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RESUMEN.

El Status epilepticus es la emergencia médica mas frecuente en neurologia pediatrica, la
neuroinflamacion inducida por el Status epilepticus en un cerebro inmaduro, incrementa la
vulnerabilidad desarrollar epilepsia en etapas posteriores. OBJETIVO: Evaluar el efecto
antiinflamatorio y neuroprotector a corto y largo plazo de la Magnolia officinalis (MO) sobre el Status
epilepticus recurrente en ratas inmaduras. METODOLOGIA: Se utilizaron ratas Sprague Dawley de
10 dias de edad postnatal (PN), las cuales desarrollaron Status epilepticus inducido por acido kainico
(AK) 3 mg/kg i.p. cada 24 h durante cinco dias (10 al 14 PN) y un grupo SHAM que recibi6 solucion
salina i.p. A partir del dia 14 PN, post modelo de Status epilepticus recurrente, se formaron dos grupos
control: SHAM, AK que recibieron solucién salina v.0. y dos grupos experimentales que recibieron 300
mg/kg v.o de MO (AK-MO) y 20 mg/kg v.o de Celecoxib (AK-Clbx) respectivamente. Se realizaron los
siguientes cortes de tiempo: a las 6 y 24 h post tratamiento con una dosis unica de MO y Clbx, se evalu6
el efecto antinflamatorio, por medio de la cuantificacion las proteinas interleucina (IL) 1-f,
ciclooxigenasa (Cox)-2, 6xido nitrico inducible (iNOS), factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas (NFxf) y factor de necrosis tumoral (TNF)-a en tejido de hipocampo,
por la técnica de Western blot. Al dia 30 PN se evalu6 el efecto neuroprotector a corto plazo, de una
administracion subcronica durante 10 dias de MO (grupo AK-MO) y Clbx (grupo AK-Clbx), se evalud
la preservacion neuronal por inmunohistoquimica de Neun N y gliosis por GFAP en los sub campos
CA1l, CA3, GD e hilus del hipocampo dorsal y ventral. Al dia 90 PN (76 dias post modelo de Status
epilepticus recurrente) se evaluo la susceptibilidad convulsiva por medio de la determinacion del umbral
post descarga (UPD) y su correspondiente conducta motora evaluada por la escala de Racine. Se realizod
un registro por electroencefalograma (EEG) en el periodo basal y post UPD. Se realiz6 analisis espectral
por medio de transformadas de Fourier, para lo cual, los valores de potencia correspondientes a las
diferentes bandas analizadas fueron contra el valor de poder maximo de cada banda analizada.
Posteriormente, se cuantificd el nimero de células inmunorreactivas a Neun N y de forma cualitativa la
expresion de gliosis marcada por GFAP, en los sub campos CA1, CA3, giro dentado (GD) e hilus de
hipocampo dorsal y ventral. RESULTADOS: El efecto antiinflamatorio, en los grupos AK-MO y
AK-Clbx mostraron una disminucion en la expresion de IL1-f **p < 0.01 y ***p < (0.00] alas 6 hy 24
h, Cox-2 **p < 0.013 y ***p < 0.00] alas 6 hy *p < 0.013 y **p <0.01 a las 24 h post tratamiento,
iNOS **p < (.01 alas 6 h, con un incremento a las 24 h post tratamiento mostrando una diferencia

significativa ****p < (.0001 en comparacion con el grupo SHAM. Por otra parte, en NF«k-f solo el grupo



AK-Clbx a las 24 h post tratamiento mantuvo esta disminucion ***p < (.001 en comparacion con los
grupos AK y AK-MO. En la expresion de TNF-o no se observaron diferencias significativas a las 6 h en
comparacion con el grupo AK, no obstante, a las 24 h post tratamiento, los grupos AK-MO y AK-Clbx
mostraron menor expresion **p < 0.02 y ****p < (.0001 en comparacion con el grupo AK. El efecto
neuroprotector al dia 30 PN, en hipocampo dorsal el grupo AK-MO mostré mayor nimero de células
inmunorreactivas a Neun N en CA1 y CA3 **p < 0.0l y **p < 0.031, similar a lo observado en el grupo
AK-Clbx con una diferencia significativa **p < (.02 en CA3, en comparacion con el grupo AK. En la
cuantificacion de gliosis, solo el grupo AK-MO mostré en CA3 e hilus una disminucion de células
inmunorreactivas a GFAP **p < 0.0058 y **p < 0.01 respectivamente, en comparacion con el grupo
AK. En hipocampo ventral, los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron mayor preservacion neuronal en
comparacion con el AK en CA1 ***p < 0.001, CA3 ****p < (.0001 y GD ***p < 0.001, de igual forma
los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron una disminucion de gliosis en CA1 **p < 0.001 y *p < 0.02
y en GD *p < 0.0] respectivamente, en comparacion con el grupo AK. En la evaluacion de
susceptibilidad convulsiva por medio de la determinacién de UPD al dia 90 PN: los animales de los
grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron un UPD similar al grupo AK, ambos mostraron una diferencia
significativa menor en comparacion con el grupo SHAM, ****P < ().0025, ****P < 0.0001 y ****P <
0.0049 respectivamente, ademas de un porcentaje de cambio del 56% en la intensidad de corriente (LA)
para generar una post descarga, entre los grupos AK y SHAM, 74.7% entre AK-MO y SHAM, 49.59%
entre AK-CIbx y SHAM. En la evaluacion de la conducta motora, se observo que el 100% de las ratas
pertenecientes a los grupos SHAM, AK-MO y AK-Clbx presentaron tinmicamente una Fase [ en escala de
Racine en comparacion con el grupo AK donde el 70% de las ratas presentaron actividad convulsiva de
tipo tonico clonica secundariamente generalizada caracteristica de la Fase V en escala de Racine. El
analisis por EEG en condiciones basales muestra actividad homogénea de las bandas 0.1-4 Hz delta, 4-
8 Hzteta, 8-13 Hz alfa, 13-30 Hz beta y 30-90 Hz gamma, en los grupos control y experimental, posterior
a la determinacion de UPD, los grupos SHAM, AK-MO y AK-Clbx mostraron una disminucion en la
actividad de la banda 30-90 Hz gamma, el grupo AK mantuvo una actividad de 4-8 Hz teta, 8-13 Hz
alfa, con una disminucion en la banda 30-90 Hz gamma. En la evaluacion del efecto neuroprotector a
largo plazo (76 dias post Status epilepticus recurrente (90PN)), en hipocampo dorsal, los grupos AK-
MO y AK-Clbx mostraron mayor preservacion neuronal en CA1***¥p < 0.0001 y ***p < 0.001, CA3
**FxED < 0.0001 e hilus ****p < (0.0001 en comparacion con el grupo AK. No obstante, en hipocampo
ventral se observé mayor preservacion neuronal solo en el GD e hilus de los grupos AK-MO y AK-Clbx
mostrando una diferencia significativa ***p < 0.001 y *p < 0.01 GDy ***p < 0.001 y ****p < 0.0001

hilus, respectivamente, en comparacion con el grupo AK. Adicionalmente, los grupos AK-MO y AK-



Clbx mostraron de forma cualitativa en hipocampo dorsal y ventral menor expresion de gliosis en CA1
y CA3 en comparacion con el grupo AK, donde se observo un incremento de células inmunorreactivas
GFAP en CA1, CA3, GD e hilus, mostrando cambios en el tamafio y la forma del nticleo, asi como un
aumento en las extensiones de astrocitos, que indica la presencia de gliosis reactiva. CONCLUSION:
El tratamiento con MO mostro un efecto antiinflamatorio similar al Clbx, observando un efecto
neuroprotector en hipocampo a corto y largo plazo, que mostré inhibicion de la propagacion de la
actividad convulsiva, lo que postula a la MO como una alternativa de tratamiento sobre la

epileptogénesis.

Palabras clave: acido kainico, Status epilepticus, neurodesarrollo, epileptogénesis, Magnolia officinalis,

neuroinflamacion



ABSTRACT

Status epilepticus is the most frequent medical emergency in pediatric neurology, the
neuroinflammation induced by Status epilepticus in an immature brain, increases the
vulnerability to develop epilepsy in later stages. AIM: To assess the short- and long-term anti-
inflammatory and neuroprotective effect of Magnolia officinalis (MO) on recurrent Status
epilepticus in immature rats. METHOD: Sprague Dawley rats 10 days postnatal (PN) were
used, which ones developed kainic acid-induced Status epilepticus (KA 3 mg/ kg i.p.) every 24
h for five days (from 10 to 14 PN days) and SHAM group that received saline solution i.p.
Starting on the 14th day, after establishing the recurrent Status epilepticus model, two control
groups were formed: SHAM and AK that received saline v.o. and two experimental groups that
received 300 mg/kg v.o of MO (KA-MO) and 20 mg/kg v.o of Celecoxib (KA-Clbx)
respectively. The following time cuts were made: at 6 and 24 h post treatment with a single dose
of MO and Clbx, the anti-inflammatory effect was evaluated, through of the quantification of
interleukin (IL) 1-B, ciclooxigenase (Cox)-2, inducible nitric oxide (iNOS), nuclear factor
enhancing kappa light chains of activated B cells (NFxf) and tumor necrosis factor (TNF)-a
proteins in hippocampal tissue, by the Western blot technique. At day 30 PN, the short-term
neuroprotective effect was evaluated of a subchronic administration (10 days /24 h of MO and
Clbx) in the KA-MO and KA-Clbx groups, neuronal immunohistochemistry and GFAP gliosis
neuronal preservation was evaluated in the CA1, CA3, dentate girus (DG) and hilus subfields
of the dorsal and ventral hippocampus. At day 90 PN (76 days post recurrent Status epilepticus),
seizure susceptibility was assessed by determining the post-discharge threshold (ADT) and its
corresponding motor behavior as assessed by the Racine scale. Electroencephalogram (EEG)
recording was performed at baseline and post ADT. Spectral analysis was performed by means
of Fourier transforms, for which, the power values corresponding to the different bands were
against the maximum power value of each band analyzed. Subsequently, the number of Neun N
immunoreactive cells and the qualitative expression of GFAP-labeled gliosis were quantified in
the CA1, CA3, DG and hilus dorsal and ventral subfields. RESULTS: The anti-inflammatory
effect, in the KA-MO and KA-Clbx groups they showed a decrease in the expression of IL1-P
**p < (0.01 and ***p < (0.001 at 6 h and 24 h, Cox-2 **p < (.013 and ***p < 0.001 at 6 h and



*» < 0.013 and **p < (.01 at 24 h post treatment, iINOS **p < (.01 at 6 h, with an increase at
24 h post treatment showing a significant difference ****p < (.0001 as compared to the SHAM
group. On the other hand, in NFk-f§ only the KA-Clbx group at 24 h post treatment maintained
this decrease ***p < (.001 in compared to the KA and KA-MO groups. In TNF-a expression,
no significant differences were observed at 6 h compared to the KA group, however, at 24 h
post treatment, the KA-MO and KA-Clbx groups showed lower expression **p < (.02 and
*#%k%p < 0.0001 compared to the KA group. The neuroprotective effect on day 30 PN, in the
dorsal hippocampus, the KA-MO group, showed a greater number of cells immunoreactive to
Neun N in CA1 and CA3 **p < (.01 and **p < (0.031, similar to that observed in the KA-Clbx
group with a significant difference **p < 0.02 in CA3, compared to the KA group. In gliosis
quantification, only the KA-MO group showed a decrease in GFAP immunoreactive cells in
CA3 and hilus **p < 0.0058 and **p < 0.01 respectively, compared to the KA group. In the
ventral hippocampus, the KA-MO and KA-Clbx groups showed greater neuronal preservation
compared to the KA in CA1 ***p < 0.001, CA3 ****p < (0.000] and DG ***p < (0.001, in the
same way the groups, the KA-MO and KA-Clbx groups show a decrease in gliosis in CA1 **p
< 0.001 and *p < 0.02 and DG *p < 0.01 respectively, compared to the KA group. In the
evaluation of seizure susceptibility by means of ADT determination at day 90 PN: the
animals of KA-MO and KA-Clbx groups showed a ADT similar to the KA, both showed a minor
significant difference compared to the SHAM group, ****P < 0.0025, ****P < (0.0001 and
*EHED < (0.0049 respectively, in addition to a 56% change in current intensity (LA) to generate
a post discharge between the KA and SHAM groups, 74.7% between KA-MO and SHAM and
49.59% between KA -Clbx and SHAM. In the evaluation of motor behavior, it was observed
that 100% of the rats belonging to the SHAM, KA-MO and KA-CIbx groups presented only a
Phase I on the Racine scale in compared to the KA group where 70% of rats shows secondary
generalized clonic tonic-type seizure activity characteristic of Phase V on the Racine scale. The
analysis by EEG in basal conditions shows homogeneous activity of the bands 0.1-4 Hz delta,
4-8 Hz theta, 8-13 Hz alpha, 13-30 Hz beta and 30-90 Hz gamma, in the control and
experimental groups, after the determination of ADT, the SHAM, KA-MO and KA-Clbx
groups showed a decrease in the activity of the 30-90 Hz gamma band, the KA group maintained

an activity of 4-8 Hz theta, 8-13 Hz alpha, with a decrease in the 30-90 Hz gamma band. In the



evaluation of the long-term neuroprotective effect (76 days post recurrent Status
epilepticus (90 PN)), in the dorsal hippocampus, the KA-MO and KA-Clbx groups showed
greater neuronal preservation in CA1 ****p < (.0001 and ***p < 0.001, CA3 ****p < 0.0001
and hilus ****p < (0.0001 in compared to the KA group. However, in the ventral hippocampus,
greater neuronal preservation was observed only in the DG and hilus of the KA-MO and KA-
Clbx groups, showing a significant difference ***p <0.001 and *p < 0.01 DG and ***p < 0.001
and ****p < (.0001 hilus, compared to the KA group. Additionally, the KA-MO and KA-Clbx
groups showed qualitatively lower dorsal and ventral hippocampus expression of gliosis in CA 1
and CA3 in compared to the KA group, where an increase in GFAP immunoreactive cells was
observed in CA1, CA3, GD and hilus, showing changes in the size and shape of the nucleus, as
well as an increase in the extensions of astrocytes, indicating the presence of reactive gliosis.
CONCLUSION: MO treatment showed an anti-inflammatory effect similar to Clbx, observing
a neuroprotective effect in the hippocampus in the short and long term, which showed inhibition
of the spread of seizure activity, which postulates MO as an alternative treatment on

epileptogenesis.

Key Words: kainic acid, Status epilepticus, neurodevelopment, epileptogenesis, Magnolia officinalis,

neuroinflammation.



ABREVIATURAS

e AA: 4cido araquidonico.

e Ac: anticuerpos.

e ADN: 4cido desoxirribonucleico.

e AINEs: Antiinflamatorio no esteroideos.

e AK: acido kainico.

e AMPATrs: receptores alfa-amino-3-hidroxi-5Smetil 1-4 isoxazol propionato.

e AMPc: adenosin monofosfato ciclico.

e ARNm: 4cido ribonucleico mensajero.

e BHE: barrera hematoencefilica.

e (Ca™: calcio.

e (I cloro.

e Cox-2: ciclooxigenasa-2.

e DE: desviacion estandar.

e ELT: epilepsia del lobulo temporal.

e EE: error estandar.

e kDa: kilo dalton.

e FLA2: fosfolipasa A2.

e (Qprs: receptores acoplados a la proteina G.

e GABA: 4cido-gamma-amino-butirico.

e GAD: glutamato descarboxilasa.

e (GAP43: proteina asociada a crecimiento.

e (GD: giro dentado.

e GE: gestacion.

¢ GluRs: receptores a glutamato.

e GTP: receptores acoplados a la proteina G.

e HSP27, HSP70 y HSP72: proteinas de choque térmico de diferentes pesos
moleculares (kDa).

e 4-HE: 4-hydroxynonenal.

e HMGBI: proteina 1 del grupo de alta movilidad.

e ip: intra peritoneal.

e iv:intravenosa.

e im: intra muscular.

¢ iGluRs: receptores ionotropicos a glutamato.

e IL-1/TLRs: interleucina 1/ receptores Toll.



IL-1B: interleucina 1 beta.

IDV: indice de densidad de valor integrado.
IDV/V: indice de densidad de valor integrado/valor.
iNOS: 6xido nitrico inducible.

JNK: quinasas c-Jun N-terminal.

K*!: potasio.

KA1 y KA2: receptores a kainato.

KCC2 y NKCCl: cotransportadores a cloro.
KCI': cloruro de potasio.

K2HPO4: fosfato de potasio dibésico.

LPS: lipopolisacéarido o endotoxina componente de la membrana externa de las
bacterias Gram negativas.

LTP: long-term potentiation.

Li-Pilo: litio pilocarpina

MAPK: quinasas activadas por mitdogenos.
MMP9: metaloproteasa 9 de la matriz endotelial.
Mg*2: magnesio.

mGluRs: receptores metabotropicos de glutamato.
Na*!: sodio.

NaCl: cloruro de sodio.

Na2HPO4: fosfato de sodio dibasico.

NADH: ubiquinona oxido reductasa.

NFk-f: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas.

