a c t i v i t y  

g e n e r a t e d  s h o r t l y  a f t e r  d i s r u p t i o n .

W h i l e  t h e  t h e  e p i l e p t i c  a c t i v i t y  r e c o r d e d  d u r i n g  a n d  

f o l l o w i n g  BBB d i s r u p t i o n  i s  d u e  t o  t h e  e f f e c t s  o f  

d e h y d r o c h o l a t e  on  n e u r o n a l  t i s s u e ,  t h e  m e c h a n i s m  f o r  t h e  

s h i f t  t o  s l o w e r  a c t i v i t y  a n d  d e c r e a s e  i n  a m p l i t u d e  o f  t h e  EEG 

a s s o c i a t e d  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  d i s r u p t i o n  i s  l e s s  c e r t a i n .  

A l t h o u g h  t h e  c h a n g e s  i n  t h e  s p o n t a n e o u s  EEG c a n . r e s u l t  i n  

p a r t  f r o m  t h e  d i r e c t  a c t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  on  n e u r o n a l  

t i s s u e  o r  i n d i r e c t l y  f r o m  n e u r o n a l  d y s f u n c t i o n  s e c o n d a r y  t o  

s e i z u r e  a c t i v i t y ,  s l o w i n g  o f  t h e  EEG a s  w e l l  a s  d e c r e a s e s  i n  

a m p l i t u d e  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  f o l l o w i n g  BBB d i s r u p t i o n  u s i n g  

a  v a r i e t y  o f  o t h e r  t e c h n i q u e s .  I n  a d d i t i o n ,  s l o w i n g  o f  t h e  

EEG h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  o c c u r  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  s e i z u r e
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a c t i v i t y .  T h i s  w as  a l s o  t h e  c a s e  i n  E x p e r i m e n t  IV ,  w h e r e  BBB 

d i s r u p t i o n  w i t h  e t o p o s i d e  a n d  m a n n i t o l  r e s u l t e d  i n  s l o w i n g  o f  

t h e  EEG a n d  d e c r e a s e d  a m p l i t u d e  o v e r  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  

i n  t h e  a b s e n c e  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y .  S l o w i n g  a n d  a m p l i t u d e  

c h a n g e s  i n  t h e  EEG h a v e  b e e n  o b s e r v e d  i n  r e s p o n s e  t o  a 

v a r i e t y  o f  c l i n i c a l  c o n d i t i o n s  t h a t  a f f e c t  b r a i n  f u n c t i o n  

( e . g .  b r a i n  t u m o r s ,  i s c h e m i a  a n d  m e t a b o l i c  e n c e p h a l o p a t h y ) .

I n  t h e  a b s e n c e  o f  an y  known i s c h e m i c  c h a n g e s  w i t h  

d e h y d r o c h o l a t e  d i s r u p t i o n  ( L e v i n e  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) ,  t h e  s l o w i n g  

a n d  a m p l i t u d e  a l t e r a t i o n s  s e e n  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  may b e  i n  

p a r t  a  d i r e c t  c o n s e q u e n c e  o f  b a r r i e r  p e r m e a b i l i t y .  

S p e c i f i c a l l y ,  b e c a u s e  o f  t h e  b r e a k  down i n  t h e  b a r r i e r  

b e t w e e n  t h e  v a s c u l a r  a n d  e x t r a c e l l u l a r  c o m p a r t m e n t s  o f  t h e  

b r a i n ,  c h a n g e s  i n  t h e  e l e c t r o l y t e  a n d  m e t a b o l i c  m i l i e u  o f  t h e  

e x t r a c e l l u l a r  a n d  c e l l u l a r  s p a c e s  o f  t h e  b r a i n  a r e  p o s s i b l e .  

T h e s e  c h a n g e s  c a n  l e a d  t o  a l t e r a t i o n s  i n  n e u r o n a l  f u n c t i o n  

t h a t  w o u l d  b e  m a n i f e s t e d  by a l t e r a t i o n s  i n  t h e  EEG. One 

w o u l d  e x p e c t  t h a t  i f  t h i s  i s  t h e  c a s e ,  t h e n  t h e  g r e a t e r  t h e  

d i s r u p t i o n  i n  t h e  BBB, t h e  m o r e  m a r k e d  t h e  c h a n g e s  i n  t h e  

EEG. T h i s  w as  t h e  c a s e  i n  E x p e r i m e n t  I ,  w h e r e  t h e  d e c r e a s e  

i n  a m p l i t u d e  a n d  p r e v a l e n c e  o f  s l o w i n g  w as  g r e a t e r  f o r  

a n i m a l s  w i t h  m o r e  e x t e n s i v e  d i s r u p t i o n  ( E x p e r i m e n t  I ,  T a b l e
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1) .
D e s p i t e  t h e  m a r k e d  c h a n g e s  i n  t h e  EEG t h a t  o c c u r r e d  

i m m e d i a t e l y  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n ,  t h e  EEG i n  t h e  m a j o r i t y  o f  

a n i m a l s  w i t h  1+ a n d  2+ d i s r u p t i o n  (9 o f  12)  r e v e r t e d  t o  

p r e - d i s r u p t i o n  l e v e l s  ( T a b l e  1 ) .  T h i s  w a s  a l s o  t h e  c a s e  i n  

e x p e r i m e n t  I I I ,  w h e r e  on  v i s u a l  i n s p e c t i o n  (G ro u p  1) t h e  