3NT: nitrotirosina 3.

NK: células natural killer.

NOAEL: indice de toxicidad que se determina en el proceso de "evaluacion
toxicologica", y a partir de €l se deriva el resto de parametros de toxicidad.
nNOS: 6xido nitrico sintetasa.

ON: 6xido nitrico.

PBS: buffer de fosfatos.

Proteina G: proteina fijadora de nucleotido de Guanina

PGs: prostaglandinas.

PKC: proteina cinasa C.

PMN: polimorfonucleares.

PN: postnatal.

PGs: prostaglandinas.



PGE2: prostanglandina E2.

p38: MAP quinasa (MAPK), también llamada RK o CSBP (proteina de unioén
especifica de citoquinina).

IL-1R1: receptor 1 de la IL1-B.

Kars: receptores a kainato.

NMDATs: receptores N-metil-D-aspartato.

ROS: especies reactivas de oxigeno.

RSN: especies reactivas de nitrégeno.

SE: Status epilepticus.

SDS: dodecil sulfato de sodio.

SNC: sistema nervioso central.

SNR: sustancia nigra reticulada.

Src: tirosina cinasa.

TGF-p: factor de crecimiento transformante beta.
TLRs: receptores Toll.

TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

v.o: via oral.



1. INTRODUCCION.

Durante los periodos del neurodesarrollo postnatal (PN), la excitabilidad neuronal
mediada por el sistema glutamatérgico predomina en comparacion con la actividad GABAérgica
inhibitoria, con la finalidad de favorecer los procesos de crecimiento, plasticidad, sinaptogénesis
y organizacion de redes neuronales esenciales para la etapa adulta (Plotkin y cols., 1997; Ben
Ari y cols., 2002; 2006; Rakhade y cols., 2009), lo que vuelve al cerebro inmaduro altamente
susceptible a desarrollar hiperexcitabilidad neuronal ante condiciones patoldégicas como
hipertermia, hipoxia, trauma craneo encefalico (TCE) o una condicion neuroinflamatoria
preexistente, que a su vez facilita el desarrollo de actividad convulsiva y el establecimiento de
un Status epilepticus (Dube y cols., 2005; Sankar y cols., 2007; Ravizza y cols., 2006; Ravizza

y cols., 2008; Suchomelova y cols., 2015).

El Status epilepticus, es la emergencia médica mas frecuente en neurologia pediatrica,
especialmente durante los dos primeros afos de vida. Se establece que un Status epilepticus
presente en etapas tempranas del neurodesarrollo, incrementa la vulnerabilidad de estructuras
como el hipocampo a desarrollar actividad convulsiva espontanea y progresion de una epilepsia
en etapas posteriores o adultas (Rizzi y cols., 2003; Auvin y cols., 2007; Pitkdnen y cols., 2015).
El periodo comprendido entre el dafio agudo generado por el Status epilepticus y el desarrollo
de actividad convulsiva espontanea, se denomina epileptogénesis (Loscher y cols., 2010; Dudek

y cols., 2012; Pitkanen and Engel Jr. y cols., 2014).

En este periodo, la participacion de la respuesta neuroinflamatoria generada por los

astrocitos y la microglia, activa la via de la IL-1/TLRs, en respuesta dafio neuronal excitotoxico.



Lo que incrementa la expresion de proteinas proinflamatorias como la interleucina (IL)1-f y la
ciclooxigenasa (Cox)-2. Estas proteinas proinflamatorias, a su vez promueven la generacion de
hiperexcitabilidad neuronal, asociada al aumento de la afinidad de los receptores N-metil-D-
aspartato (NMDATrs), por la activacion de la tirosina cinasa y fosforilacion de la subunidad
NR2A/B. Lo que incrementa el flujo de calcio (Ca*™) intracelular y activacion del oxido nitrico
sintasa inducible (iNOS), para la sintesis de 6xido nitrico (ON), especies reactivas de oxigeno
(ROS), prostaglandinas (PGs) y otras proteinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral (TNF)-a y el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NFk-B). Lo que, a su vez, disminuye el umbral convulsivo y genera un
circulo vicioso de neuroinflamacion, hiperexcitabilidad y muerte neuronal (Ravizza y cols.,

2005;2008; Vezzani y cols., 2013; Iori y cols., 2017).

Por lo anterior, la via de la IL1-f y Cox-2 se convierten en un potencial blanco
terapéutico (Pencowa y cols., 2001; Terrone y cols., 2016; McElroy y cols., 2019). La familia
de los Coxcib, inhibidores selectivos de la Cox-2 han sido estudiados por su potencial aplicacion
como antiepileptogénicos. Sin embargo, el uso de farmacos antinflamatorios selectivos de la
Cox-2, esta contraindicado en nifios, debido a sus efectos secundarios a nivel cardiovascular,

gastrointestinal y renal (Katzung y Bertram y cols., 2007).

El extracto de Magnolia officinalis (MO), conocido como Hou pu, ha sido empleado
en la medicina tradicional china, como remedio para desordenes gastrointestinales, gripe,
ansiedad y alergias (Lee y cols., 2011). Actualmente, se sabe que el género de la Magnolia es
rico en diversos activos bioldgicos, ya que, se han reportado cerca de 255 diferentes

componentes, de los cuales destacan dos principales activos: el honokiol (3,’-Diallyl-2,2'-



dihydroxybiphenyl) y el magnolol (5,5'-Diallyl-2,2'-dihidroxybiphenyldiol), componentes
bifenil-hidroxilados cuyo efecto sinérgico ha sido extensamente reportado como
antiinflamatorio y antioxidante (Lin y cols., 2006; Shen y cols., 2007; Chang-Mu y cols., 2010;

Lee y cols., 2013).

Estudios recientes han demostrado que, la MO posee efectos neuroprotectores (Hoi y
cols., 2010), hepatoprotectores (Chang y cols., 2003), antiproliferativos celulares (Dikalov y
cols., 2003) y anti metastasicos (Lee y cols., 2009). Su uso en modelos de excitotoxicidad
neuronal in vitro y de isquemia cerebral en ratas, han mostrado su capacidad para modular la
respuesta neuroinflamatoria sobre la produccion de ON, iNOS, asi como de las de proteinas
proinflamatorias Cox-2, IL1-B, TNF-a y NF«k- (Son y cols., 2000; Matsuda y cols., 2009;

Zhang y cols., 2013).



2. ANTECEDENTES.

2.1. Definicion de Status epilepticus.

El Status epilepticus, se define como una condicién patoldgica caracterizada por la
presencia de crisis epilépticas repetidas, las cuales pueden ser de tipo convulsivas (parciales o
secundariamente generalizadas) o de tipo no convulsivas, con una duracién mayor a los 30 min.
Asi mismo, pueden presentarse crisis convulsivas de forma discontinua, sin recuperacion de la
funcion normal entre crisis, durante un tiempo mayor a los 30 min (Lowenstein y cols., 1999;

Neligan y cols., 2010; Cock y cols., 2015).

La liga internacional de lucha contra la epilepsia (ILAE), define como crisis
convulsivas a la alteracion temporal de la funcion cerebral, producto de descargas excesivas y
anormales de grupos neuronales, que se originan por causas de tipo celular y molecular que
generan un desequilibrio entre la neurotransmision excitatoria e inhibitoria (Fisher y cols.,
2014). Las manifestaciones clinicas de una crisis convulsiva, pueden expresar alteraciones en el
estado de alerta, en la funcion motora, en la percepcion sensorial y en las funciones autondmicas
(Dichter y cols., 2009; Fisher y cols., 2014). La semiologia, pronéstico y respuesta
farmacologica a menudo difieren segin la edad y el tipo de dafo epileptogénico generado

(Nehlig y cols., 1999; Kubova y cols., 2012).



2.2. Incidencia del Status epilepticus en el periodo inmaduro.

Se considera al Status epilepticus como la emergencia clinica mas frecuente en
neurologia pediatrica y factor etioldégico importante, de la presencia de epilepsia en la infancia
o en la etapa adulta (Loscher y cols., 2009; Pitkdnen y cols., 2015). A nivel mundial, la
incidencia del Status epilepticus en neonatos es de 50 a 100 casos por cada 100.000 recién
nacidos vivos (Hauser y cols., 2009). Se estima que cada afio cerca de 150.000 infantes en
Estados Unidos y México, presentan un desorden convulsivo por primera vez; asociado a
desordenes febriles, trauma craneoencefalico, infecciones de tipo viral, trastornos metabolicos,
hipoxia y alteraciones de origen criptogénico (Sillanpdi y cols., 2009; Rakhade y cols., 2009).
La incidencia de la epilepsia en la edad de 0 a 14 afnos, es de 82 por cada 100.000 nifios, el cual
es significativamente mayor en comparacion con la poblacion adulta de 15 a 59 afios. Donde se
observa un promedio de 34.7 por cada 100.000 individuos (Kotsopoulos y cols., 2002), siendo
mayor la incidencia reportada en paises en desarrollo (Forsgren y cols., 2005; Kubova y cols.,

2012).

2.3. Definicion de epilepsia.

La epilepsia se define como un desorden cerebral caracterizado por la presencia
espontanea, transitoria y sin causa aparente de signos y sintomas, producto de una actividad

neuronal anormal, excesiva y sincronica (Fisher y cols., 2014; Trinka y cols., 2015).

La epilepsia es el segundo trastorno neurolégico mas comun, ya que afecta a mas de

65 millones de personas en todo el mundo (Hauser y cols., 1993; Volpe y cols., 2008; Sanchez



y Jensen, 2001; Jensen y cols., 2009; Blumenfeld y cols., 2003), de los cuales, cerca del 40%
tienen el antecedente de haber presentado un dafio neuronal, como es el caso de un Status
epilepticus en etapas tempranas de la infancia. (Kuvoba y cols., 2007; Orozco-Suarez y cols.,
2007; Loscher y cols., 2009; Moreira y cols., 2011; Laurén y cols., 2013). Adicionalmente, se
ha demostrado que, las caracteristicas fenotipicas de la epilepsia, asi como el tipo de actividad
convulsiva y la sensibilidad al tratamiento, se relacionan tanto con el periodo inmaduro, en el
cual se presentd el dafio cerebral (Nehlig y cols., 1999; Kubova y cols., 2012), asi como la
presencia y duracion de la respuesta neuroinflamatoria (Yuan-Hao Chen y cols., 2013). Por otra
parte, se estima que los pacientes con epilepsia de inicio en la infancia, exhiben anormalidades
significativas en los procesos de aprendizaje y memoria. Lo anterior se debe a que, la presencia
de crisis epilépticas recurrentes en nifilos genera alteraciones en el desarrollo motor y cognitivo

(Heida y cols., 2004; Galic y cols., 2008; Yuan-Hao Chen y cols., 2013).



3. MARCO TEORICO.

3.1. El cerebro inmaduro.

Los estudios neurofisiologicos, morfoldgicos y bioquimicos han permitido caracterizar
el desarrollo postnatal del sistema nervioso central (SNC), estableciendo de forma secuencial
periodos criticos del neurodesarrollo, que se definen como la fraccion de tiempo, de rapido
crecimiento cerebral, donde la actividad neuronal excitatoria es indispensable para los procesos
de sinaptogénesis y plasticidad neuronal (Jensen y cols., 2009; Rakhade y cols., 2009). Estudios
en roedores y su correlacion con el neurodesarrollo en humanos, han reportado como parametros
de referencia de madurez PN, los siguientes periodos criticos de desarrollo: del dia 0 al 7 PN en
la rata, corresponde a un recién nacido prematuro. El dia 7 al 10 PN de la rata, corresponde a un
recién nacido humano a término. El periodo del dia 10 al 14 PN en la rata, corresponde a los
primeros 36 meses de vida del humano. El periodo del dia 14 al dia 21 PN en la rata, corresponde
a un infante de 3 a 9 afios de edad. El dia 28 PN en la rata, corresponde al periodo prepuberal
presente a los 10 a 12 afios de edad. El dia 35 PN en la rata, corresponde a la etapa adolescente
y a partir del dia 60 PN en la rata, es considerado como el periodo adulto en el humano (Ben

Ariy cols., 2006; Kubova y cols., 2012; Auvin y cols., 2014).

En el cerebro inmaduro, el neurotransmisor glutamato, constituye la mayor parte de las
sinapsis, de igual forma, los canales i6nicos excitatorios y los transportadores a glutamato estan
expresados a niveles que promuevan la excitacion neuronal. Adicionalmente, la

neurotransmision inhibitoria mediada por acido-gamma-amino-butirico (GABA), sintetizado a



partir de la descarboxilacion del glutamato por medio de la enzima glutamato descarboxilasa
(GAD), se encuentra relativamente subdesarrollada en comparacion con el cerebro adulto,
donde GABA, es el principal neurotransmisor inhibitorio (Jensen y cols., 2009; Sanchez y cols.,

2001).

Se ha reportado en roedores, que durante la primer semana de desarrollo PN, GABA
participa en la neurotransmision excitatoria, debido al incremento del cotransportador de K*/CI-
NKCCI, que incrementa el Cl intracelular y genera despolarizacion neuronal, activacion de los
canales de Ca™ sensibles a voltaje tipo L (L-VSCC) y de los receptores NMDArs, lo que
aumenta el flujo de Ca*? intracelular, que favorece la activacion de cascadas de sefalizacion
dirigidas a la actividad trofica intracelular, crecimiento neuritico, formaciéon de redes
neuronales y sinaptogénesis (Galanopoulou y cols., 2008b; Ben Ari y cols., 2002; 2014). No
obstante lo anterior, a partir del dia 8 PN, GABA comienza a ejercer su actividad inhibitoria,
debido al incremento en la expresion del cotransportador KCC2, el cual disminuye los niveles
de CI intracelular favoreciendo la hiperpolarizacion neuronal y la actividad inhibitoria de

GABA (Galanopoulou y cols., 2010; Ben Ariy cols., 2002; 2014).

En el periodo comprendido entre los 10 a los 14 dias PN, periodo en el cual, los
receptores a glutamato (GluRs) son regulados por la glia y los receptores ionotrdpicos a
glutamato (iGluRs), estan ligados a canales i6nicos que permiten el flujo de iones sodio (Na*),
potasio (K*) y Ca* en diferente grado, segiin sea la subunidad del receptor. Los principales
subtipos, son los NMDArs, los alfa-amino-3-hidroxi-Smetil 1-4 isoxazol propionato (AMPATrs)
y los receptores a kainato (KArs) (Romjin y cols., 1991; Tyzio y cols., 1999; Benitez-Diaz y

cols., 2003; Herlenius y cols., 2004; Jensen y cols., 2009).



Los NMDArs en la etapa adulta, se subdividen en NMDARI1 (NR1) en combinacion
con las subunidades NR2A, NR2B, NR2C, NR2D y NR3A. Durante la segunda semana de vida
PN, los NMDArs se expresan de forma diferente en el cerebro, ya que contienen altos niveles
de las subunidades NR2B y NR3A, que reducen la sensibilidad de los NMDArs a los iones
magnesio (Mg*?), lo que aumenta la activacion del receptor e incrementa el flujo de Ca*
intracelular, favoreciendo con ello la hiperexcitabilidad neuronal y la potenciacion a largo plazo
(Long-term potentiation (LTP)). Lo cual, en condiciones normales, favorece los procesos de
plasticidad y sinaptogénnesis implicados en la consolidacion de la memoria y aprendizaje (Qu
y cols., 2003; Ben-Ari y cols.,, 2002; 2014). No obstante lo anterior, bajo condiciones
patologicas, la hiperexcitabilidad neuronal del cerebro inmaduro también puede facilitar el

desarrollo de crisis convulsivas.

Los NMDArs, que se distribuyen en el cerebro inmaduro, principalmente en el
hipocampo, se encuentran a nivel postsindptico en su mayoria; asi mismo, algunos de ellos
también estan presentes a nivel presindptico y en los astrocitos (Lee y cols., 2010; Szczurowska
y cols.,2013; Skowronska y cols., 2019). Estudios electrofisioldgicos han demostrado que los
NMDAs, en las neuronas piramidales del hipocampo inmaduro, estin regulados por Ca*?
extracelular en lugar de Mg™, como es en el caso de las neuronas maduras. Asi mismo, los
NMDATs son siempre permeables a Ca*2, por lo que, el incremento del flujo de Ca*? intracelular
es mayor, lo que en condiciones patoldgicas como un Status epilepticus, favorece el dafio

neuronal excitotdxico (Rakhade y cols., 2009; Szczurowska y cols., 2019).

Los AMPATrs, son combinaciones de GluR1 y GluR2, GluR3 y GluR4 y los KArs son

combinaciones heteroméricas de GIluRS5, GluR6, GluR7, KA1 y KA2. La permeabilidad de



iones Ca™? de los AMPArs y KArs, dependen de la composicion de la subunidad del receptor
(Romjin y cols 1991; Tyzio y cols 1999; Jensen y cols., 2009). Cuando la expresion de GluR2
es relativamente baja o ausente, los AMPATs son permeables a Ca*?. Mientras que, los KArs,
tienen mayor permeabilidad a Ca™ cuando las subunidades GluR5 y GluR6 estin ausentes.
Adicionalmente, los receptores metotropicos a glutamato (mGluRs), estan acoplados a la
proteina G (GTP) y son mediadores de las respuestas sinapticas lentas (Jensen y cols., 2009;

Ben Ariy cols., 2014).

La expresion de los AMPATrs, es de vital importancia durante las etapas de desarrollo
del SNC en el humano, ya que se ha reportado que estos receptores se encuentran involucrados
en los procesos de neuroplasticidad, en la migracion celular, en el crecimiento neuritico y en la
sobrevivencia neuronal. Sin embargo, la sobre expresion de estos receptores, facilita el
incremento del flujo de Ca* intracelular, lo que, en condiciones patologicas, como en el caso
de un Status epilepticus, facilita el dafio neuronal por excitotoxicidad mediado por el incremento

de glutamato (Jensen y cols., 2009; Herlenius y cols., 2004).

Al igual que los receptores dependientes de ligandos, los canales i6nicos dependientes
de voltaje afectan la excitabilidad neuronal, y su expresion esta regulada por el neurodesarrollo.
Se ha observado en neuronas de tilamo de raton neonato, que la liberacion de los
neurotransmisores glutamato y GABA, depende de los canales de Ca* dependientes de voltaje
(Cav) de tipo N y tipo P / Q.51 y que esta funcion es asumida exclusivamente por los canales
de tipo P / Q, que son formados por subunidades Cav 2.1. en la etapa adulta (Rakhade y cols.,

2009).

10



Por otra parte, el cerebro inmaduro es vulnerable a sustancias y fArmacos debido a la
inmadurez de la union neuro-endotelial, presente en la barrera hematoencefalica (BHE). En esta
etapa del neurodesarrollo, el cerebro es mas permeable a sustancias neurotoxicas y presenta una
disminucion en la expresion de transportadores encargados de retirar del parénquima cerebral
proteinas como albumina, iones como Na*, CI-, Ca*? y neurotransmisores como glutamato, que

contribuyen a la hiperexcitabilidad neuronal y dafio excitotéxico (Saunders y cols, 2018) (Fig.

D).

3.1.1. Participacion de citocinas en el neurodesarrollo postnatal.

Las células gliales: la microglia, los astrocitos y los oligodendrocitos, desempeiian un
papel importante durante el neurodesarrollo. Los oligodendrocitos, participan en el crecimiento
y remielinizaciéon axonal. La microglia, es considera como los macréfagos del SNC, cuya
funcion es critica para el neurodesarrollo normal, ya que participa en el mantenimiento de la
homeostasis cerebral, mediante la fagocitosis de neuronas muertas, eliminacion de células
progenitoras excesivas, remocion de mielina residual durante la formacion y expansion de redes
neuronales. De la misma forma, los astrocitos y la microglia, son encargados de la vigilancia y
modulacion de la respuesta inmune, ya que son los principales productores de citocinas en el

SNC (Chao y cols., 1995; Baud y cols., 2019).

Las citocinas (también denominadas citoquinas) son proteinas que regulan la funcion
tanto de las células que las producen como de otros tipos de células que no las producen, son

los agentes responsables de la comunicacion intercelular, inducen la activacion de receptores
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especificos de membrana. Asi mismo, las citocinas ejercen funciones de proliferacion y
diferenciacion celular, quimiotaxis, crecimiento celular y modulacion de la secrecion de
inmunoglobulinas. Las citocinas son producidas fundamentalmente por los linfocitos y los
macrofagos activados, aunque también pueden ser producidas por leucocitos
polimorfonucleares (PMN), células endoteliales, cé€lulas epiteliales y células del tejido
conjuntivo. Segun el tipo celular que las produzca se denominan linfocinas (linfocito),
monocinas (monocitos, precursores de los macrofagos) o interleucinas (cé€lulas
hematopoyéticas) y su accion fundamental es la regulacion de los mecanismos de la inflamacion

(Rothwell y Hopkins, 1995; Hopkins y Rothwell 1995).

Se ha reportado que, las citocinas pueden modular la actividad neuronal de forma
directa, al promover la liberacion de moléculas neuro activas de la glia y el endotelio (ON,
glutamato, PGs y neurotrdfinas) y de forma directa por medio de la activacion de receptores
neuronales en medula espinal y cerebro (Viviani y cols., 2003; Eid y cols., 2008; Vezzani y

cols., 2015).

El SNC, es un sitio “inmunolégicamente privilegiado”, donde las citocinas ejercen
mecanismos neuromoduladores durante procesos de neurodesarrollo, ya que se expresan
constitutivamente en el tejido cerebral sano para regular mecanismos homeostaticos como el
suefio y activacion de vias de sefializacion involucradas en la plasticidad neuronal y

sinaptogénesis (Kubota y cols., 2002; Vitkovic y cols., 2000; Vezzani y cols., 2012).

Por lo anterior, se ha establecido la participacion de las citocinas en el crecimiento

neuritico, neurogénesis, sobrevivencia neuronal, poda sinaptica, regulacion de la fuerza de
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transmision sindptica, modulacion de canales i6nicos, NMDArs, AMPATrs y Kars, asi como su
distribucion en la membrana neuronal, durante el neurodesarrollo (Viviani y cols., 2003; Marin
y Kipnis y cols., 2013; Vezzani y cols., 2015). No obstante lo anterior, las citocinas ejercen
actividad proinflamatoria y antiinflamatorias durante el curso de una respuesta inmune. Sin
embargo, muchas acciones de las citocinas son pleiotropicas y dependen en gran medida del
medio en el que se encuentren. Por lo cual, la sobreproduccion de citocinas y su actividad
prolongada, también se ha asociado a disfuncion neuronal, desordenes psiquiatricos y
enfermedades neurodegenerativas como la epilepsia (Devinsky y cols., 2013; Zhang y cols.,

2014).

En mamiferos, los receptores de citocinas se encuentran en todo el SNC, pero en mayor
concentracion en el hipotalamo, hipocampo, cuerpo estriado, la amigdala, tadlamo, plexo
coroideo, bulbo olfatorio, cerebelo, tronco encefalico y médula espinal. Por otra parte, la
expresion de citocinas dentro del cerebro inmaduro es significativamente mayor en comparacion
con el cerebro adulto, incluso en ausencia de una respuesta inmune ante un patdégeno (Rothwell

y Hopkins, 1995; Hopkins y Rothwell 1995).

Adicionalmente, los astrocitos y la microglia tienen un papel importante en la
determinacion de la organizacion estructural del cerebro inmaduro, en el cual la microglia
mantiene una conformacion ameboidea, que le permite participar activamente en la fagocitosis
de restos celulares de células apoptoticas, asi como en la induccion de apoptosis en otras células,
durante los procesos de la formacion de circuitos neuronales funcionales, que, a menudo,
implica la “poda de sinapsis” o pruning synaptic (Bessis y cols., 2007; Stevens y cols., 2007).

Durante este proceso Clq y el complemento 3 (C3), participan como proteinas activadoras de
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la cascada del complemento del sistema inmune, localizdndose en las sinapsis destinadas a la
muerte programada durante el neurdesarrollo (Stevens y cols., 2007). El resultado de esta
cascada, es la expresion de citoquinas y otras moléculas derivadas de la microglia, que participan
en los procesos de neurogénesis, migracion neuronal y gliosis. Ademas de la conformacion de
los circuitos neuronales durante la proliferacion, diferenciacion, maduracidon y poda sinaptica

(Deverman y Patterson, 2009; Garay y McAllister, 2010).

Aunado a lo anterior, se ha reportado el incremento en la expresion de citocinas,
destacando la presencia de la IL-1P. Esta molécula se expresa a niveles detectables dentro de la
corteza desde el dia 14 de gestacion (GE), hasta el dia 7 PN (Giulian y cols., 1988); Por el
contrario, la IL-18 mantiene un pico en su expresion del dia 2 al 14 PN en el cerebelo, ya que
su desarrollo comienza posterior al nacimiento (Giulian y cols., 1988). Asi mismo tanto la IL-
1B como el TNF-a estan presentes al inicio del desarrollo del cerebro de mamiferos, donde la
expresion de TNF-a disminuye posterior al nacimiento e incrementa nuevamente durante los
procesos de sinaptogénesis a partir del dia 2 al 14 PN (Dziegielewska y cols., 2000ab). Se ha
reportado que los niveles de IL-1, aumentan casi seis veces en el momento del nacimiento en
el hipocampo, en comparacion con la etapa adulta. De igual forma, la IL-6 se involucra en
numerosos procesos del neurdesarrollo y desarrollo vascular prenatal (Fee y cols., 2002) y que

a lo largo de este proceso aumenta su expresion en el estriado, hipocampo y corteza cerebral,
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participando como factor neurotréfico (Fig. 1) (Gadient y Otten, 1994ab; Sominsky y cols.,

2018; Araujo y cols., 2019).
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Fig. 1. Periodos criticos del neurodesarrollo postnatal. Se muestra la linea de tiempo del neurodesarrollo
postnatal en roedores a partir del dia 0 al dia 90 PN en el roedor y su correlacion con los periodos criticos del
neurodesarrollo en el humano.
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3.2.- Epileptogénesis en el cerebro inmaduro.

El término epileptogénesis o génesis de la epilepsia, se establece como una secuencia
de eventos que convierten un circuito normal en un circuito hiperexcitable (Dudek y Staley
2012; Pitkanen y cols., 2015). La epileptogénesis se establece como el desarrollo y extension de
tejido capaz de generar crisis epilépticas espontaneas, que resultan en una condicion epiléptica
o en la progresion de una epilepsia establecida (Pitkanen y Engel Jr. 2014). El cual se inicia por
un dafo neuronal agudo, seguido de un “periodo latente”, el cual hace referencia al periodo de
tiempo entre el dafio neuronal y la aparicion de la primera crisis convulsiva. Este periodo latente
libre de crisis convulsivas, puede durar dias, meses o afios hasta la expresion de actividad
convulsiva espontanea (Ben-Ari y cols., 2006; Pitkanen y cols., 2015; Loscher y cols., 2010;
2015). La epileptogenesis es un proceso continuo, dependiente de la frecuencia y severidad de
las crisis convulsivas y puede continuar de forma progresiva a lo largo de la vida (Kadam y

cols., 2010; Dudek y Staley 2012).

Diversos estudios en modelos experimentales y datos clinicos en humanos, establecen
a la epileptogénesis como un proceso multifactorial, activado por un insulto inicial, usualmente
acompafiado por actividad convulsiva recurrente, como es el caso de un Status epilepticus,
seguido de un periodo latente, el cual se describe como una cascada de eventos. Estudios en
roedores, han reportado, que la duracion del periodo de latente es de 2 a 12 semanas, observando
cambios agudos, que pueden ocurrir en un lapso de tiempo de min a dias. Donde, se ha reportado
la induccion inmediata de los genes tempranos (IGTs): Fos, Jun, Egr4, Egrl, Homer 1, Nurr77
y Arc, debido a la intensa y repetida actividad sindptica observada durante la actividad

convulsiva, la cual promueve el incremento del flujo de Ca™ intracelular, por los NMDAr, lo
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que a su vez, conduce a la activacion de cascadas de cinasas y en la fosforilacion de factores de
transcripciéon como el AMP ciclico (AMPc), proteina de union a CREB (cAMP-enlace de
elementos de respuesta), para posteriormente traslocarse al nucleo donde inicia la transcripcion
génica (Herdegen y cols., 1998; Greenberg y cols., 2008). La sobrerregulacion de IGTs puede
modular de forma patologica la funcion sinaptica, responsable de la disminucion de umbral a la

hiperexcitabilidad neuronal (Greer y cols., 2008; Rakhade y cols., 2009).

Se ha reportado que, la induccion en la sintesis del ARNm y la sobreexpresion de las
proteinas c-Fos y c-Jun en las regiones CAl, CA3 y giro dentado (GD) del hipocampo, se
presenta a las 3 a 5 h posterior al dafio generado por un Status epilepticus inducido por acido
kainico (AK) (Pozas y cols., 1997; Lukasiuk y cols., 2006), la expresion de c-Fos decrece
rapidamente en otras estructuras como la corteza cerebral, pero permanece incrementada en el
hipocampo y se ha asociado con la muerte neuronal por el dafio excitotoxico. Por su parte, la
expresion de c-Jun en el GD se observa 24 h después de la actividad convulsiva, su expresion

se considera como marcador de la muerte celular retardada (Lukasiuk y cols., 2006).

No obstante, también se ha reportado que la expresion temprana de c-Jun, favorece la
dimerizacion entre c-Fos y c-Jun para formar el factor de transcripcion AP-1, el cual, activa la
transcripcion de genes implicados en procesos relacionados con la proliferacion y diferenciacion
dirigidos a la reparacion del dano celular (Schreiber 1993; Pozas y cols., 1997; Parent y cols.,

2002).

De la misma forma, el incremento del flujo de Ca*? intracelular, durante el Status

epilepticus, altera de forma inmediata mecanismos de eficiencia sindptica, incremento de la
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densidad postsindptica, aumento de las espinas dendriticas, agrupacion de los NMDArs y
AMPATs e incremento de la sintesis de glutamato (Haglid y cols., 1994; Sanchez y cols., 2005).
Asi mismo, la activacion de fosfatasas y quinasas, alteran la actividad de los canales 16nicos
(proteinas de membrana que forman poros que permiten la entrada y salida de iones CI-, Na"/K*,
para el establecimiento de potenciales de accion) y su funcidn sobre la unidon del neurotransmisor
con su receptor (Bordey y cols., 1998; Bourne y cols., 2008; Wei y cols., 2017). Por otra parte,
la activacion de la calcineurina (PPP3C o serina-treonina proteina fosfatasa 2B), enzima
dependiente del incremento de Ca™ citoplasmatico que activa a la calcio-calmodulina-fosfatasa,
durante la intensa actividad convulsiva, promueve la desfosforilacion y subsecuente endocitosis
de los GABAA, lo que reduce el potencial inhibitorio y la pérdida paulatina de redes inhibitorias

GABA¢érgicas (Kurz y cols., 2001; Blair y cols., 2004; Rakhade y cols., 2008).

En el cerebro inmaduro la activacion de la calcineurina, incrementa la fosforilacion de
los canales i6nicos Kv2.1 (también descritos como KCNB1), lo que promueve su internalizacion
en la membrana post sinaptica, permitiendo la despolarizacion neuronal prolongada (Kurz y
cols., 2001; Rakhade y cols., 2008). La actividad de la proteina cinasa C, dependiente de la
proteina cinasa tipo Il y de la calcio-calmodulina-fosfatasa, se incrementan en minutos posterior
al Status epilepticus, en ratas inmaduras, lo que permite el incremento de la fosforilacion de la
serina 831 en el GluR1 y la serina 880 en el GluR2. Lo anterior, promueve la endocitosis del
GluR2 e incrementa la permeabilidad a Ca*? en los AMPATrs, que genera un incremento de la
susceptibilidad convulsiva en etapas posteriores o adultas (Rice y cols., 1998; Rakhade y cols.,

2008).
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Adicionalmente, se ha reportado que la activacion de los astrocitos, inmediato al dafio
por un Status epilepticus, incrementa las concentraciones extracelulares de K*, lo que a su vez
facilita la hiperexcitabilidad neuronal continua. De forma similar, se ha reportado la
sobreexpresion de los canales de Na* en hipocampo, lo que contribuye a la generacion de
actividad epileptiforme y muerte neuronal, siendo un factor desencadenante de epileptogénesis

(Jensen y cols., 1994; Jabs y cols., 1997; O’Connor y cols., 1998).

Los cambios del periodo subagudo, se establecen de horas a dias post Status
epilepticus, observando el rapido incremento de factores neurotroficos, principalmente del
factor de crecimiento de nervioso (NGF) y del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF).
Los cuales junto con la tropomiosina cinasa (Trk), alteran la modulacion de la maduracion del
cotransportador KCC2, que promueven la actividad inhibitoria mediada por GABA,
principalmente en las células granulares del GD. Cabe mencionar que, durante el
neurodesarrollo postnatal, estos factores neurotroficos mantienen niveles altos en comparacion
con el cerebro adulto, ya que son de suma importancia para los procesos de plasticidad y

sinaptogénesis (Rivera y cols., 2005).

Por otra parte, se ha reportado, la sobre expresion en neuronas del hipocampo de las
proteinas de choque térmico HSP27, HSP70 y HSP72 cuya funcion es especifica de su
localizacion (Schreiber y cola., 1993). La expresion de HSP70 y HSP72, tiene como funcion el
prevenir el plegamiento anormal de proteinas de nueva sintesis, en las poblaciones neuronales
vulnerables al dafio excitotoxico, durante las dos primeras semanas post Status epilepticus. Estas
proteinas se transportan por el arbol dendritico y hacia las zonas mas distales a lo largo de los

axones, donde la HSP70 y la HSP72 ejercen una funcidén neuroprotectora, aunque, dificilmente
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consiguen evitar la muerte neuronal por excitotoxicidad, debido al incremento de su contraparte
HSP27. Asi mismo la expresion extracelular o membranal de HSP70 y HSP72 activan una
respuesta neuroinflamatoria al ser ligandos de los receptores tipo Toll, especificamente del
TLR4 (Planas y cols 1997; Anguelova y cols., 2000; Valentim y cols., 2001; Wei y cols. 2017;

Gualtieri y cols., 2019).