s p o n t a n e o u s  EEG r e c o r d e d  24 h o u r s  f o l l o w i n g  t h e  i n t r a c a r o t i d  

i n f u s i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e  w a s  u n c h a n g e d  f r o m  t h a t  r e c o r d e d  

p r i o r  t o  d i s r u p t i o n  i n  s i x  o f  n i n e  a n i m a l s  w i t h  1+ a n d  2+ 

d i s r u p t i o n .  T h i s  w a s  s u b s t a n t i a t e d  q u a n t i t a t i v e l y  i n  t h a t  

t h e  s p e c t r a l  c o m p o n e n t s  o f  t h e  EEG d i d  n o t  c h a n g e  

s i g n i f i c a n t l y  f r o m  p r e - d i s r u p t i o n  v a l u e s  f o r  up  t o  72 h o u r s  

f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  w h a t e v e r  

e l e c t r o p h y s i o l o g i c  c h a n g e s  o c c u r  a c u t e l y  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  

d i s r u p t i o n ,  t h e y  t e n d  t o  n o r m a l i z e  i n  t i m e .  T h e s e  f i n d i n g s  

a l s o  s u p p o r t  w o rk  by R a p o p o r t  e t  a l . , ( 1 9 7 3 ;  1 9 7 6 ;  1 9 7 7 ) ,  who 

d e m o n s t r a t e d  a  l a c k  o f  p e r m a n e n t  b e h a v i o r a l  a n d  

e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  c h a n g e s  s u b s e q u e n t  t o  r e v e r s i b l e  BBB 

d i s r u p t i o n .  H o w e v e r ,  s i m i l a r  f i n d i n g s  i n  t h i s  s t u d y  s u p p o r t  

a  m o r e  g e n e r a l  c l a i m  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  e f f e c t  o f  b a r r i e r  

d i s r u p t i o n  o n  b r a i n  f u n c t i o n .  N a m e ly ,  s i n c e  d e h y d r o c h o l a t e  

r e s u l t s  i n  d i s r u p t i o n  t h a t  p e r s i s t s  up  t o  72 h o u r s ,  w h i l e  t h e
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d i s r u p t i o n  a r i s i n g  f r o m  h y p e r o s m o t i c  d i s r u p t i o n  i s  a  m a t t e r  

o f  h o u r s  a t  t h e  m o s t ,  t h e  n o r m a l i z a t i o n  o f  t h e  EEG w i t h i n  t h e  

72 h o u r  window o f  d i s r u p t i o n  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n ,  s u p p o r t s  

t h e  c l a i m  t h a t  w i t h  a t  l e a s t  1+ a n d  2+ d i s r u p t i o n ,  n e u r o n a l  

a c t i v i t y  a s  m e a s u r e d  by EEG i s  u n a f f e c t e d  by  b a r r i e r  

p e r m e a b i l i t y .

T h i s  c o n c l u s i o n ,  s u g g e s t s  t h a t  w h a t e v e r  d i s t r u b a n c e s  o f  

n e u r o n a l  f u n c t i o n  o c c u r  i n  t h e  i n i t i a l  s t a g e s  o f  d i s r u p t i o n ,  

t h e y  a r e  c o m p e n s a t e d  f o r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  p e r m e a b l e  

b a r r i e r .  W h e t h e r  t h i s  c o m p e n s a t i o n  i s  c o m p l e t e  a t  a  

m e t a b o l i c  o r  c e l l u l a r  l e v e l  c a n n o t  b e  d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  

s t u d i e s  r e p o r t e d  i n  t h i s  t h e s i s .  H o w ev e r ,  t h e  

e l e c t r o p h y s i o l o g i c  f i n d i n g s  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  d o e s  

i n d i c a t e  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  a  d i s r u p t e d  b a r r i e r  d o e s  n o t  

a d v e r s e l y  a f f e c t  t h e  EEG i n  m o s t  a n i m a l s  w i t h  1+ a n d  2+ 

d i s r u p t i o n  t h r e e  h o u r s  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n .

The  a b o v e  d i s c u s s i o n ,  a l t h o u g h  i m p o r t a n t  w i t h  r e s p e c t  t o  

t h e  p h y s i o l o g i c  q u e s t i o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  t h e  BBB on  n e u r o n a l  

f u n c t i o n ,  s u g g e s t s  t h a t  c o n t r o l l e d  BBB d i s r u p t i o n  a s  

d e m o n s t r a t e d  i n  t h i s  t h e s i s  may h a v e  i m p l i c a t i o n s  f o r  

i n v e s t i g a t i n g  t h e  e f f e c t s  o n  t h e  b r a i n  o f  s y s t e m i c a l l y  

a d m i n i s t e r e d  a g e n t s  t h a t  h a v e  l i m i t e d  a c c e s s  t o  t h e  CNS.