Asi mismo, esta respuesta neuroinflamatoria al dafio excitotdxico, es activada por la
microglia y astrocitos, principales responsables de la sintesis y liberacion de citocinas, como la
IL1-B, la cual incrementa durante los primeros 30 min de actividad convulsiva recurrente. La
IL1-B, activa la via de sefializacion IL-1/TLRs (interleucina 1/ receptores Toll), la cual se ha
descrito como responsable de los cambios a corto y largo plazo sobre el umbral convulsivo,
principalmente en estructuras mesio-temporales como el hipocampo y la corteza cerebral en el

cerebro inmaduro y adulto.

No obstante, en el cerebro inmaduro, se han descrito las alteraciones de la excitabilidad
neuronal, generadas por la neuroinflamacion, donde se ha observado especificamente el
incremento de las proteinas proinflamatorias IL1-p3, Cox-2 y TNF-q, las cuales, actian de forma
directa sobre receptores y canales i6nicos y de forma indirecta a través de sistemas moduladores
de la recaptura glutamato extracelular, por la disminucion de los transportadores selectivos a
glutamato GLT-1, mediados por los astrocitos, principalmente en CA1 y GD de hipocampo. Asi
como, por la activacion de la iNOS, que a su vez promueve la sintesis de ON, el cual incrementa
la liberacion de glutamato y de la sustancia P, lo que preserva la activacion de citocinas, junto

con el incremento de la afinidad de los NMDArs y AMPArs.
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Lo anterior descrito, sustenta que la activacion de la via proinflamatoria de IL-1/TLRs
incrementa la vulnerabilidad del hipocampo inmaduro a la hiperexcitabilidad neuronal y que
dichos cambios dependen de la edad de desarrollo (Cioni y cols., 1998; De Simoni y cols., 2000;
Vivianiy cols., 2003; Rizzi y cols., 2003; Stellwagen y cols., 2005; Ravizza y cols., 2005; Bessis

y cols., 2007; Jarvel y cols., 2008; Yuan-Hao Chen y cols., 2013).

La actividad proconvulsiva de IL1-f a través de los NMDArs, se ha reportado en
modelos experimentales en ratas inmaduras, por medio de la administracion de un antagonista
competitivo selectivo de los NMDArs, que inactiva la actividad IL1-B. Dicho efecto al ser
revertido, incremento la interaccion de la IL1-B con los NMDArs a través de la activacion de
la tirosina cinasa (Src) y la subsecuente fosforilacion de la subunidad NR2A/B, lo que resultd
en el incremento del Ca™? intracelular (Furukawa y Mattson 1998; Viviani y cols., 2003;

Stellwagen y cols., 2005; Di Filippo y cols., 2013).

Adicionalmente, por medio de la técnica Patch clamp en cultivos de neuronas de
hipocampo inmaduro, se observo que la administracion de TNF-o aumenta el flujo de Ca'?
intracelular en un 30% y que el aumento de TNF-a genera un incremento de la expresion de los
AMPATrs y disminucion de los GluR2, por medio de la expresion del TNF-R1 en la superficie
membranal neuronal, lo que a su vez, promueve que las neuronas inmaduras sean mas
permeables a Ca*2. Dicho efecto se ha observado en la corteza cerebral, amigdala y médula
espinal (Beattie y cols., 2002; Stellwagen y cols., 2002;2005). De la misma forma, se ha
reportado que, la actividad de TNF-a a su vez genera endocitosis de los receptores GABAA,

principalmente en sus subunidades B 2/3, en las neuronas piramidales de CA1 e interneuronas
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del GD, lo que favorece la excitacion neuronal (Wang y cols., 2000; Balosso y cols., 2005;

Stellwagen y cols., 2005; Shimada y cols., 2014).

Por otra parte, la administracion i.p. de lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram
negativas en ratas de 14 dias PN, demostr6 que, la activacion de la inflamacion sistémica
generada por un patdgeno, disminuye el umbral convulsivo y facilita el dafio excitotoxico,
principalmente en las redes colaterales de Schaffer de las neuronas piramidales de CA1 del
hipocampo, cuya funciéon normal es transferir el estimulo eléctrico de la region CA3 a la region
CA1, no obstante, el dafio neuronal sobre estas conexiones en el cerebro inmaduro, altera la
plasticidad sinaptica en el hipocampo, contribuye a la preservacion de la hiperexcitabilidad
neuronal y participa en la epileptogénesis (Rakhade y cols., 2009; Yuan-Hao Chen y cols.,

2013).

Asi mismo, el incremento de Cox-2, enzima que cataliza la producciéon de PGs a partir
del acido araquidonico (AA) incrementa la susceptibilidad convulsiva (Jiang y cols., 2004; Chen
y cols., 2004). Adicionalmente, se ha reportado el rapido incremento de la expresion de ARNm
de Cox-2 post Status epilepticus inducido por AK, mostrando la presencia de neurodegeneracion
y muerte neuronal en las regiones de CA1y CA3 del hipocampo inmaduro, a las 12 y 24 h (Rizzi
y cols., 2003; Kawaguchi y cols., 2005), lo que sustenta que la respuesta neuroinflamatoria
precede al dafio neuronal (Rizzi y cols., 2003; Joseph y cols., 2006; Ravizza y cols., 2005) y que
a su vez este dafio neuronal se asocia al incremento de Cox-2 y a la subsecuente produccion de
PGs, ROS, activacion de mecanismo de estrés oxidativo y disfunciéon mitocondrial (Gobbo y

cols., 2004ab).
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De la misma forma, en modelos experimentales de Status epilepticus inducido por AK
y Litio-pilocarpina (Li-Pilo) en ratas de 12 dias PN, se ha reportado el rapido incremento de
ROS y de los marcadores mitocondriales de dafio oxidativo: Nitrotirosina 3 (3-NT); 4-
hydroxynonenal (4-HNE) y proteinas carboniladas, asi como la formacion de radicales libres 24
h post Status epilepticus, siendo responsables de la expresion de neurodegeneracion en las
regiones de CA1l, CA3 y GD de hipocampo, corteza cerebral y talamo (Patel y Li 2003;

Folbergrova y cols., 2010).

La participacion de la disfuncion mitocondrial sobre el complejo I de la cadena
respiratoria (NADH-ubiquinona oxido reductasa) (Cock y cols., 2002; Kudin y cols. 2002),
favorece el desarrollo de trastornos neurodegenerativos, como la epilepsia (Shapira y cols.,
1990, Tretter y cols., 2004), debido a la excesiva liberacion de glutamato, que causa la alteracion
de mecanismos de recaptura de este neurotransmisor y el incremento de Ca?" intracelular, debido
a la saturacion de los mecanismos de regulacion mediados por el intercambiador Na*/Ca?" y a
las proteinas amortiguadoras de Ca®" (Haglid y cols., 1994). Lo cual genera que, la mitocondria
capture el exceso de Ca** acumulado en la matriz mitocondrial; ello induce la despolarizacion
de la membrana por la inhibicion parcial del potencial quimiosmdtico y por la acumulacion de
cargas positivas en la matriz mitocondrial. Esta sobrecarga sostenida, produce una
despolarizacion irreversible por la activacion del poro de transicidn mitocondrial, que constituye
una via por donde el Ca?* retorna al citosol, lo que genera el colapso del potencial quimiosmotico
mitocondrial y una reduccion de la sintesis de trifosfato de adenosina (ATP) (Murchison y cols.,
2000). La disminuciéon de ATP, a su vez genera disfuncion metabolica, produccion de ROS,

activacion de proteasas, fosfolipasas, iNOS, endonucleasas y la inhibicion de la sintesis de
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proteinas. Ademas, el ON puede actuar como mensajero retrégrado, potenciando el efecto
excitotoxico del glutamato y aumentando su liberacion desde las terminales presinapticas
(Lorigados y cols., 2013). Asi mismo, se ha reportado que la disfuncion de complejo I, también
puede deberse al incremento de proteinas carboniladas durante la fase subaguda post Status
epilepticus inducido por Li-Pilo y que esta alteracion persiste hasta 5 semanas, periodo en el

cual se observa actividad convulsiva espontanea (Folbergrova y cols., 2010).

Los cambios crénicos pueden expresarse en un lapso de tiempo de 2 a 12 semanas en
roedores y de meses a afios en humanos. Se ha reportado que, durante las dos primeras semanas
de vida, el cerebro inmaduro muestra una relativa resistencia al dafio excitotoxico, ya que la
cantidad de Ca*™ que entra a una neurona piramidal estd directamente relacionada con la edad
de desarrollo postnatal, donde en los tres primeros dias de vida, el glutamato incrementa el Ca*?
intracelular de forma minima, en cambio, entre los dias 10 al 25 PN, el Ca™ intracelular
incrementa notablemente, por la actividad convulsiva recurrente, mostrando muerte neuronal en
laregion de CA1 del hipocampo, drea més vulnerable al dafo excitotoxico, debido al incremento
de los NMDArs y AMPArs (Kubova y cols., 2001;2011; 2013). A partir de la tercera semana
de vida postnatal, se observa mayor muerte neuronal en CA3 y GD (Cavalheiro y cols., 1987;

Sankar y cols., 1998; Devin y cols., 2007).

Por lo cual, la hipotesis de la resistencia al dafio excitotoxico en la etapa inmadura es
poco sustentada, ya que el cerebro inmaduro en respuesta a la pérdida neuronal, promueve la
formacion de fibras musgosas (MFS-mossy fiber sprouting), las cuales a diferencia de lo
observado en el cerebro adulto, donde se forman colaterales aberrantes en la capa molecular del

GD, en el cerebro inmaduro, se desarrolla un patron diferente, observando la formacion de
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fibras musgosas que terminan en la region basal y en el stratum oriens de las dendritas de las
neuronas piramidales del CA3, con el incremento de la expresion de la proteina GAP43. La
diferencia entre los patrones de dafio neuronal del cerebro inmaduro y el cerebro adulto, se debe
a la inmadurez de las células granulares del GD, las cuales alcanzan su pico de madurez a partir
de la tercera semana de vida postnatal en los roedores (Holmes y cols., 1991ab; Sankar y cols.,

2000; 2007ab).

Asi mismo, las alteraciones en las neurogénesis observadas posterior al dafo por el
Status epilepticus, facilita la formacion de conexiones aberrantes en las neuronas inmaduras,
debido al incremento de las proteinas GAP-43 y sinaptoficina, que promueven la formacion de
redes neuronales aberrantes en la capa molecular del GD y de neuritas en la region supra
granular del hipocampo inmaduro, lo que promueve la generacion de actividad epileptiforme
(Yang y cols., 1998; Haas y cols., 1992; 2001; Parent y col., 2002; Cavazos y cols., 2004; Devin

y cols., 2007; Rakhade y cols., 2009).

Por otra parte, se han reportado cambios en estructuras cerebrales como las regiones
del talamo: coliculo superior, nicleo subtalamico y nucleo pedunculopontino que a su vez
involucran a la sustancia nigra reticulada (SNR), las cuales desempefan un papel critico en el
control de la propagacion de la actividad convulsiva (Druga y cols., 2010). Se ha reportado que
el dafio excitotoxico generado por el Status epilepticus, genera dafo severo y muerte neuronal
en los nucleos del tdlamo y estructuras limbicas a las 12, 24, 48 h y hasta una semana post Status
epilepticus (Druga y cols., 2010; Kubova y cols., 2001;2011). Se ha reportado que, el dafio
excitotoxico genera neurodegeneracion en los nucleos baso lateral y cortical de la amigdala y

en la region de CA1 de hipocampo ventral en ratas de 12 y 14 dias PN, en los modelos Li-Pilo
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y AK, donde por medio de andlisis por resonancia magnética (RM), se observo la reduccion del
volumen de estas estructuras en la etapa adulta, observando el mismo patrén de dafio neuronal

en tejido de pacientes con epilepsia de lobulo temporal (ELT) (Nairismagi y cols., 2006).

De la misma forma, la expresion gliosis en el cerebro inmaduro, es menor en
comparacion con el cerebro adulto. No obstante, la activacion inmediata de la microglia y
astrocitos, por los NMDArs, AMPArs y KArs post Status epilepticus, se caracteriza por cambios
en el citoesqueleto y retraccion de las prolongaciones, lo que contribuye con la sintesis y
liberacion de citocinas y mediadores citotdxicos, que a su vez promueven la muerte neuronal y
neurodegeneracion (Juha y cols., 2010). De la misma forma, se observa agrupamiento de
astrocitos en las regiones del hilus y GD; estas redes alteradas de astrocitos, pueden incrementar
la sintesis y liberacion de glutamato, debido al aumento energético neuronal, lo que
subsecuentemente incrementa el dafio neuronal. Los cambios morfologicos en los astrocitos y
en la microglia, por la actividad convulsiva recurrente, se han reportado por una mayor
expresion de gliosis reactiva, identificada por el incremento de la proteina glial fibrilar acidica
(GFAP) post Status epilepticus, a partir del dia 9 al dia 21 PN. Lo cual, sostiene que los cambios
estructurales posterior un Status epilepticus, son dependientes de la edad de neurodesarrollo

(Nairismagi y cols., 2006; Juha y cols., 2010).
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Fig. 2. Epileptogénesis en el cerebro inmaduro. Insulto inicial causado por (a) Status epilépticus. Cambios agudos observados de minutos a horas generado
por (b) incremento del flujo de Ca™ intracelular, alteraciones de canales i6nicos, incremento de afinidad a glutamato por los NMDArs y AMPATs, activacion
de genes tempranos. Cambios subagudos que involucran (c) activacion de microglia y astrocitos que inician la respuesta neuroinflamatoria, mediante la
liberacion de las citocinas IL1-f, TNF-a y proteinas proinflamatorias iNOS y Cox-2, (d) incremento de la liberacion e inhibicion de la recaptura de glutamato
y fosforilacion de los NMDArs, factores que promueven la hiperexcitabilidad neuronal, cambios cronicos, donde se observa (e) hiperexcitabillidad neuronal,
muerte neuronal, reorganizacion de redes neuronales con formacion de conexiones aberrantes y formacion de fibras musgosas, en hipocampo.

27



3.2.1.- Via de seializacion proinflamatoria IL-1R/TLRs y su papel en la
epileptogénesis.

Lo anteriormente descrito, sustenta la relacion reciproca entre el Status epilepticus, el
incremento de citocinas proinflamatorias y la muerte neuronal en hipocampo. Sin embargo,
existen pocos estudios en el cerebro inmaduro que esclarezcan los mecanismos involucrados en
la respuesta neuroinflamatoria. No obstante lo anterior, estudios en modelos experimentales y
en tejido de humano, se ha identificado la participacion el de la via de sefalizacion
proinflamatoria IL-1R/TLRs. La cual se involucra de forma central en el inicio de la respuesta
neuroinflamatoria de primer orden (activacion de la inmunidad innata), asi como en la respuesta
del sistema inmune ante un agente patégeno o un dafio tisular, en el cerebro inmaduro y adulto
(Viviani y cols., 2003; Ravizza y cols., 2005; 2008;2011; Maroso y cols., 2011; Auvin y cols.,

2014; Vezzani A. y cols., 2015).

La IL-1B, es liberada por los astrocitos perivasculares y células endoteliales de la
microvasculatura cerebral, lo que, a su vez, contribuye a la ruptura de la BHE, por medio de la
activacion de la metaloproteasa 9 de la matriz endotelial (MMP9). La MMP9, destruye las
uniones estrechas intercelulares que conforman la BHE, lo que facilita la entrada de albumina
sérica al parénquima cerebral, esto a su vez activa moléculas sefializadoras de dafo como la
proteina 1 del grupo de alta movilidad (HMGB1). La activacion de HMGB1, desencadena una
respuesta autocrina o paracrina, que genera un rapido incremento de Ca* intracelular por la
fosforilacion de serinas (Src) de la subunidad NR2B de los NMDArs, lo que promueve la

hiperexcitabilidad, dafio neuronal y disminucion del umbral convulsivo.
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La proteina HMGBI, se expresa en los cuerpos neuronales bajo condiciones basales,
sin embargo, durante la actividad convulsiva se transloca del nucleo al citoplasma celular y
activa a los TLRs, especialmente el TLR4 en neuronas y astrocitos. (Blobe y cols., 2000;

Ravizza y cols., 2011; Vezzani y cols., 2011, 2015).

La participacion del TLR4 en la actividad convulsiva en ratas inmaduras, fue
demostrada en un modelo de crisis convulsivas mediante la inyeccion sistémica de un LPS, el
cual actiia como ligando a TLR4, observando la disminucion del umbral convulsivo durante la
fase aguda y presencia de actividad epileptiforme en fase cronica (Ravizza y cols., 2005). El
efecto proconvulsivante de este LPS fue revertido por medio de la administracion de
Minociclina, antibidtico que previene la activacion de la microglia y liberacion de citocinas. De
la misma forma, empleando un inhibidor de la caspasa 1 (ICE/Caspasa 1), antagonista de
receptor de la interleucina 1 (IL-1ra), se demostrd que, la activacion de TLR4 puede generar
cambios rapidos en la transmision sindptica y a su vez activar grupos especificos de cinasas,
como la cinasa c-Jun-N-terminal (JNK), p38, cinasas activadas por mitogénos (MAPK) y

proteina cinasa C (PKC) (Ravizza y cols., 2006; Auvin y cols., 2007; 2010).

Por otra parte, se ha reportado que HMGB1 puede ser secretada por diferentes células,
durante el proceso de necrosis o por un evento estresor. Sin embargo, ain no se conoce
completamente bien la participacion de HMGBI en la epileptogénesis (Vezzani y cols., 2019).
Al parecer, la localizacion citoplasmatica de HMGBI1 permite la metilacion, acetilacion y
fosforilacion de diferentes mediadores proinflamatorios celulares, lo que facilita la preservacion
de la respuesta inflamatoria en el tejido durante la epileptogénesis (Blobe y cols., 2000; Aronica

y cols., 2007).
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No obstante lo anterior, los efectos inmediatos a la actividad convulsiva aguda
mediados por la IL1-f han sido reportados en rebanadas de hipocampo y cultivo de neuronas
piramidales de rata. En estos modelos in vitro, se observo una disminucion de la inhibicion
sindptica mediada por GABA en la region de CA3 en el hipocampo, incremento de la
excitabilidad neuronal mediada por los NMDArs y canales de voltaje a iones Ca™ en CAl,
aumento de la permeabilidad al Ca* por la fosforilacion de los canales dependientes de K* y la
subsecuente activacion de p38 y MAPK (Zhang y cols., 2010). De igual forma, en neuronas
piramidales de hipocampo, se ha observado el aumento de la funcion de los NMDArs por medio
de mecanismos no transcripcionales, observando el incremento del flujo de iones Ca*? debido
a la activacion de Src, que fosforila la subunidad NR2B del NMDArs (Viviani y cols., 2003;

Vezzani y cols., 2013).

Por otra parte, se ha reportado que los efectos a largo plazo de la activacion de la via
de sefalizacion IL-1RI/TLR permite la perpetuacion de la respuesta inflamatoria por la
activacion de NF«x-f3, que inicia la transcripcion de moléculas y proteinas proinflamatorias como
Cox-2 y PGs. La expresion de estas moléculas, generan una disminucion paulatina del umbral
convulsivo, muerte celular y la subsecuente induccion de genes involucrados en los procesos de
neurogénesis, reorganizacion sindptica y plasticidad neuronal (Cacheaux y cols., 2009; Maroso

y cols., 2011; Akin y cols., 2011).

Dentro de las proteinas proinflamatorias activadas por la via IL-R/NFk-f3, se encuentra
la Cox-2, la cual es un importante mediador de la respuesta inflamatoria. Se ha reportado en
modelos experimentales, la participacion de Cox-2 en la transmision sindptica glutamatérgica,

ya que Cox-2, se encuentra expresada en niveles basales en los cuerpos neuronales y espinas
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dendriticas de neuronas de hipocampo y su actividad es regulada por la actividad sinéptica
(Kaufmann y cols., 1996; Simmons y cols., 2004). Después de la actividad convulsiva, la via
IL-1R1/TLR4 puede activar a Cox-2 en primera instancia y 1 h después, aumentar su expresion
por medio de la activacion de los NMDArs. Estos receptores promueven la activacion de Cox-
2 por medio de la via de iNOS y la fosforilacion de la fosfolipasa A, mediante la produccion de
acido araquidonico (AA) (Marcheselli y Bazan 1996; Ravizza y cols., 2013; Noe cols., 2013).
Se ha reportado que cada molécula de Cox-2 es inactivada después de convertir cerca de 400
moléculas de AA en PGs EP1 y EP2, promoviendo un sistema dindmico en respuesta a los
cambios de la actividad neuronal. La actividad de Cox-2 posterior al dafio agudo, es regulada
por la presencia de NF«k-f. Este factor nuclear inicia la transcripcion de los genes que codifican
a Cox-2, lo que genera cambios moleculares y celulares que promueven la hiperexcitabilidad

neuronal (Riazi y cols 2010; Akin y cols., 2011; Maroso y cols., 2011).

Por otra parte, la movilizacion de Ca*? intracelular activa la produccion de PGs que
activan los receptores a PGs EP1 y EP2. La activacion de EP2, a su vez promueve la produccion
de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), que dana la BHE y promueve la respuesta
inflamatoria (Devinsky y cols., 2013ab). De igual forma, la activacion de Cox-2 y la sintesis de
PGs promueven la produccion de radicales libres, como productos intermediarios, los cuales
pueden potenciar el efecto excitatorio del glutamato (Riazi y cols., 2010; Akin y cols., 2011).
Las PGs EP2 también puede activarse por la expresion de TNF-a en los astrocitos, lo que a su
vez favorece la liberacion de glutamato y contribuye a la generacion de la actividad

epileptiforme (Bezzi y cols., 2001; Fee y cols., 2002; Ding y cols., 2007; Fellin y cols., 2006).
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En modelos experimentales, se ha reportado que la inhibiciéon de Cox-2 durante la
administracion de LPS, disminuye la liberacion de glutamato en c¢lulas granulares de
hipocampo, y que la administracion exdogena de PGE2 puede exacerbarla, lo que sugiere que la
hiperexcitabilidad de las células granulares, puede ser mediada por la via de la PGE2 debido a
la expresion de Cox-2. De igual forma, estudios electrofisioldgicos en rebanadas de hipocampo
de rata, han reportado disminucion en la excitabilidad en neuronas piramidales de la region CA1l,
tras la inhibicién selectiva de Cox-2 y la subsecuente disminucion de PGE2. Por el contrario, a
la aplicacion exdgena de PGE2, que produce un incremento en la frecuencia de disparo y
aumento del potencial de excitacion post sinaptico, posiblemente derivado de la disminucion
del flujo de K* en las neuronas piramidales de CA1 (Ravizza y cols., 2006,2011; Akin y cols.,

2011, Maroso y cols., 2011).

Cabe resaltar que el dafno a la BHE resultante de la activacion de la via IL-1B/TLR-
Cox-2 promueve a su vez la activacion del factor de crecimiento transformante beta (TGF)-p,
citocina que juega un papel central en la comunicacion intercelular, la cual se encuentra
involucrada en los procesos de crecimiento celular, embriogénesis, diferenciacion celular,
morfogénesis y apoptosis (Blobe y cols., 2000). La via de sefalizacion de TGF-p es mediada
por sus receptores TGF-$ RI y TGF-f RII. Estos receptores activan un sistema de sefalizacion
intracelular por medio de la fosforilacion del complejo proteico Smad (por su siglas en inglés,
Mothers Against Decantaplegic homolog), que actian como moduladores de la expresion de
genes pertenecientes a multiples vias de sefalizacion, y en la activacion de la via p38 activada
por MAPK (p38 mitogen-activated protein kinases) que participa en los procesos de

diferenciacion celular, apoptosis y autofagia (Blobe y cols., 2000; Vezzani A. y cols., 2014).
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Adicionalmente, la extravasacion de albumina sérica genera la sobre regulacion de
TGF-B, lo que facilita la ruptura de la BHE, permitiendo la union a su receptor TGF-Br para la
activacion de la via de sefializacién de TGF-B (Cacheaux y cols., 2009; Ivens y cols., 2007). Por
otra parte, se ha reportado que el bloqueo de la via de sefializacion de TGF-f inhibe la respuesta
transcripcional asociada con la activacion de la glia, lo que previene la presencia de actividad

epileptiforme en etapas posteriores (Vezzani y cols., 2015).

3.3.- Farmacos antiinflamatorios empleados en la clinica y sus efectos en
modelos de Status epilepticus en ratas inmaduras.

La evidencia clinica y experimental muestra a la neuroinflamacion como sustrato
comun en la etiopatogenia de la epilepsia y se ha establecido que la actividad epiléptica
recurrente, preserva la respuesta neuroinflamatoria (Ravizza y cols., 2005; Rizzi y cols., 2003;
Vezzani y cols.,2013). Estudios farmacologicos en modelos de Status epilepticus y epilepsia
incluidos los modelos de epilepsia farmacorresistente en animales adultos, han reportado que el
tratamiento con farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINESs), antiinflamatorios selectivos
de la Cox-2, glucocorticoides como dexametasona y antiepilépticos como el valproato y
carbamazepina, reducen la actividad convulsiva espontanea (Jung y cols., 2006; Polascheck y
cols., 2010; Garcia-Curran y cols., 2019). De la misma forma, se ha reportado que, los
inhibidores selectivos de la Cox-2: el Celecoxib y Rofecoxib disminuyen la muerte neuronal en
los subcampos CA1 y CA3 del hipocampo, posterior al Status epilepticus inducido por AK y
Li-Pilo, estableciendo la existencia de un efecto neuroprotector que, sin embargo, no llega a ser

antiepileptogénico, debido a que no protegen las estructuras adyacentes al hipocampo como
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amigdala, el talamo y la corteza piriforme, que participan en la propagacion de la actividad
convulsiva (Kuntz y cols., 2001; Kawaguchi y cols., 2005; Holtman y cols., 2009).
Adicionalmente, se ha investigado el uso de inhibidores selectivos de la Cox-2 como:
Celecoxib, Rofecoxib, Nimesulida y no selectivos como la Aspirina y el Naproxeno (AINEs),
como potenciales anticonvulsivos en modelos de crisis convulsivas generalizadas inducidas por
pentilenetetrazol (PTZ) en ratones. Mostrando que la administracion oral de dichos farmacos 45
min después de la administracion de PTZ, incrementa las latencias de la actividad convulsiva
tonico clonica y reduce el tiempo de recuperacion post crisis (Dhir y cols., 2006; Rojas y cols.,
2018). Sin embargo, la administraciéon de Nimesulida y Celecoxib (Clbx) en ratas adultas 1 h
antes de la administracion de AK, mostr6é un aumentd la severidad de las crisis convulsivas y
mayor mortalidad (Kunz y Oliw, 2001a; Gobbo y O’Mara, 2004), asi mismo, se ha reportado
que la administracion cronica de Clbx incrementa la severidad convulsiva inducida por AK
(Toscano y cols., 2008). Lo que sustenta, que el Clbx, no tiene efectos anticonvulsivos
convulsivos y que tnicamente ejerce efectos neuroprotectores al ser administrado posterior a un
Status epilepticus (Gobbo y O’Mara, 2004. Adicionalmente, se ha reportado que la
administracion de 20 mg/kg de Celecoxib 30 min después de la administracion de AK en ratas
Sprague Dawley de 10 PN de edad, disminuyo las latencias de inicio y mortalidad en un 70%,

en un modelo de Status epilepticus recurrente (Morales-Sosa y cols., 2018).
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3.3.1.- Efectos secundarios de los antiinflamatorios no esteroideos y
antiinflamatorios selectivos de Cox-2.

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), son un grupo de farmacos
antiinflamatorios, inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa (Cox)-1 y Cox-2, y por lo tanto de
la sintesis de tromboxanos y PGs, sin embargo, al inhibir simultdneamente a la Cox-1 y Cox-2,
tienen la capacidad de causar hemorragias en el tracto digestivo y formar ulceras
gastroduodenales. Por otra parte, los inhibidores selectivos de la Cox-2, inhiben la sintesis
de prostaciclina sin tener efecto sobre la accion de la Cox-1, la cual se encuentra en el tracto
gastrointestinal, rifiones y plaquetas. Ambas enzimas Cox-1 y Cox-2, poseen caracteristicas y
funciones diferentes, por ello al ser bloqueadas de forma simultdnea, produce efectos
secundarios gastrointestinales, renales y plaquetarios (Silverstein y cols., 2000; Katzung y cols.,

2007; Bhala y cols., 2013).

El AINE prototipo es la aspirina y los derivados del a&cido propanodico como
el ibuprofeno y naproxeno; derivados del acido acético como la indometacina y acidos enolicos
como la piroxicam, los cuales inhiben el AA sobre el sitio activo de la ciclooxigenasa. Sin
embargo, su uso cronico genera irritacion de la mucosa gastrica, como efecto adverso mas
comun y son causa de Ulcera péptica, también pueden producir hemorragias del tracto digestivo,
vértigo, cefaleas, fatiga, suefio, y en ocasiones reacciones alérgicas de consideracion (Antman

y cols., 2007; Bhala y cols., 2013).

El uso a largo plazo de Ibuprofeno y farmacos derivados del acido propionico como el

Piroxicam, Diclofenaco y Benzamina, puede causar alteraciones cognitivas, irritabilidad y
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pérdida de memoria, asi como fotosensibilidad asociada a una inflamacion paradojica en
presencia de luz solar, ademas de falla hepatica, renal y alteraciones pulmonares como edema
laringeo, asma bronquial y tromboembolismos. Por lo cual, estan contraindicados su uso durante
la infancia y el embarazo, ya que puede producir malformaciones durante la etapa fetal (Antman

y cols., 2007; Katzung y cols., 2007; Bhala y cols., 2013).

De la misma forma, se ha reportado que los Coxib, aumentan en un 37 % el riesgo de
sufrir obstruccion vascular que genera infartos al miocardio o debilidad del endotelio vascular
que puede generar un evento cerebrovascular (EVC), formacion o perforacion de ulceras
gastrointestinales y hemorragias gastrointestinales. Por otra parte, el componente sulfonamida
del Clbx, puede causar alergias en pacientes sensibles a dicho compuesto, causa por la cual,
algunos Coxib, han sido retirados del mercado y su uso estd altamente contraindicado en

pacientes pediatricos (Silverstein y cols., 2000; Katzung y cols., 2007).

3.4.- Magnolia offcinalis.

La Magnolia, planta endémica de América y Asia, de uso importante en la medicina
tradicional China y japonesa es conocido como Houpu o extracto de Magnolia, a la cual se le
atribuyen efectos ansioliticos, antioxidantes y antiinflamatorios. De la familia de la Magnolia
se desprenden las especies officinalis, grandiflora, albata y obovata, de las cuales se han
identificado cerca de 225 componentes diferentes, como alcaloides, cumarinas, flavonoides,
lignanos, neolignanos fenilpropanoides y terpenoides (Tachikawa y cols., 2000), destacando

concentraciones elevadas de dos fenilpropanoides, componentes poli-fendlicos: honokiol (3°,5-
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di-2-propenil-1,1°-bifenil-2,4’-diol) y magnolol (5,5'-diallil-2,2'-dihidroxibifenil) ambos con
una estructura homologa, que les confiere efectos similares sobre el SNC (Lee y cols., 2009).
Se ha reportado que la especie Magnolia officinalis (MO) posee mayor cantidad de honokiol y
magnolol 1.25 y 1.8% respectivamente, siendo mayor mente empleada para la sintesis de estos
compuestos, empleados actualmente en forma de suplementos alimenticios y a nivel
experimental como antinflamatorio, analgésico y como potencial alternativo de tratamiento para

enfermedades neurodegenerativas (Lee y cols., 2011).

OH \ / L\

Fig. 3.- Flor de la Magnolia officinalis. A) Magnolol 5,5'-diallil-2,2'-dihidroxibifenil, formula molecular:
Ci3Hi30,, peso molecular: 226.334, solubilidad: Lipofilica, Receptor: GABAA, NFk-, NMDA. B) Honokiol
3’,5-di-(2-propenil)-1,1’-bifenil-2,4’-diol, formula molecular: C,sH;50,, peso molecular: 226.334, solubilidad:
Lipofilica. Receptor: GABAA, NFk-p, NMDA.
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3.4.1.- Efecto antiinflamatorio de la Magnolia officinalis.

El estudio de las propiedades terapéuticas de la MO en la medicina occidental, se ha
dirigido a los efectos antiinflamatorios y neuroprotectores atribuidos a los principios activos
honokiol y magnolol, los cuales poseen un amplio espectro de efectos. Se ha reportado que el
efecto antiinflamatorio de dichos compuestos se asocia a la disminucién de ON y a la expresion
de iNOS, TNF-a, Cox-2, IL1-B, la produccion de PGs, tromboxanos y leucotrienos por medio
de la inhibicion de la activacion de la via de MAPK, AP-1 y NF«k-p (Munroe y cols., 2007; Kuo

y cols., 2010; Murakami y cols. 2012; Zhang y cols., 2013).

Adicionalmente, en modelos de isquemia por oclusion de la arteria cerebral media en
ratones, se ha reportado la capacidad antioxidante del honokiol al preservar el potencial de
membrana mitocondrial y la actividad de la Na*/K*-ATPasa por la disminucion de ROS y
preservacion de la funcidn enzimética mitocondrial, que facilita la preservacion neuronal y

reduce el area de penumbra (Liou y cols., 2003; Chen y cols., 2007).

Por otra parte, el honokiol disminuye la intolerancia a la glucosa post-isquémica, a
través de la activacion de componentes de la via de sefalizacion de receptores a insulina y
adiponectina (PEPCK y AMPK, respectivamente) lo que sugiere la capacidad del honokiol de
modular el metabolismo de la glucosa como posible mecanismo neuroprotector sobre el dano
excitotoxico (Harada y cols., 2012). Adicionalmente, el magnolol y honokiol inhiben la
infiltracion de neutrofilos post dafio isquémico, por medio de la inhibicién de la proteina de

densidad post siniptica (PSD95) y la expresion del 6xido nitrico sintetasa neural (nNOS)
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dependiente de Ca*?, (PSD95-nNOS) que se acoplan a los NMDATrs y aumentan el flujo de Ca*

intracelular (Wang y cols., 2011; Hu y cols., 2013).