86

A g e n t s  t h a t  may h a v e  p o t e n t i a l  e f f e c t s  o n  n e u r o n a l  f u n c t i o n ,  

b u t  a r e  l i m i t e d  i n  a c t i o n  b e c a u s e  o f  t h e i r  i n a b i l i t y  t o  

p e n e t r a t e  t h e  BBB, may b e  t e s t e d  i n  t h i s  m o d e l  d u r i n g  t h e  

p e r i o d  o f  EEG n o r m a l i z a t i o n  a n d  i n c r e a s e d  b a r r i e r  

p e r m e a b i l i t y .  The n o r m a l i z a t i o n  o f  t h e  EEG d u r i n g  t h e  72 

h o u r s  o f  d i s r u p t i o n  p e r m i t s  e v a l u a t i o n  o f  t h e  EEG e f f e c t s  o f  

t h e s e  a g e n t s  f r e e  f r o m  t h e  a n y  c o n f o u n d i n g  o f  t h e  EEG by  t h e  

d i s r u p t i o n  i t s e l f .  T h i s  c o n c l u s i o n  i s  e x e m p l i f i e d  i n  

E x p e r i m e n t  V ,  w h e r e  t h e  l i m i t e d  a c c e s  o f  GABA i n t o  t h e  b r a i n  

b e c a u s e  o f  i t s  i n a b i l i t y  t o  p e n e t r a t e  t h e  BBB c o u l d  b e  

o v e r c o m e  by a l t e r i n g  t h e  b a r r i e r  p e r m e a b i l i t y  t h r o u g h  t h e  

t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  d e h y d r o c h o l a t e .  An a d d i t i o n a l  

a p p l i c a t i o n  o f  a  p r o c e d u r e  t h a t  p e r m i t s  p r o l o n g e d  r e v e r s i b l e  

BBB o p e n i n g  i n c l u d e s  p o t e n t i a l  t h e r a p e u t i c  m a n i p u l a t i o n  o f  

t h e  BBB. The e f f e c t i v e n e s s  o f  c e r t a i n  a g e n t s  o n  CNS 

n e o p l a s m s  i s  l i m i t e d  by t h e i r  i n a b i l i t y  t o  p e n e t r a t e  t h e  BBB. 

I n i t i a l  s t u d i e s  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  w i t h  h y p e r o s m o t i c  

d i s r u p t i o n  o f  t h e  BBB i n  hum ans  i n  a n  a t t e m p t  t o  i n c r e a s e  t h e  

t u m o r c i d a l  d o s e  o f  c h e m o t h e r a p y  d e l i v e r e d  t o  t h e  b r a i n  

( N e u w e l t  & F r a n k e l ,  1 9 8 0 ) .  The  u s e  o f  d e h y d r o c h o l a t e  

d i s r u p t i o n  w i t h  i t s  l o n g e r  d u r a t i o n  o f  BBB p e r m e a b i l i t y  w o u ld  

o f f e r  a  w i d e r  window f o r  d r u g  a d m i n i s t r a t i o n .
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T he  u n i f o r m l y  s e v e r e  a n d  p r o g r e s s i v e  EEG c h a n g e s  

a s s o c i a t e d  w i t h  3+ d i s r u p t i o n  i n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  

i n d i c a t e  t h a t  t h e  e f f e c t  o f  BBB d i s r u p t i o n  o n  n e u r a l  a c t i v i t y  

may h a v e  a  c r i t i c a l  t h r e s h o l d  f o r  r e v e r s a l .  T h e  a b s e n c e  o f  

EEG b i l a t e r a l l y  i n  s e v e n  o f  e i g h t  a n i m a l s  w i t h  3+ d i s r u p t i o n ,  

some w i t h i n  m i n u t e s  o f  d i s r u p t i o n ,  s u g g e s t s  a n  i n s u l t  t o  t h e  

CNS o f  s i g n i f i c a n t  p r o p o r t i o n .  A l t h o u g h  t h e  c h a n g e s  i n  t h e s e  

a n i m a l s  w e r e  i n i t i a l l y  g r e a t e r  o v e r  t h e  i n f u s e d  h e m i s p h e r e ,  

t h e r e  w as  a  r a p i d  p r o g r e s s i o n  w h i c h  t h e n  i n v o l v e d  t h e  n o n ­

d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  A l t h o u g h  i n  m o s t  o f  t h e s e  a n i m a l s  

t h e r e  was  some s t a i n i n g  o f  t h e  n o n - i n f u s e d  h e m i s p h e r e ,  

i n v o l v e m e n t  w as  a l w a y s  l i m i t e d  t o  m i d l i n e  c o r t e x  a n d  n e v e r  

g r e a t e r  t h a n  1+ a n d  c o u l d  n o t  a c c o u n t  f o r  t h e  m a r k e d  c h a n g e s  

o v e r  t h e  n o n - i n f u s e d  h e m i s p h e r e  t h a t  w e r e  r e c o r d e d  f o l l o w i n g  

d i s r u p t i o n .

The  d r a m a t i c  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  EEG f o r  a n i m a l s  w i t h  3+ 

d i s r u p t i o n  i n  E x p e r i m e n t s  I  a n d  I I  s u g g e s t  a  d i f f e r e n t  

m e c h a n i s m  f o r  c h a n g e s  i n  n e u r o n a l  f u n c t i o n  w i t h  t h i s  g r a d e  o f  

d i s r u p t i o n .  U n l i k e  a n i m a l s  w i t h  a  l e s s e r  d e g r e e  o f  

d i s r u p t i o n ,  m o s t  o f  t h e  3+  a n i m a l s  i n  E x p e r i m e n t  I  d e v e l o p e d  

m a r k e d  c h a n g e s  i n  t h e  s p o n t a n e o u s  EEG o n  t h e  d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e ,  a n d ,  i n  a l l  b u t  o n e  a n i m a l  i n  t h i s  g r o u p ,  t h e  EEG
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was  f l a t  o v e r  b o t h  h e m i s p h e r e s  p r i o r  t o  t h e  en d  o f  t h e  

o b s e r v a t i o n  p e r i o d .  S i m i l a r l y ,  i n  E x p e r i m e n t  I I  a l l  t h r e e  

a n i m a l s  w i t h  3+ d i s r u p t i o n  p r o g r e s s e d  t o  b i l a t e r a l l y  f l a t  