Adicionalmente, en modelos de toxicidad por beta-amiloide (AP) en ratones, se ha
reportado que el honokiol inhibe la actividad de la Caspasa-3 y disminuye la produccion de ROS
(Lee y cols., 2010). Asi mismo en modelos de inflamacion por LPS, se ha observado que el
honokiol y magnolol disminuyen la expresion de TNF-o y ROS (Chao y cols., 1995; Lee y cols.
2010). Adicionalmente en modelos de analgesia se encontrd que el honokiol bloquea la
respuesta al dolor mediante la inhibicion de los NMDArs, sustancia P y PGs EP2 (Lin y cols.,

2009).

3.4.2.- Efectos depresor, analgésico y anticonvulsivo de la Magnolia
officinalis.

En 1980 se report6 por primera vez los efectos depresores a dosis altas de honokiol y
magnolol sobre el SNC (Watanabe y cols., 1980), asi como efectos ansioliticos a dosis bajas
(Kuribara y cols., 1999). Por lo cual, debido a su posible potencial terapéutico sobre trastornos
neurodegenerativos, se evalud el efecto del honokiol y el magnolol en modelos in vitro en
cultivos de células granulares de hipocampo de rata, donde se observo la capacidad del honokiol
de inhibir la despolarizacion repetida de la neurona por medio del bloqueo de glutamato sobre
los NMDrs y el incremento de K intracelular (Lin y cols., 2005; 2006; 2009). Posterior mente,
se evalu6 la administracion i.p. de magnolol y honokiol (1 y 5 mg/kg respectivamente) sobre la
administracion i.v. de NMDA (10 mg/ml) observando un aumento en las latencias de la

actividad convulsiva (Lin y cols., 2005).
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De manera similar, en modelos in vivo en ratones y ratas, se ha reportado que los
efectos sedantes y ansioliticos del honokiol y magnolol, estan dados a través de un mecanismo
de accion similar al de las benzodiacepinas, debido a que interaccionan con los receptores
GABAA\ en su subunidad alfa (a 1-6). Se ha reportado, que la administracion tnica via oral de
honokiol aumenta la actividad exploratoria y disminuye el comportamiento ansioso en ratas
adultas y que la administracion repetida de dosis bajas (0.2 mg/kg honokiol) tiene mayor efecto
ansiolitico con menores efectos secundarios cognitivos y motores, en comparacion con el
Diazepam. Dicho efecto fue corroborado al administrar flumazenil y bicuculina via subcutanea,
antagonistas del receptor GABA 4 (Kuribaray cols., 1999; Aiy cols., 2001). Ambos compuestos
incrementaron la neurotransmision GABA¢érgica en hipocampo a nivel del GD y mostraron
mayor eficacia sobre los receptores GABAA que contienen la subunidad delta (5) (Alexeev y

cols., 2012; Fuchs y cols., 2014).

Adicionalmente, se infiere que el efecto del honokiol y del magnolol sobre la
transmision GABA¢érgica se relaciona con el incremento en la sintesis de la enzima GAD65 y
no directamente con la actividad de los receptores GABA4, lo que sugiere que su uso a largo
plazo, no causa desensibilizacion de los receptores a GABAA (Ku y cols., 2011). En un modelo
de crisis convulsivas inducidas por PTZ en ratones, se observd que la administracion, del
extracto etanolico de MO increment¢ las latencias de la actividad convulsiva, reportando efectos
anticonvulsivos similares al Diazepam (Chen y cols., 2011). Por otra parte, la administracion
oral de 300 mg/kg de MO y Magnolia de Albata aumentaron el efecto sedante del fenobarbital
(Martinez y cols., 2006). Se ha reportado que, la sinergia de ambos compuestos honokiol y

magnolol muestran mayor efecto anticonvulsivo (Qiang y cols., 2009).
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3.4.3.- Farmacocinética del honokiol y magnolol principales activos de la
Magnolia officinalis.

Investigaciones recientes sobre la actividad del magnolol en ratas Sprague Dawley
tratadas con 2.5 mg/kg y 10 mg/kg 1.v. de magnolol, reportaron una vida media en plasma de
54.1 £5.14 y49.58 £ 6.81 min respectivamente. De la misma forma fue evaluada la vida media
del honokiol en ratas Sprague Dawley, tratadas con 5 mg/kg y 10 mg/kg i.v., reportando una
vida media de 49.22 + 6.68 y 56.2 = 7.73 min, lo que sugiere actividad similar e independiente

en ambos componentes (Tsai y cols., 1996; Sarrica y cols., 2018).

Por otra parte, estudios relacionados también en ratas Sprague Dawley, pero tratadas
con 50 mg/kg de magnolol, han reportado que este es metabolizado a isomagnolol hidrogenado
y en hidroxi derivados glucurénicos y sulfatos, lo que sugiere la participacion de enzimas
hepaticas y bacterias intestinales involucradas en el proceso de eliminacion de dicho
componente por excrecion biliar, heces y orina, lo cual ha sido corroborado por cromatografia
liquida de alta resolucion mas espectrofotometria de masas (HPLC/MS) alas 12y 24 h, después
de la administracion v.o. e i.p en cada caso, observando bioactividad en sangre a los 15min y a
las 8 h posterior a la administracion de magnolol, lo que sugiere la circulacion enteropdtica del

magnolol y sus metabolitos (Li y cols., 2007; Lin y cols., 2011).

Por otra parte, el analisis por medio de perfusion aislada de higado de ratas Wistar a
las cuales se les administraron 10 uM de honokiol durante 90 min via perfusion, muestra la
biotransformacioén hepatica y disposicion del honokiol y sus metabolitos, donde fue extraido
casi el 99% del honokiol administrado, obteniendo concentraciones estables de honokiol a los

30 min después del inicio de la infusion, donde solo el 0.03% de la dosis administrada se
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encontrd en bilis y el 0.66% en el efluente perfundido. El 80% de la dosis de honokiol
administrada fue concentrada en el higado, donde el anélisis de la bilis y del flujo perfundido
por medio de HPLC/MS, reportaron la formacion de dos metabolitos 1lamados glucurénidos y
sulfato-monohidroxy-honokiol (M1) y (M2) respectivamente. Dichos resultados sugieren que
el honokiol al igual que el magnolol son extensamente metabolizado por el higado y excretados

por la bilis y las heces (Liy cols., 2007).

Adicionalmente se evaludé la biodisponibilidad de honokiol y el magnolol al
administrarlos v.o. a dosis de 20 y 50 mg/kg, lo cual alcanzé una concentracion 1 h post
administracion (0.16 £ 0.023 pgr), la cual permaneci6é constante a las 6 h, observando una
disminucion lineal a las 16 h, post administracion (Hattori y cols., 1986). Sin embargo, no
existen aun estudios farmacocinéticos de honokiol o magnolol en humanos, Gnicamente en
roedores adultos (Li y cols., 2007). Por otra parte, se ha identificado metabolitos hidroxilados
del honokiol conjugados con acido glucurdnico y sulfurico y monoglucurénido de honokiol en
higados de rata aislados perfundidos con 10 mM de honokiol. Lo anterior ha permitido
establecer que la glucuronidacion y la sulfatacion fueron los principales procesos involucrados
en las vias metabdlicas del higado del fenilpropanoide, estableciendo en primera instancia a la
oxidacion como la principal via metabolica y de manera secundaria a la glucuronidacion, la
sulfatacion, la acetilacion y la conjugacion de aminoacidos como la principal via metabolica

(Liu y cols., 2007; Liu y cols., 2013).
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3.4.4.-Mutagenocidad y genotoxicidad del honokiol y magnolol componentes
de la Magnolia officinalis.

La mutagenicidad de la MO, fue evaluada en cepas de Salmonella typhymurium y en
cepas de Escherichia coli, donde un 95% de magnolol y 1.5% de honokiol, no incrementan el
numero medio de revertientes por placa en Salmonella typhymurium y Escherichia coli,
concluyendo que no es mutagénica bajo condiciones experimentales (Liy cols., 2007; Zhang y
cols., 2008). Del mismo modo, se evalu6 la genotoxicidad de la MO compuesto por un 94% de
magnolol y 1.5% de honokiol en dos ensayos in vitro de aberracion cromosomal en células de
ovarios de hamsters chinos y en células de pulmoén. Adicionalmente la misma prueba fue
desarrollada en ratones albinos suizos, hembras y machos, de 7 a 9 semanas de edad. La
administracion oral de honokiol y magnolol a razén de 625 mg/kg y hasta 2.500 mg/kg; tanto
honokiol como magnolol no afectaron la proporcion de eritrocitos inmaduros ni el numero de
microntucleos en los eritrocitos policromaticos, ademds de no incrementar de forma significativa

la proporcion de eritrocitos en ninguno de los grupos tratados (Nachtergael y cols., 2015).

Estudios en ratones, a los cuales se les administro extracto de corteza de MO a razon
de 50 g/kg y 8.5 g/kg i.p., mostraron actividad toxica minima. Por otra parte, estudios de
toxicidad subaguda, realizados con la administracion de 5 a 10 g/kg del extracto de MO por 14
dias, reportaron una disminucion de los niveles de alanina aminotransferasa y creatinina, asi
como un incremento en los niveles de BUM en ratas macho, aunque no se observaron diferencias
en ninguno de los otros pardmetros (Cheng y cols., 2003; Liu y cols., 2007). Adicionalmente,
se ha reportado en ratas de 6 a 7 semanas de edad, con un peso de 100 a 120 g, las cuales se

les administré MO a una concentracion de 90% magnolol y 1.5% de honokiol v.o., en dosis que
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iban de 60 mg/kg hasta 480 mg/kg durante 21 dias y en dosis de 60 mg/kg hasta 240 mg/kg por
90 dias, no se presentan efectos toxicos, observando preservacion de la funcidn renal sin restos
microscopicos o macroscopicos hematologicos en orina. Tampoco se reportan fallecimientos en
los sujetos de los grupos de estudio ni diferencias significativas entre los pesos de los 6rganos,

reportando un indice NOAEL > 240 mg/kg/dia (Cheng y cols., 2003; Liu y cols., 2007).

3.5.- Modelo de Status epilepticus inducido por acido kainico en ratas
inmaduras.

El uso de modelos experimentales de Status epilepticus en ratas inmaduras y
prepuberales, son una herramienta importante para el estudio de los mecanismos implicados en
la epileptogénesis y en la epilepsia desarrollada en etapas posteriores o adultas (Holmes y cols.,
1991ab; Stafstrom y cols., 2002; 2015). Para el desarrollo de este tipo de modelos, se han
empleado farmacos que generan dafo en estructuras como el hipocampo, amigdala y corteza,
estructuras involucradas en la ELT en humanos, la cual, en la mayoria de los casos, posee una
etiologia de inicio temprano; ademas de que la ELT, comprende cerca del 60% de los casos de

epilepsia a nivel mundial (Loscher y cols., 2010; Kubova y cols., 2012).

El acido kainico (AK), genera actividad excitatoria en neuronas del SNC de
vertebrados, por lo que ha sido empleado como quimioconvulsivante en modelos
experimentales de Status epilepticus en la etapa inmadura y adulta (Ben-Ariy cols., 1985; Sperk
y cols., 1994; Sarkisian y cols., 1997; Ben-Ari y Cossart 2000). El AK es una sustancia con
estructura andloga al 4cido glutdmico, que actia como agonista de los AMPArs y Kars, cuya

densidad es mayor en el hipocampo inmaduro, especialmente en la region de CAl, también en
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la amigdala, corteza peririnal y la corteza entorrinal (Nadler y cols., 1979; Sperk y cols., 1994).
La actividad excitotdxica del AK es dependiente de la dosis, produce dafio en el soma neuronal
y dendritas de las neuronas piramidales del hipocampo, asi como muerte neuronal en los
subcampos de CA1, CA3 y GD de hipocampo, dichas alteraciones son responsables de la
disminucion del umbral convulsivo y de la despolarizacion repetida (Nadler y cols., 1979,

Lothman y cols., 1991; Rubio y cols., 2010; Auvin y cols., 2014).
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Fig. 4. Acido kainico. A) Estructura molecular del acido kainico (AK). B) Estructura molecular del glutamato. C)
Generacion de actividad convulsiva en las estructuras del hipocampo y propagacion a la corteza temporal, que
causan crisis parciales complejas secundariamente generalizadas y Status epilepticus.

El AK reproduce en ratas el mismo patron de dafio en hipocampo, amigdala, talamo y
corteza cerebral observado en tejido resecado de pacientes con ELT (Ben-Ari y cols. 1985;
Engel J Jr y cols., 2001), por lo anterior, el AK se emplea como quimioconvulsivante en

modelos de epileptogénesis en la etapa inmadura y adulta (Cavalheiro y cols., 1982, Stafstrom
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y cols., 2002), siendo capaz de reproducir crisis parciales complejas secundariamente
generalizadas de tipo del 16bulo temporal, generando dafio en el hipocampo ventral, el cual se
establece como la principal estructura epileptogénica, con mayor susceptibilidad durante las dos
primeras semanas de vida (Cavalheiro y cols., 1982; dos Santos y cols., 2000ab). Se ha reportado
que, el Status epilepticus recurrente inducido por AK en ratas de dos semanas de edad postnatal,
permite la generacion de cambios histopatoldgicos, moleculares y conductuales, similares a los
observados en los modelos en ratas adultas y que el uso de administraciones consecutivas de
AK generan a largo plazo aumento de la susceptibilidad convulsiva (Sarkisian y cols., 1997;
Haas y cols., 2001).

La expresion motora de las crisis convulsivas de tipo parcial complejo inducidas por
AK en ratas, se caracteriza de forma general por hipoactividad presente a los pocos minutos
posterior a la administracion de AK, seguida de actividad motora compleja, en la cual el registro
por electroencefalograma (EEG), se identifica actividad de alta frecuencia en hipocampo y
corteza temporal (Cavalheiro y cols., 1982, Stafstrom y cols., 1993; Wasterlain y cols., 2002;

Zayachkivsky y cols., 2012).
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3.5.1. Descripcion de la conducta motora del Status epilepticus inducido por
acido kainico en ratas inmaduras.

Ben Ari (1981), establecieron que la evolucion de la conducta motora inducida por la
actividad convulsiva subsecuente a la administracion del AK en ratas de la cepa Sprague Dawley
y Wistar de 2 semanas de vida PN, es especifica de la edad. La administracion sistémica por
via intraperitoneal de AK produce hipoactividad por un tiempo promedio de 10 a 20 min,
seguido de movimientos de rascado continuo descritos como movimientos consistentes,
repetitivos de alta frecuencia de flexion y extension de las extremidades posteriores dirigidas a
la region de la nuca, que ocurren de forma brusca y cuya duracion es en promedio de 2 a 5 seg,
involucrando cualquiera de las dos extremidades posteriores de forma independiente,
acompafiados de movimientos espasmoddicos de tronco, mioclonias de cabeza, masticaciones,
bostezos y perdida de la postura (Albala y cols., 1984; Cherubini y cols., 1983; Okada y cols.,
1984; Tremblay y cols., 1984); estableciendo esta caracteristica conductual como la primera
evidencia de actividad convulsiva, asociada a descargas electroencefalograficas que persisten
muchas horas mas posterior a la administracion de AK (Fig. 5) (Dzhala y cols., 2005; Raol y

cols., 2009; Moreira y cols., 2011; Zayachkivsky y cols., 2012).
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Fig. 5. Imagenes de ratas de 10 dias postnatales (PN) tratadas con acido kainico (AK) que muestran la evolucion
de la conducta motora posterior a la administracion i.p. de AK: A) No responde a estimulos. B) Movimientos
espasmodicos, sacudidas y estiramientos de cadera y cola. C) Movimiento de rascado unilateral con extremidad
inferior y posicion sobre su costado. D) Movimiento de rascado bilateral con extremidades inferiores que involucra:
D1) Perdida de la postura con recuperacion de la misma y D2) Movimiento de rascado bilateral; E) Mioclonias de
las cuatro extremidades. E1) Perdida de la postura sin recuperacion de la misma. Status epilepticus: estado continuo
e irreversible de crisis convulsivas cuya duracion es mayor a los 30 min o crisis convulsivas discontinuas cuya
duracion sea mayor a los 30 min, sin regreso a la funcion normal entre crisis (Sarkisian y cols., 1997; Lowenstein
y cols. 1999; Zayachkivsky y cols., 2011).
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4.- JUSTIFICACION.