EEGs p r i o r  t o  t h e  e n d  o f  t h e  o b s e r v a t i o n  p e r i o d .  T h e s e  

f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  t h e  c h a n g e s  n o t e d  f o l l o w i n g  BBB 

d i s r u p t i o n  r e s u l t e d  f r o m  a  g e n e r a l i z e d  p r o c e s s  a f f e c t i n g  t h e  

EEG b i l a t e r a l l y .  T h i s  i s  f u r t h e r  s u p p o r t e d  by  t h e  

p r o g r e s s i v e  d e t e r i o r a t i o n  o f  t h e  t h e  VEPs f r o m  t h e  no n ­

d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  i n  t h e  same g r o u p  o f  a n i m a l s .  P r e v i o u s  

s t u d i e s  by R a p o p o r t  ( 1 9 7 6 ;  1977)  o n  t h e  e f f e c t  o f  t h e  e x t e n t  

o f  d i s r u p t i o n  o n  f l u i d  a n d  e l e c t r o l y t e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  

b r a i n  r e v e a l e d  t h a t  a n i m a l s  w i t h  2+ d i s r u p t i o n  h a d  no  

d i f f e r e n c e s  i n  w a t e r  o r  s a l t  c o n t e n t  b e t w e e n  t h e  d i s r u p t e d  

a n d  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e s  48 h o u r s  f o l l o w i n g  d i s r u p t i o n .  

I n  c o n t r a s t ,  a n i m a l s  w i t h  3+ d i s r u p t i o n  d e m o n s t r a t e d  a n  

i n c r e a s e  c e r e b r a l  w a t e r  a n d  s a l t  c o n t e n t  on  t h e  s i d e  o f  

d i s r u p t i o n  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  c e r e b r a l  edem a .  

R a p o p o r t  e t  a l .  (1 9 7 7 )  p r o p o s e d  t h a t  t h e  l a c k  o f  edema w i t h  

2+ d i s r u p t i o n  i s  s e c o n d a r y  t o  a  c o m p e n s a t o r y  m e c h a n i s m  t h a t  

a d j u s t s  t h e  o s m o t i c ,  o n c o t i c  a n d  h y d r o l i c  f a c t o r s  n e c e s s a r y  

t o  d e c r e a s e  t h e  a m o u n t  o f  w a t e r  e n t e r i n g  t h e  b r a i n  t h r o u g h  

t h e  d i s r u p t e d  b a r r i e r .  W h e r e a s  w i t h  3+ d i s r u p t i o n ,  t h e
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i n t e n s i t y  a n d  d u r a t i o n  o f  t h e  b a r r i e r  o p e n i n g  r e s u l t s  i n  

f l u i d  e g r e s s  i n t o  t h e  b r a i n  t h a t  c a n n o t  b e  o v e r c o m e  by  t h e  

b r a i n s  c o m p e n s a t o r y  s y s t e m  ( R a p o p o r t ,  1 9 7 6 ) .

I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  t h e  o c c u r r e n c e  o f  a  s e v e r e  d e g r e e  

o f  d i s r u p t i o n  (3+) i n  t h o s e  a n i m a l s  w i t h  p r o g r e s s i v e  

d e t e r i o r a t i o n  o f  t h e  EEG a n d  VEPs b i l a t e r a l l y  s u g g e s t s  a s  i n  

R a p o p o r t 1s  s t u d i e s  t h a t  t h e  e l e c t r o p h y s i o l o g i c  c h a n g e s  may be  

a  r e s u l t  o f  a n  i n c r e a s e  i n  s a l t  a n d  w a t e r  c o n t e n t  w i t h i n  t h e  

d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  w i t h  a  c o n c o m i t a n t  i n c r e a s e  i n  

i n t r a c r a n i a l  p r e s s u r e .  The r i s e  i n  i n t r a c r a n i a l  p r e s s u r e  

c o u l d  r e s u l t  i n  n e u r o n a l  d i s t u r b a n c e s  i n  b o t h  t h e  d i s r u p t e d  

and  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e ;  As t h e  a m o u n t  o f  f l u i d  

e n t e r i n g  t h e  b r a i n ' s  e x t r a v a s c u l a r  s p a c e  i n c r e a s e d ,  t h e  l e v e l  

o f  i n t r a c r a n i a l  p r e s s u r e  w o u l d  r e a c h  c r i t i c a l  l e v e l s  

r e s u l t i n g  i n  m a r k e d  a b n o r m a l i t i e s  o f  t h e  EEG a n d  VEP’ s  

r e c o r d e d  f r o m  b o t h  h e m i s p h e r e s .

B e s i d e s  t h e  b i l a t e r a l  c h a n g e s  i n  EEG a s s o c i a t e d  w i t h  3+ 

d i s r u p t i o n ,  b i l a t e r a l  a b n o r m a l i t i e s  o f  t h e  EEG i n  t h e  f o r m  o f  

s e i z u r e s  w e r e  p r e s e n t  w i t h  l e s s e r  g r a d e s  o f  d i s r u p t i o n .

B i l a t e r a l  s e i z u r e  a c t i v i t y  was  t h e  p r e d o m i n a n t  p a t t e r n  e v e n
«

i n  a n i m a l s  w i t h  u n i l a t e r a l  BBB d i s r u p t i o n  w i t h  

d e h y d r o c h o l a t e .  T h i s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  o t h e r  s t u d i e s
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f o l l o w i n g  u n i l a t e r a l  BBB d i s r u p t i o n  ( F l o d m a r k  e t  a l . ,  1 9 6 3 b ;  

F i e s c h i  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  b i l a t e r a l l y  

s y n c h r o n o u s  s p i k e s  w e r e  p r e s e n t  e v e n  i n  t h o s e  a n i m a l s  w i t h  1+ 

a n d  2+ d i s r u p t i o n ,  who f a i l e d  t o  show a n y  d i s r u p t i o n  o f  t h e  

h e m i s p h e r e  c o n t r a l a t e r a l  t o  t h e  c a r o t i d  i n f u s i o n  o f  

d e h y d r o c h o l a t e .  The  p r e d o m i n a n c e  o f  b i l a t e r a l  s y n c h r o n o u s  

s p i k e  a c t i v i t y  s u g g e s t s  p r o p a g a t i o n  o f  s p i k e  a c t i v i t y  f r o m  

t h e  p r i m a r y  f o c u s  ( d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e )  t o  t h e  n o n - d i s r u p t e d  

h e m i s p h e r e .  I n t e r - h e m i s p h e r i c  s p r e a d  o f  s e i z u r e  a c t i v i t y  h a s  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  e l e c t r i c a l l y  d u r i n g  t h e  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  

o f  v a r i o u s  e p i l e p t o g e n i c  a g e n t s  ( T o r r e s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  The  

a n a t o m i c  s p r e a d  o f  s e i z u r e s  d e p e n d s  o n  t h e  s i t e  o f  t h e  

c o r t i c a l  d i s c h a r g e  a s  w e l l  a s  t h e  s t r e n g t h  a n d  d u r a t i o n  o f  

t h e  d i s c h a r g e .  T h e r e  i s  a  p r e f e r e n c e  f o r  s p r e a d  t o  t h e  

c o n t r a l a t e r a l  h o m o t o p i c  c o r t e x  t h r o u g h  t h e  c o r p u s  c o l l o s u m  a s  

w e l l  a s  s u b c o r t i c a l  s t r u c t u r e s  ( C o l l i n s ,  K e n n e d y ,  S o k o l o f f  & 

P lu m ,  1 9 7 6 ) .

The b i l a t e r a l  s y n c h r o n o u s  a c t i v i t y  o b s e r v e d  i n  

E x p e r i m e n t s  I  a n d  I I  r e s e m b l e d  t h e  a c t i v i t y  r e c o r d e d  i n  

E x p e r i m e n t  V d u r i n g  t h e  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  

d e h y d r o c h o l a t e .  T h i s  p a t t e r n  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  p r e v i o u s l y  

d e s c r i b e d  p r i m a r y  a n d  d e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y  o b s e r v e d  w i t h
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o t h e r  m o d e l s  o f  f o c a l  e p i l e p s y  a n d  r e p r e s e n t s  t h e  s p r e a d  o f  

d i s c h a r g e s  t o  t h e  c o n t r a l a t e r a l  h o m o t o p i c  c o r t e x  t h r o u g h  

i n t e r - h e m i s p h e r i c  p a t h w a y s . *  T h e  r e s u l t s  i n  t h e  o n e  a n i m a l ,  

w h e r e  s e c t i o n  o f  t h e  c o r p u s  c o l l o s u m  r e s u l t e d  i n  t h e  

a b o l i s h m e n t  o f  t h e  d e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y  c o n f i r m s ,  t h e  

c o r p u s  c o l l o s u m  a s  t h e  p r e d o m i n a n t  p a t h w a y  f o r  i n t e r -  

h e m i s p h e r i c  s p r e a d .  T h e r e f o r e ,  t h e  t h e  s e i z u r e  a c t i v i t y  

r e c o r d e d  f r o m  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  f o l l o w i n g  

d i s r u p t i o n  i n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  r e f l e c t s  p r o p a g a t e d  

a c t i v i t y  f r o m  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  T he  f i n d i n g  t h a t  

p r e - t r e a t m e n t  w i t h  t h e  a n t i - e p i l e p t i c  d i a z e p a m  r e s u l t s  i n  

s p i k e  a c t i v i t y  c o n f i n e d  m o s t l y  t o  t h e  d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  

s u g g e s t s  t h a t  d i a z e p a m  w as  m o r e  e f f e c t i v e  i n  d e c r e a s i n g  

s e i z u r e  p r o p a g a t i o n .  T h i s  may i n d i c a t e  t h a t  t h e  s e i z u r e  

t h r e s h o l d  f o r  p r o p a g a t e d  s p i k e  a c t i v i t y  i s  h i g h e r  t h a n  t h a t  

i n  t h e  p r i m a r y  f o c u s ,  a n d  h e n c e ,  m o r e  a d e q u a t e l y  c o n t r o l l e d  

by  a n t i - e p i l e p t i c s .