Durante los periodos criticos del neurodesarrollo, las condiciones del cerebro inmaduro
son dirigidas a promover procesos de plasticidad y sinaptogénesis; asi como la organizacion de
redes neuronales esenciales para funciones especificas en la etapa adulta (Plotkin y cols., 1997,
Ben Ari, 2002; Sayin y cols., 2015). Sin embargo, el cerebro inmaduro, es altamente susceptible
al dafo por hipertermia, hipoxia y trauma craneo encefalico, debido a que pueden desencadenar
una respuesta neuroinflamatoria. Estos eventos pueden generar alteraciones de la excitabilidad
neuronal, que promueven el desarrollo de actividad convulsiva recurrente y el establecimiento
un Status epilepticus (Dube y cols., 2005; Sankar y cols., 2007; Ravizza y cols., 2006; Ravizza

y cols., 2008; Suchomelova y cols.., 2015).

La evidencia clinica y experimental establecen un estrecho vinculo entre la
etiopatogenesis de la epilepsia y la respuesta neuroinflamatoria, asi como entre la activacion de
la via de la IL1-B y la expresion de las proteinas Cox-2, iNOS, NF«k-B y TNF-a; las cuales se
han identificado como promotoras del proceso de epileptogénesis (Vezzani y cols., 2008;2013;
Ravizza y cols., 2005; 2006; 2008; Suchomelova y cols., 2015; Dichter y cols., 2009). De tal
forma que, se ha reportado como el uso de tratamientos antiinflamatorios ¢ inmunosupresores,
reducen el dafio neuronal producido por la actividad convulsiva. Aunque estos, no ejercen
efectos antiepiléptogenicos y se ha demostrado que su uso en etapas tempranas del
neurodesarrollo produce diversos efectos secundarios (Polascheck y cols., 2010; Loscher y cols.,

2010).

Lo anterior, ha colocado a las plantas medicinales de uso tradicional, incluyendo a la

MO como una alternativa de tratamiento, cuya utilidad terapéutica se atribuye a sus principios
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activos honokiol y magnolol. Estos compuestos han sido probados en modelos experimentales,
destacando su uso modelos in vitro de excito toxicidad neuronal e in vivo de isquemia cerebral
en ratas, donde se ha reportado como modulador de la respuesta inflamatoria sobre la produccion
de ON e INOS y de proteinas proinflamatorias como Cox-2, IL1-f, TNF-a y NF«-B, (Son y

cols., 2000; Matsuda y cols., 2009; Zhang y cols., 2013).

Por lo tanto, debido a las serias implicaciones de la neuroinflamacién y al uso
contraindicado de AINEs e inhibidores selectivos de Cox-2 durante el neurodesarrollo, fue de
nuestro interés evaluar el efecto de la MO sobre la neuroinflamacion, el dafio neuronal, la

hiperexcitabilidad neuronal y el proceso de epileptogénesis en el cerebro inmaduro.

5.- HIPOTESIS.

“La Magnolia officinalis reducird la neuroinflamacién producida por el Status
epilepticus recurrente inducido con acido kainico en ratas inmaduras, asi como el subsecuente

dafio neuronal, la hiperexcitabilidad neuronal y la epileptogénesis”.
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6.- OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto de la Magnolia officinalis sobre la neuroinflamacién, el dafio
neuronal, la hiperexcitabilidad cerebral, y el proceso de epileptogénesis en ratas inmaduras

sometidas a Status epilepticus recurrente inducido con acido kainico.

6.1.- OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Evaluar el efecto antiinflamatorio de la Magnolia officinalis post modelo de Status
epilepticus recurrente inducido por AK, en ratas macho de la cepa Sprague Dawley al dia 14

PN.

1.1.- Cuantificar la expresion de las proteinas pro inflamatorias, IL1- B, Cox-2,
INOS, NF«k-B y TNF-a, por medio de la técnica Western blot, en hipocampo, posterior al modelo
de Status epilepticus recurrente, en el hipocampo, a las 6 h y 24 h post tratamiento con y sin

Magnolia officinalis.

2.- Evaluar el efecto neuroprotector de la Magnolia officinalis en el hipocampo al dia

30 PN (16 dias post modelo de Status epilepticus recurrente).

2.1.- Cuantificar el nimero de neuronas preservadas en las regiones de CA1, CA3,
GD e hilus de el hipocampo dorsal y ventral, por medio de la técnica de inmunohistoquimica
por marcaje con Neun-N, en los grupos con y sin tratamiento subcronico con Magnolia

officinalis.

50



2.2.- Cuantificar el nimero de células gliales en las regiones de CA1, CA3, GD e
hilus de hipocampo dorsal y ventral, por medio de la técnica de inmunohistoquimica por marcaje

con GFAP, en los grupos con y sin tratamiento subcronico con Magnolia officinalis.

3.- Evaluar el efecto neuroprotector de la Magnolia officinalis sobre la susceptibilidad

convulsiva al dia 90 PN (76 dias post modelo de Status epilepticus recurrente).

3.1-Evaluar la hiperexcitabilidad neuronal por medio de la determinacion del umbral
post descarga (UPD) en hipocampo ventral dia 90 PN, en los grupos con y sin tratamiento

subcronico con Magnolia officinalis.

3.2.-Evaluar la actividad epileptiforme por medio de EEG en el hipocampo ventral

al dia 90 PN, en los grupos con y sin tratamiento subcronico con Magnolia officinalis.

4.- Evaluar el efecto neuroprotector de la Magnolia officinalis al dia 90 PN (76 dias

post modelo de Status epilepticus recurrente inducido por AK) en el hipocampo.

4.1.- Cuantificar el nimero de neuronas preservadas en las regiones de CA1, CA3,
GD e hilus de hipocampo dorsal y ventral, empleando la técnica de inmunohistoquimica por

marcaje con Neun N, en los grupos con y sin tratamiento subcronico con Magnolia officinalis.

4.2 Evaluar cualitativamente la presencia de gliosis las regiones de CA1, CA3, GD
e hilus de hipocampo dorsal y ventral, empleando la técnica de inmunohistoquimica por marcaje

con GFAP, en los grupos con y sin tratamiento subcronico con Magnolia officinalis.
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7.- METODOLOGIA.

7.1.- Diseiio experimental.

7.1.

7.1

1.-Tipo de estudio:

Comparativo, experimental, prospectivo y longitudinal.

.2.- Universo de estudio:

Se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague Dawley.

7.1.3.- Criterios de inclusion:

7.1

7.1

Ratas machos, sanas, de la cepa Sprague Dawley, de 10 dias de edad, con un peso de 20

a 25g al inicio del experimento.

.4.- Criterios de exclusion:

Ratas enfermas, que no cumplan con el peso requerido al inicio del experimento o

mueran antes de cumplir con la edad requerida al término del mismo.

.5.- Variables independientes:

Acido kainico (AK).
Solucioén salina.

Celecoxib.

Magnolia officinalis (MO).

Diazepam.
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7.1.6.- Variables dependientes:

o Status epilepticus.
e Expresion de las proteinas IL1-f3, Cox-2, iNOS, NF«x-B y TNF-a en el hipocampo.
e Numero neuronas preservadas en hipocampo.

e Gliosis reactiva en el hipocampo.

7.2.- Animales de experimentacion.

Inicialmente, se seleccionaron ratas hembras, adultas, empleadas para obtener las crias
requeridas en el estudio, las cuales fueron habituadas al manejo del investigador antes y durante
la gestacion, para minimizar los efectos negativos del estrés materno provocado por el manejo
y separacion de las crias durante el periodo de lactancia. Las ratas se mantuvieron alojadas en
cajas individuales, a temperatura regulada de ~23°C manteniendo un ciclo de luz/oscuridad de
12 h con agua y comida at libitum. Posterior al nacimiento, se homogeniz6 cada camada a un
niimero minimo de 5 y maximo de 8 crias machos para garantizar que obtuvieran el peso

requerido, asi como facilitar el adecuado cuidado y atencion de la madre hacia las crias.

El modelo experimental se realizdé con ratas inmaduras de 10 dias PN, con un peso
inicial de 20 a 25 g. A partir del dia 21 PN, al término del periodo de lactancia, las crias fueron
separadas de la madre, manteniéndolas bajo las mismas condiciones de manejo, cuidado y
alimentacion hasta el término del experimento. Se realizaron los cortes de tiempo: al dia 14 PN
a las 6 y 24 h post tratamiento con MO y Clbx, al dia 30 y 90 PN (Sarkisian y cols., 1997; Hellier

y cols., 2005; Kubovay cols., 2012; Yuan-Hao Chen 1y cols., 2013; Vega-Garciay cols., 2019).
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Todos los procedimientos de uso, manejo y cuidado de los animales fueron aplicados bajo la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999) y aprobados por el comité de ética e
investigacion del Hospital de Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda” del Centro Médico

Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social.

7.2.1.-Induccion y manejo del modelo de Status epilepticus recurrente.

Las crias fueron separadas de la madre a partir del dia 10 PN, se colocaron en cajas
individuales, con una almohadilla térmica a ~34°C para simular una temperatura similar a la
temperatura emitida durante el cuidado materno. Se administré una dosis de 3 mg/Kg de AK
(AK monohidratado, Sigma-Aldrich 58002-62-3) i.p., diluido en solucion salina (Ben-Ari y
cols., 1984;1985; Sarkisian y cols., 1997). Se evaludé la evolucion de la conducta motora
posterior a la administracion de AK por medio de la escala de 1a evolucion de la conducta motora
en ratas de 10 a 14 dias PN (Fig.6), del inicio de la actividad convulsiva y el establecimiento del
Status epileptitus, el cual una vez declarado, se mantuvo durante 30 min (Sarkisian y cols., 1997;
Hellier y cols., 2005).

La conducta motora de los animales administrados con AK, fue comparada al mismo tiempo
con un numero igual de animales tratados unicamente con solucioén salina i.p., los cuales
mantuvieron las mismas condiciones de manejo y tiempo de separacion materna. Una vez
concluido el tiempo de evaluacion del Status epilepticus, se administrd6 una dosis unica de
Diazepam (Dzp) de 3 mg/kg i.m., para contener la severidad de la actividad convulsiva.

Posteriormente, las ratas fueron colocadas nuevamente con la madre para su estimulacion y
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alimentacién. Se estandarizo un tiempo maximo de separacion materna de 90 min, tiempo
requerido para el desarrollo y evaluacion del modelo de Status epilepticus, el cual se repitié cada
24 h, durante cinco dias, del dia 10 al 14 PN (Fig.7) (Stafstrom y cols., 1993; Jarvela y cols.,

2008; Kubova y cols., 2012).

_—
A) _\S“L;B
SHAM SHAM
Sol. Salina i.p. Sol. Salina i.m.

B) —

AK Dzp
3 mg/Kgi.p. Status epilepticus 3 mg/Kgim.

Separaciéon materna durante 90 min

1 ] * |\
¥ FaseV |
Evaluacion de la < 5 min. 30 min
conducta motora. T 2

N X X A N

Fig. 7. Modelo de Status epilepticus recurrente. A) grupo AK (4cido kainico): administracion i.p. de acido kainico
(AK) y evaluacion de la conducta motora, donde la estrella en color rojo indica el inicio de la Fase V,
correspondiente al establecimiento de un Status epilepticus, el cual se mantuvo durante 30 min y posterior al tiempo
de evaluacion, la administracion de Diazepam (DZP) i.m. B) grupo SHAM: administracion de solucion (sol.) Salina
i.p. y al término del tiempo de evaluacion de la conducta motora, la administracion i.m. Este procedimiento se
repiti6 durante 5 dias (a partir del dia 10 al dia 14 PN).
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7.2.2- Escala de evaluacion de la conducta motora propia del Status
epilepticus inducido por AK en ratas inmaduras.

La escala de evaluacion se estandarizé en un modelo de Status epilepticus inducido por
AK, dentro del periodo de desarrollo del dia 10 al dia 14 PN, se registrd el comportamiento de
cada con conducta observada posterior a la administracion intraperitoneal de 3 mg/kg de AK.
(Ben Ari y cols., 1981; Albald y cols., 1984; Cherubini y cols., 1983; Tremblay y cols.,1984;
Heller y cols., 2005; Velis'kova y cols., 1988; Dzhala y cols., 2005; Raol y cols., 2009; Moreira
y cols., 2011; Zayachkivsky y cols., 2012; Vega-Garcia y cols., 2019), estableciéndose las

siguientes fases:

v" Fase .- No hay respuesta a estimulos.

v Fase IL- Movimientos espasmddicos, sacudidas, estiramientos del tren posterior
extension de cola.

v Fase IIL.- Movimiento de rascado unilateral con extremidad inferior y posicion sobre
su costado, involucrando cualquiera de las dos extremidades inferiores de forma
independiente.

v' Fase IV.- Movimiento de rascado bilateral, con extremidades inferiores
involucrando cualquiera de las dos extremidades de forma independiente, con
recuperacion de la postura.

v" Fase V.- Mioclonias de las cuatro extremidades con pérdida de la postura sin

recuperacion de la misma.
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(Fase 1y Fase II son visibles de forma individual durante el dia 10, 11 y 12 PN; a parir del dia
12 PN se observan integrados a movimientos repetitivos de acicalamiento, olfaccién y bostezos
previos al movimiento de rascado unilateral con extremidad inferior y posicidon sobre su costado
(Fase III) (Ben Ari y cols., 1981; Tremblay y cols.,1984) Se declara la presencia de Status
epilepticus al observar la presencia de la Fase V por un tiempo mayor a los 5 min, sin
recuperacion de la funcion normal entre crisis (Sarkisian y cols., 1997; Lowenstein y cols. 1999;

Zayachkivsky y cols., 2011) (Fig. 6).

7.2.3.-Tratamientos control y experimental post modelo de Status epilepticus
recurrente.

A partir del dia 14 PN (post modelo de Status epilepticus recurrente), se obtuvo una
n=100 ratas, divididos en cuatro grupos, tres grupos control: SHAM y AK los cuales recibieron
solucion salina v.o y AK-CIbx, que recibio tratamiento con Celecoxib 20 mg/Kg diluido en
carboximetilcelulosa-sodio al 0.5% (Sodium-carboxymethylcellulose, Sigma Aldrich 419273)
(Celecoxib se obtuvo de Parafarm-Laboratory, México) y un grupo experimental: AK-MO que
recibid tratamiento con 300 mg/Kg de MO (se obtuvo de cépsulas vegetales de extracto de MO
de Smart, City, SA. Luxemburgo), diluido en polietilenglicol al 20% (poly-ethylene glicol,
Sigma Aldrich P3015) se determind las concentraciones de honokiol y magnolol, por
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) con un detector de matriz de fotodiodos Waters
996 y software Millenium version 4.0, obteniendo un 90% de honokiol y magnolol. (Kunz y
cols., 2001; Kawaguchi y cols., 2005; Martinez y cols., 2006; Orozco-Suarez y cols., 2007,

Gong y cols., 2009; Morales-Sosa y cols., 2018; Vega-Garcia y cols., 2019).
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7.3- Técnicas de analisis.

7.3.1- Western blot.

e Obtencion de tejido y extraccion de proteinas:

Cada subgrupo fue sacrificado por decapitacion a las 6 y 24 h. Se obtuvo el cerebro por
craneotomia y se disecciond la region de hipocampo, el tejido fue clasificado segun el grupo
correspondiente y almacenado a -70°C hasta su procesamiento. Posteriormente, se realizo una
extraccion de proteinas, empleando buffer de lisis adicionado con inhibidores de proteasas (Ripa
Buffer 50 mM Tris-HCI, pH 7.4,150 mM cloruro de sodio, 1.0% Thermo Fisher Scientific (NP-
40 (CA-630) Sigma Aldrich), 0.25%, desoxicolato de sodio, EDTA 1Mm, Inhibidores de
proteasas, Cocktail Complete sin EDTA, Roche). Las muestras se centrifugaron durante 35 min

a 12.500:pm, a -4°C (Thermo Fisher scientific 75004381).

Posteriormente se obtuvo el sobrenadante de cada muestra y se le realizd la
cuantificacion de proteinas correspondiente empleando el método Bradford (Bradford Reagent
BIORAD). La lectura de las muestras se realizé por espectrofotometria a una longitud de onda
de 590 Nm (Precisely, Perkin Elmer), obteniendo los datos de absorbancia para cada muestra

en una concentracion de pgr/uL utilizando el programa Lambda 25 UV/VIS Spectrometer.

58



e FElectroforesis:

Se realizé la electroforesis de 60 pg de proteina de cada muestra, para identificar por
peso molecular las proteinas: Cox-2 (70-72 kDa), NFk-Bp50 (50/105 kDa) e iNOS (90 kDa) ,
IL1-B (31 kDa) y TNF-a (17 kDa, en un SDS-page al 12y 15% (Bis-acrilamida al 30%; TRIS
base 1.5M ph8.8, SDS 10%, H20 destilada), con una porciéon concentradora al 4% (Bis-
acrilamida al 30%; TRIS base 0.5 M pH6.8, SDS 10%)). La electroforesis se realizé durante 2
h/45 min aproximadamente, aplicando una intensidad de corriente de 70 vlts en buffer de corrida
(Glicina 0.192 M; SDS 0.1; TRIS base 0.025M pH 8.3, BioRad).