The  f a c t  t h a t  t h e  s e i z u r e s  r e c o r d e d  i n  t h e  c o n t r a l a t e r a l  

h e m i s p h e r e  w e r e  u n a s s o c i a t e d  w i t h  a n y  d i s r u p t i o n  o f  t h a t  

h e m i s p h e r e  a r g u e s  a g a i n s t  s e i z u r e s  a s  t h e  c a u s e  o f  BBB 

d i s r u p t i o n .  T h i s  c o n c l u s i o n  i s  i n  o p p o s i t i o n  t o  p r e v i o u s  

s t u d i e s  w h i c h  h a v e  a s s o c i a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  s e i z u r e
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a c t i v i t y  w i t h  d i s r u p t i o n  o f  t h e  BBB ( L e e  e t  a l , 1 9 6 1 ;  L o r e n z o  

e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  L o r e n z o  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  A l t h o u g h  e a r l y  s t u d i e s  

a t t r i b u t e d  BBB d i s r u p t i o n  d u r i n g  s e i z u r e s  t o  l o c a l  m e t a b o l i c  

c h a n g e s  s u b s e q u e n t  t o  s e i z u r e  a c t i v i t y  ( L e e  e t  a l . ,  1 9 6 1 ) ,  

m o re  r e c e n t  s t u d i e s  h a v e  l i n k e d  t h e  d i s r u p t i o n  o f  t h e  BBB t o  

i n c r e a s e s  i n  s y s t e m i c  b l o o d  p r e s s u r e  t h a t  c a n  a c c o m p a n y  

s e i z u r e  a c t i v i t y  ( B r a d b u r y ,  1 9 7 9 ;  J o h a n s s o n ,  1 9 7 7 ) .  I n  t h e  

p r e s e n t  t h e s i s  t h e  l a c k  o f  d i s r u p t i o n  i n  t h e  h e m i s p h e r e  

c o n t r a l a t e r a l  t o  t h e  d e h y d r o c h o l a t e  i n f u s i o n  e v e n  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  s i g n i f i c a n t  s e i z u r e  a c t i v i t y  a r g u e s  a g a i n s t  l o c a l  

m e t a b o l i c  c h a n g e s  r e s u l t i n g  f r o m  s e i z u r e s  a s  a  c a u s e  f o r  

b a r r i e r  d i s r u p t i o n .  M o r e o v e r ,  t h e  p r e s e n c e  o f  BBB d i s r u p t i o n  

i n  E x p e r i m e n t  I I  e v e n  when  s e i z u r e  a c t i v i t y  w as  a b o l i s h e d  o r  

s i g n i f i c a n t l y  d i m i n i s h e d  by p r e - t r e a t m e n t  w i t h  a n t i ­

e p i l e p t i c s  c o r r o b o r a t e s  t h e  a b o v e  f i n d i n g s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  

l a c k  o f  s i g n i f i c a n t  b l o o d  p r e s s u r e  c h a n g e s  d u r i n g  o r  

f o l l o w i n g  d e h y d r o c h o l a t e  i n f u s i o n  f a i l s  t o  e x p l a i n  thie 

o b s e r v e d  d i s r u p t i o n .  P r e s u m a b l y ,  t h e r e f o r e ,  t h e  s e i z u r e s  

o b s e r v e d  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  i n f u s i o n  f o l l o w  r a t h e r  t h a n  

c a u s e  d i s r u p t i o n .

A l t h o u g h  t h e  p r e d o m i n a n t  p a t t e r n  o f  s e i z u r e  d i s c h a r g e  

f o l l o w i n g  d e h y d r o c h o l a t e  d i s r u p t i o n  i n c l u d e d  s p i k e s  o v e r  t h e
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d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e  i n  c o n j u c t i o n  w i t h  s y n c h r o n o u s  

d i s c h a r g e s  o f  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e ,  o c c a s i o n a l  

i n d e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y  w as  r e c o r d e d  i n  some a n i m a l s  o v e r  

t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  T h e s e  i n d e p e n d e n t  s p i k e s  

o c c u r r e d  a f t e r  a  p e r i o d  o f  d e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y  d u r i n g  

b o t h  c a r o t i d  i n f u s i o n  a n d  t o p i c a l  a p p l i c a t i o n  o f  

d e h y d r o c h o l a t e  a n d  i s  i n d i c a t i v e  o f  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  an  

i n d e p e n d e n t  s p i k e  f o c u s  i n  t h e  n o n - d i s r u p t e d  h e m i s p h e r e .  The 

p r e s e n c e  o f  d e p e n d e n t  a n d  i n d e p e n d e n t  s p i k e  a c t i v i t y  i n  t h e  

h e m i s p h e r e  c o n t r a l a t e r a l  t o  a  p r i m a r y  s e i z u r e  f o c u s  h a s  b e e n  

w e l l  d e s c r i b e d  f o r  o t h e r  s e i z u r e  m o d e l s  ( T o r r e s  e t  a l . ,

1 9 8 2 ) .  .

I n  sum m ary ,  BBB d i s r u p t i o n  w i t h  d e h y d r o c h o l a t e  i s  

a c c o m p a n i e d  by s e i z u r e  a c t i v i t y  t h a t  m o s t  l i k e l y  r e s u l t s  f r o m  

t h e  e f f e c t s  o f  t h e  b i l e  s a l t  o n  n e u r o n a l  t i s s u e .  T he  EEG an d  

VEP c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  BBB d i s r u p t i o n  w i t h  s o d i u m  

d e h y d r o c h o l a t e  a r e  a  r e f l e c t i o n  o f  t h e  e x t e n t  o f  d i s r u p t i o n .  

I n  a d d i t i o n ,  t h e s e  e l e c t r o p h y s i o l o g i c  c h a n g e s  u s u a l l y  r e v e r s e  

i n  a p p r o x i m a t e l y  24  h o u r s  d e s p i t e  t h e  p e r s i s t e n c e  o f  b a r r i e r  

d i s r u p t i o n  f o r  a p p r o x i m a t e l y  72  h o u r s  a n d  may b e  a  u s e f u l ,  

n o n - i n v a s i v e  i n d i c a t o r  o f  b a r r i e r  d i s r u p t i o n .
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Table 1
EEC Change* and Courae following 

Intracarotid Infusion of Dehydrocholate

ANIMAL EVANS BLUE 6IA1NXNC DELTA ACTIVITY EEC AMPLITUDE EEC OUTCOME

Cortea Thalamus Left Right Left Right

1 14 - - - Crade 11 Crade 1 R (1)

2 14 - - - Crade I Crade 1 R

3 14 14 - - Crade 1 NC R

4 14 - 4 - Crade 1 NC R

5 24 - 4 - Crade 11 Crade 1 R

6 24 14 4 4 Grade 11 NC NR (2)

7 24 14 4 4 Crade 11 NC (100) (3)

8 24 - - - Crade II NC R

9 24 14 4 - Crade II Grade II NR

10 24 - 4 - Grade I NC NR

11 24 14 - - NC NC K

12 24 14 - - Crade 11 NC R

13 34 24 - 4 Grade 11 Grade 1 (90)

14 34 24 - 4 Grade 11 Crade 11 (60)

15 34 24 4 4 Grade 11 Grade 1 (20)

16 34 - 4 4 Grade II Grade II (50)

17 34 - 4 - NC NC R

18 34 14 4 4 Grade II Grade I (10)

19 34 - 4 4 Grade II Crade I (90)

20 34 24 4 4 Crade II Grade I (120)

KEY

(1) R ” EEC Keturn to Pre-lofuBlon Level*
(2) NR " EEG Failed to Return to Pre-Infusion Levels
(3) () “ Minutes from Infusion to When EEC Becomes Flat Bilaterally
(J>) NC « No ChaDge
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9
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15
16
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18

19

20
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T ab le 2

Spike Activity Following Intracarotid 
Infusion of Dehydrocholate

INFUSION POST-INFUSION AT SACRAFICE

+ + +

+ + +

+

+ + +

+ +

+ + D
+ + +

+  +

+ + +

+ + +

+ +

+ + D
+ + D
+ + D
+ + D

+ +

+ + D
+ + D

+ + D

+ = Presence of Spikes D = Died Prior to End of Experiment
<- = Absence of Spikes
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Table 3

EEC Changes and Courae Following Intracarotid Infusion 
of Dehydrocholate In Animals Pre-treated with Diazepam

ANIMAL EVANS BLUE STAINING DELTA ACTIVITY EEC AMPLITUDE EEC OUTCOME 

CORTEX THALAMUS LEFT RIGHT LEFT RIGHT

1 1 + + Crade I NC R

2 1+ + + NC NC R

3 2+ _ + + Grade II NC R

A 2+ 1+ + + NC NC R

5 2+ - Grade I NC R

6 2+ - + + Grade I Grade I R

7 2+ 3+ + + Grade II Grade I (60) Flat

8 3+ 2+ + + Grade II NC (60) Flat

9 3+ 2+ + + Grade I Grade I (60) Flat

10 3+ 2+ + + Grade II Grade II (120) Flat

KEY

R • Return to Baseline Flat « No EEG Present Bilaterally
1C “ No Change C ) “ Time of Death from Infusloi

(in minutes)



T able 4

Spike Activity Following Intracarotid Infusion 
of Dehydrocholate in Animals Pre-treated with Diazepam

ANIMAL INFUSION SPIKE ACTIVITY AT SACRAFICE
POST-INFUSION

1 + +

2

3 + +

4 + +
5

6 +

7 + . +

8 -  +

9 + +
10 + +

KEY

+ - Presence of Spikes
r’ - Absence of Spikes



TABLE 5

EEG 24 Hours Post-Infusion with Dehydrocholate

ANIMAL GRADE SPIKES EEG

1 0 - Normal
2 0 Normal

3 1+ Normal

4 1+ - Normal

5 1+ - Normal

6 1+ + Normal
7 1+ Died

8 2+ + Normal

9 2+ Abnormal

10 2+ - Normal
11 2+ Died

12 3+ Died

■'■Decreased amplitude over disrupted hemisphere
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Means and

Pre-break (N=12) 

L Hem 

R Hem

24 Hours (N=12) 

L Hem 

R Hem

48 Hours (N=8)

L Hem 

R Hem

72 Hours (N=7)

L Hem 

R Hem

T able 6

Standard Deviation of Relative Spectral 
(Pre- and Post-Disruption)

DELTA 
X S. D.

16 3.2

16 2.9

THETA 
X S. D.

37 3.3

37 2.9

ALPHA 
X S. D.

26 4.0

25 3.9

19 6.7

17 5.7

18 5.4

16 3.6

17 3.9

15 3.4

41 6.6

39 7.3

40 1.7

38 3.0

42 2.8

39 4.7

21 4.1

21 3.8

22 4.3

23 4.6

21 3.3

24 2.6

Power

BETA 
X S. D.

18 4.3

17 3.5

16 5.0

19 6.0

17 3.1

19 3.7

17 2.1

19 2.7



T able 7

Spike Activity Following Intravenous Dehydrocholate 
in Animals Disrupted with Mannitol or Etoposide

ANIMAL TECHNIQUE SPIKES GRADE

1 E + 1+

2 E + 1 +

3 E - 1+

4 E + 2+

5 M  + 1+

6 M +. 2+

7 M  + 3+

8 M + 34-

KEY

E = Etoposide
M = Mannitol
+ = Presence of Spikes
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T ab le 8

Spike Activity Over the Disrupted and Non-disrupted 
Cortex Following the Topical Application of Dehydrocholate

After Topical Bile After Bile Injection
ANIMAL DH NDH DH NDH GABA

1 - - + (3) D/IS 5/90 NC

2 - + (8) D/IS 10/12 NC
3 - - + (6) D/IS 30/60 ND

4 + D + (1) D/IS 5/23 NC

5 - + (2) D/IS 4/60 +

6 + - + I D/IS 5/60 ND

7 + - + (3) D (20) ND

8 - - + I D (3) +

KEY

D = Dependent Spikes
IS = Independent Spikes
NC = No Change
ND = Not Done
DH = Disrupted Hemisphere
NDH = Non-disrupted Hemisphere
I = During Infusion
( ) = Minutes to Spike Activity from Bile Injection
/ = Minutes to Independent/Dependent Spike Activity
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T able 3

EEG Changes and Course Following Intracarotid Infusion 
of Dehydrocholate in Animals Pre-treated with Diazepam

ANIMAL EVANS BLUE STAINING DELTA ACTIVITY EEG AMPLITUDE EEG OUTCOME 

CORTEX THALAMUS LEFT RIGHT LEFT RIGHT

1 1+ - + - Grade I NC R

2 1+ - + + NC NC R

3 2+ + + Grade II NC R

4 2+ 1+ - + + NC NC R

5 2+ - Grade I NC R

6 2+ + + Grade I Grade I R
7 2+ 3+ + + Grade II Grade I (60) Flat

8 3+ 2+ + + Grade II NC (60) Flat

9 3+ 2+ + + Grade I Grade I (60) Flat

10 3+ 2+ + + Grade II Grade II (120) Flat

KEY

(in minutes)
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Figure 1
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9
RF-R v ^ / i r 1-'

i f i M
l p - r

RP-R ^ ! ^ f V
LF-RF j / S t f r  V

< 4  y
LC-RC f t  y  (

l p -r p

1ST

112

••irrei r r n  tttti"



F igu re 11

113



LC-R

Figure 12
B C

:-r

LP-R

i ? - i

50uV

50 msec



r.

_ r-a

50uV

50 msec

Figure 13

115



Figure 14

RF-R

RC-R

LF-RF

LC-RC v '

LP-RP



'  I I

LF-R V.
i  • 1 •

RF-R

I

RC-R

. . ; , v  ;*• *• *: • ‘ j - * - * : /  : • ' • *’ *;'  ’j  i! * ; ' ’ • ■ ! • ; i \  j

lp -r  s t f ' s f i  w^ yy> ^  f
1 i . i i . . ,  ^

i* i fcl-^l!i!l!,;:,-l^ , i ' l|;' i •' ». i r p - r  « w s ; v > v \^ y » i1

»
(

LF-RF

LC-RC
<
1 ^

| _ p . p p  n * \ v | a



Figure 16

LF-R 4,

RF-R • "• \ •'• * v v ^ W ' ^ * ' - * V Y N a ^  

LC-R 4
i

RC-R

LP-R •4*'VA^/VVliAV|VAVA/r^VirvWi^VV^wA ^ M /j^ W \^ ^

RP-R
I * |  *

L F -R F

LC-RC *

LP-RP V

00



I
R fw R  '***'■ ^wv<'

I

L O R  A A A ^ W W V V - ^ W vA A ^ A A ^

RC-R - \ ( t \ ^ A M

LP-R ' - A / ^ ^ / ^ J A A A I

RP-R W  

LF-RF 

LC-RC

LP-RP \aM uW V \A /v ;



Figure 18

>R

-V>& S \

LP-R

.m'-R

50uV

50 msec

120



Figure 19

121



122

Figure 20

▼ ▼

p p . p  \'Y'

LC-R iW ,M /^ J t« v J ^ j V A i|V W ,̂ >>

RC-R

LP-R

p p . p

LF

I ^  D ^  r t i  ik> ̂ jf ji*i4irff̂ H

LP-RP



F igu re  21
A l:

RF-B

LC-R •>>-v^vy-AN>vN<v

LP-R •-•#«»-yV u»v^<^v^V v«W w u||V ^A V V v*v/^^M r^v*«*«^W ^<^>^W W '-vV ^,,ewlUl 

•*>•*
lc«  v lV . ^ W - i^ '^ , ^ ^ i V A H t ^ '- V ^ A ; y ,v A ^ v W S V ''

LPtRp / w' V^WwyV\' *-^1̂ vw*-'

B

» I '

RC-R »

'W w ^ n

LF-RF <”, 

LC-RC

L P ^)P  v^»^V irv»V V S>*U \^^V V r»</V V ,'-^ ,v«N~^,/^,YwV/WlY\/V%fVVf»,A\,L1IVVfVriV**-v«vA

r c -r  <a ;

"-v. ̂  .»/# // * -•«•.' --'



Figure 22

r f -r  V ' ^ v v ' ,̂ v Y v v < rW W M r t ^ ^
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