Posterior al tiempo de la electroforesis, se realizd la transferencia humeda de las
proteinas separadas por peso molecular (Mini Trans-Blot Central Core, Bio-Rad Laboratories,
USA) a una membrana de nitrocelulosa de 45 mp (Bio-Rad Laboratories, USA) utilizando
buffer de transferencia (glicina 0.192 M; TRIS base 0.025 M, BioRad; Metanol 20% J.T. Baker),
durante 3 h, aplicando una intensidad de corriente de 90 vlts. Posterior al tiempo de
transferencia, se realizaron dos lavados de 5 min a cada membrana con PBS 0.15 M (NaCl 0.136
M; KC1 2.7 mM; Na,HPOy4 6.5 mM; K,HPO4 1.5 mM; pH 7.2, J.T.Baker), se bloquearon sitios
inespecificos con leche Svelty diluida en PBS-Tween (PBS 0.15 M + 0.1-Tween 20 %, BioRad)
al 10%, previamente filtrada durante 2 h, después del tiempo de bloqueo, cada membrana se
incubo en anticuerpo (ac) primario correspondiente a su proteina problema, durante 24 h.
Posterior al tiempo de incubacion del ac primario, se realizaron tres lavados de 5 min cada uno,

con PBS-Tween y se coloco el anticuerpo secundario correspondiente a cada proteina durante 2

h.
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Se emplearon los siguientes ac primarios a una diluciéon de 1 pL:1000 pL: anti Cox-2
(sc-376861 mouse monoclonal, Santa Cruz Biotecnology) y anti NFk-fp50 (sc-7178- rabbit
policlonal, Santa Cruz Biotecnology) a una dilucion de 1 pL: 1000 uL PBS-Tween y 1.5 pL:
1000 pLL PBS-Tween respectivamente, anti IL1-B (sc-12742 mouse monoclonal, Santa Cruz
Biotecnology) y anti TNF-a (sc-133192 mouse monoclonal, Santa Cruz Biotecnology) anti-
INOS (Pan-NOS sc-58399 mouse monoclonal, Santa Cruz Biotecnology) a una dilucion de 1puL:
1000 puL y como proteina control se empled B-Actina (sc-47778 anti-mouse monoclonal, Santa
Cruz Biotecnology)

Posterior al tiempo de incubacion del ab secundario, se realizaron se realizaron tres
lavados de 5 min cada uno con PBS-Tween y 2 con PBS. Se emplearon los siguientes ac
secundarios: anti-mouse IgG-HRP (VECTOR Lab) en el caso de Cox-2, TNF-a y IL1-f y B-
Actina, para NFx-Bp50 anti- rabbit-IgG-HRP (VECTOR Lab), a una dilucion de 1 pL: 10.000
pL de PBS-Tween durante 2 h. Finalmente, cada membrana fue revelada por
quimioluminiscencia (Luminata Crescendo Western HRP, Milliport), utilizando el equipo foto
documentador Fusion FX Vilber Lourmat.

Se realiz6 un analisis de densidad de volumen por medio del programa software
Quantity One de Bio-Rad. Los datos obtenidos del andlisis de densidad de cada proteina
problema (VDI) fueron normalizados con los datos de su correspondiente proteina control (V)

y se reportaron en valores de densidad integrado (VDI/V).
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7.3.2.- Analisis por inmunohistoquimica.

e Obtencion de tejido:

Al término de la evaluacion del UPD y el EEG, las ratas fueron administradas con una
dosis letal de pentobarbital i.p., y se perfundieron via intracardiaca con solucion salina (8%)
seguido de paraformaldehido al 4% mas glutaraldehido al 1%. El encéfalo se obtuvo por
craneotomia y se mantuvo en post fijacion por 72 h mas, a 4°C. Posteriormente, los tejidos
fueron procesados e incluidos en parafina y se realizaron cortes coronales de 6 um a nivel de
hipocampo dorsal y ventral, por medio de un micrétomo (LEICA RM2125RT Germany). Los
cortes fueron colocados en serie de 5 cortes por laminilla previamente tratadas con poly-L-lisine

(Sigma Aldrich).

e Inmunohistoquimica:

Los tejidos fueron previamente des parafinados e hidratados con alcoholes decrecientes
hasta llegar a agua. Se realizo6 la recuperacion de antigenos empleando el buffer DIVA (DIVA
reagent Biocare Medical, CA, USA) en una olla de presion durante 20 min. Posteriormente se
realizaron lavados de 10 min con PBS-Tritén a un pH de 7.2-7.6 (PBS-Buffer de fosfatos 0.12M
mas Tritén 0.1% Sigma Aldrich); 5 min con PBS con un pH de 7.2-7.6 (PBS-buffer de fosfatos
0.12 M); se inhibi6 la peroxidasa enddgena con perdxido de hidrogeno (0.5% H,O, Sigma
Aldrich) por 15 min; se realizaron 2 lavados con PBS-T y se bloquearon los sitios inespecificos
con suero normal bovino (1 pL: 200 pL en PBS, pH 7.2 - 7.6 (VECTOR Lab,USA)) durante 30

min. Se incubd el tejido con anti-NeunN (antigeno nuclear neuronal (MAB-377, Millipore) a
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una dilucion de 1:200 PBS 0.12 M durante 48 h a 4°C y anti-GFAP (GFAP-Dako Denmark
A/S) aunadilucion de 1:500 PBS 0.12 M durante 24 h a 4°C. Posteriormente, se retiro el exceso
de anticuerpo primario por medio de dos lavados con PBS cada uno durante 5 min, se incubo el
tejido con el anticuerpo secundario anti-mouse IgG-peroxidasa (PI-200, VECTOR Lab, USA)
para Neun N y anti-rabbit IgG-peroxidasa PBS a una diluciéon 1 pL: 300 pL para GFAP, durante
3 h, se retir6 el exceso de anticuerpo secundario realizando dos lavados mas con PBS. El tejido
fue revelado con DAB (DAB Chromogen kit DB801L, Biocare Medical, CA, USA) y se realizo
un ultimo lavado con agua destilada durante 5 min més (los cortes procesados para GFAP fueron
contrastados con Hematoxilina de Harris) finalmente, los cortes fueron nuevamente

deshidratados y montados con resina sintética Entellan (Merck Millipore).

7.3.3.- Método de conteo fraccionario de West.

Los cortes fueron observados por medio de un microscopio de luz (Axiolab HBO 5.0,
Carl Zeiss), con camara refrigerante (Evolution MP cooler 5.0 RTV) y el analizador de imagen
Pro Plus 7 (Media Cybernetics). El niimero de neuronas inmunorreactivas a Neun N fue
cuantificado a través del método fraccionario West (West y cols.,1993), el cual consiste en
contar neuronas en disectores Opticos de una muestra sistematicamente uniforme que constituye
una fraccion del volumen de la region cerebral analizada. Los cortes se montaron en serie y se
analiz6 un corte de 6 pm por cada serie, cada 35 micras obteniéndose un total de 5 series, con
lo cual se determind la fraccion de muestreo (ssf) 1/5. Para determinar el valor del area

(cuadro)/area (x, y) o asf, se tomo la fraccion de volumen de cada éarea del hipocampo que
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corresponde al area de conteo (220 x 180um), dato que incluye la amplificacion de la camara y
finalmente se calculo el nimero de neuronas en la fraccion de volumen mediante la siguiente
formula: N =2 Q t/h X 1/asf X 1/ ssf. El valor de h corresponde a la altura del disector, siendo
relativo al espesor del corte (t), h/t, mientras Q- es el nimero de neuronas en una fraccion de
volumen conocida de cada area del hipocampo. Con el propdsito de estandarizar el conteo, se

us6 la misma fraccion de volumen para cada grupo control y experimental (West y cols., 1993).

7.3.4.-Tecnica quirurgica para implante de electrodo bipolar en CA1 de
hipocampo ventral.

Se realizo el implante de un electrodo bipolar en el hipocampo ventral derecho al 80
PN. Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de Ketamina (100 mg/kg, i.m.) y Xilacina (20
mg/kg, i.m.) y por medio de cirugia estereotaxica, se realizo el implante del electrodo bipolar
en la region de CA1 en hipocampo ventral, utilizando las siguientes coordenadas a partir de
Bregma: antero-posterior (AP) -5.3; lateral (L) -5.2; profundidad (P) -7.5 (Paxinos y Watson y
cols., 1998). Posteriormente, se colocaron 4 tornillos de acero quirrgico inoxidable en
referencia a la corteza frontal y occipital. El electrodo se sujetdé por medio de un alambre de
cobre al tornillo frontal derecho, los tres tornillos restantes fueron colocados con la finalidad de
proporcionar estabilidad al implante, el cual fue fijado con acrilico dental. Las ratas mantuvieron
un periodo de recuperacion post quirtirgica de 7 dias, durante el cual recibieron tratamiento con
penicilina G benzatina i.m. durante 3 dias (Rosillo-de la Torre y cols., 2015; Santana-Gémez y

cols., 2015)
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2) A partir de
Bregma:

A/P =-52mm
L=-53mm

3) Tornillos de acero

inoxidable: 2 en el

frontal vy 2 en el
occipital.

5) Se fija el
implante con
acrilico dental

4) Se coloca el electrodo, P= -7.5mm.

Fig. 7. Técnica de microcirugia empleada para realizar el implante de un electrodo bipolar en el hipocampo ventral: 1) Rata en marco estereotaxico y localizacion
de las suturas Bregma y Lambda. 2) Coordenadas a partir de Bregma antero-posterior (A/P): -5.2, lateral (L): -5.3, para localizar el hipocampo ventral. 3)
Colocacion de tornillos quirargicos sobre el hueso frontal y occipital como soporte para el implante. 4) Colocacion del electrodo en la region CA1 de hipocampo
ventral, profundidad (P): -7.5. 5) Recubrimiento de acrilico dental, para fijar el electrodo.
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7.3.5.- Determinacion del umbral post descarga.

El umbral post descarga (UPD), se define como la intensidad de microamperes (LA)
minima necesaria para generar una post descarga de 3 seg de duracion, observada de forma
conductual como un guifio ipsilateral al sitio del implante o un cambio en el registro
electroencefalografico. Esta herramienta, nos permite determinar qué tan excitable es el
hipocampo bajo condiciones basales o experimentales. En el presente estudio, la evaluacion de
UPD se realizo mediante la aplicacion una serie de pulsos eléctricos; de tipo rectangulares con
una intensidad de 60 Hz y 1 ms de duracion en intervalos de 1 min, la estimulacion se inicid
con una intensidad de 10 pA, incrementandola en un 20% entre cada estimulo hasta observar
una post descarga en el registro electroencefalografico, un guino ipsilateral al sitio del implante
o cambio conductual evaluado mediante la escala de Racine modificada (Racine 1972). La
duracion de la post descarga y la actividad electroencefalografica fue registrada por medio del
programa de registro GRASS PolyVIEW, Astro-Med. Inc. (Cramer y cols., 1998; Rosillo-de la

Torre y cols., 2015; Santana-Gémez y cols., 2015).
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Fig. 8. Determinacion del umbral post descarga o UPD: A) Estimulos eléctricos escalonados (cada minuto),
iniciando con una intensidad de corriente de 10 pA, aumentando la intensidad un 20% entre cada estimulo. B)
Cambio en el registro electroencefalografico (post descarga con duracion de 3 seg.). C) Cambio conductual: guifio
ipsilateral al sitio del implante.
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7.3.5.1.- Escala modificada de evaluacion de la conducta motora de Racine.

e Fase .- Guino ipsilateral y sacudidas de perro mojado.
e Fase II.-Masticaciones, movimientos fasciales y de Cabeza.
e Fase III.- Clonus de miembros anteriores.

e Fase IV.- Posicion de canguro.

e Fase V.- Pérdida de la postura y clonus de miembros anteriores.

Fig. 9. Escala de Racine (al dia 90PN): A) Guifio ipsilateral; B) Sacudidas de perro mojado; C) Posicion de
canguro; D) Clonus de miembros anteriores; E) Perdida de la postura (Racine 1972).
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7.3.6.- Evaluacion de la actividad electroencefalografica en hipocampo
ventral.

La evaluacion de la actividad electrografica se realizd en condiciones basales (tiempo
basal) y posterior a la determinacion del umbral post descarga (tiempo post UPD) por medio de
un amplificador modelo P511(Grass Technologies, West Warwick, RI). La sefial fue
amplificada por medio de un filtro pasa-banda de 0.1-100 Hz digitalizando 1000/muestras/seg.
Se realiz6 el andlisis de los datos obtenidos en tiempo basal y a los 2 min post UPD, se tomo 1
min de cada periodo para el andlisis por medio de las transformadas de Fourier (FFT), por lo
que los valores de potencia correspondientes a las diferentes bandas fueron contrastados con el
valor de poder maximo de cada banda analizada (0.1-4 Hz delta,4-8 Hz teta,8-13 Hz alfa,13-30
Hz beta y 30-90 Hz gamma). El anélisis de la actividad electroencefalografica se realizé con un
software desarrollado en el departamento de investigacion en neurociencias del instituto de
psiquiatria “Ramoén de la Fuente Muiiis”, México (Valdés-Cruz y cols., 2012; Santana-Gomez

y cols., 2017).
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8.- ANALISIS ESTADISTICO.

e Etapa inmadura.

Para el analisis de los datos obtenidos por Western blot se empled6 un ANOVA de una
via seguido de la prueba de comparacion multiple de Tukey con un criterio de significancia de

p <0.05.

El anélisis de los datos obtenidos por inmunohistoquimica con NeuN y GFAP, de los
subcampos CA1, CA3, GD e hillus de hipocampo dorsal y ventral, en los grupos control y
experimental se realizo un ANOVA de una via seguido de la prueba de comparacion multiple
de Tukey con un criterio de significancia de p < 0.05. Los resultados se presentan como el
promedio + desviacion estdndar (DE). Los cambios en los valores de los grupos control y

experimental, se reportaron en porcentaje.

e Etapa adulta.

Para el andlisis estadistico de los valores del UPD y para el anélisis por frecuencias de
los espectros de poder obtenidos por EEG en los diferentes grupos de tratamiento, se realizé un
ANOVA de una via seguida de la post prueba de comparacion multiple entre grupos de

Bonferroni’s, con un criterio de significancia p < 0.05.

Para el analisis por inmunohistoquimica con Neu N de los subcampos CA1, CA3, GD

e hilus de hipocampo dorsal y ventral, en los grupos control y experimental se emple6 un
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ANOVA de una via seguido de la prueba de comparacion multiple de Bonferroni’s, con un
criterio de significancia de p< 0.05. Los datos obtenidos se presentan como el promedio + error
estandar (EE). Los cambios en los valores de los grupos control y experimental, se reportaron

en porcentaje.
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9.- RESULTADOS POR OBJETIVOS PARTICULARES.

1.- Evaluar el efecto antiinflamatorio de la MO post modelo de Status epilepticus recurrente inducido por
AK, en ratas macho de la cepa Sprague Dawley al dia 14 PN.

A) Modelo de Status epilepticus recurrente: B) Tratamientos control y experimental:
SHAM O)
\ 1 Sol. Salina v.o. }O }0
ey M e e e e e e e e e m e mmmmmm—————— Ak F-Teeemeeaalll AN ¥< Efecto Anti-inflamatorio:
— - N - .
. i 1 . .| Analisis por Western blot de las proteinas:
ici i q ‘mi i y Sol. Salina v.0 K 6h 24h ~
i Inicio al dia I0PN=ammummmnnennenneafp % Terminoaldia 14PN _| e __*_ _____ . | Cox-2, IL 1B, TNF-0, NFi-p, INOS en
l H AK-Clbx 20 mg/Kg Post tratamlent(‘) con |- tejido de hipocampo.
v.0. una sola dosis
AK
3 mg/Kg Dzp 3 mg/K Ll TAKMO 300 mg/Kg !
; Status P S mgiike 1 ] mgRe
i.p. A 2t i.m. v.0. 1
epilepticus A, -
I I I
I Emm * 30 min
Evaluacion de la conducta
motora.

Fig. 10. Evaluacion del efecto antiinflamatorio de la MO: A) Modelo de Status epilepticus recurrente inducido con acido kainico (AK) i.p. y contenido 30
min después con Diazepam (Dzp) i.m. B) Tratamientos control y experimental con una dosis tinica: SHAM-solucion (Sol.) salina v.o., AK (4acido kainico)- sol.
salina v.0., AK-MO (Magnolia officinales), AK-Clbx (Celecoxib). C) cortes de tiempo a las 6 y 24 h post tratamiento control y experimental para evaluar el

efecto antiinflamatorio por medio de la técnica de Western blot, para cuantificar la expresion de las proteinas: Cox-2, IL 1-B, TNF-a, NFk-f ¢ iNOS, en tejido
de hipocampo.
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1.1.- Cuantificar la expresion de las proteinas pro inflamatorias: IL1- f,
Cox-2, iNOS, NFk-B y TNF-a; por medio de la técnica Western blot en
hipocampo, posterior al modelo de Status epilepticus recurrente, a las 6 y
24 h post tratamiento con y sin MO.

e ILI1-B:

En la evaluacién a las 6 h post tratamiento, los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron
una disminucion en la expresion de la IL1-B, con una diferencia significativa de **p < 0.01 y
*#%p < 0.001 respectivamente, en comparacion con el grupo AK. En la evaluacion a las 24 h
post tratamiento, ambos grupos AK-MO y AK-Clbx, mostraron una disminucion en la expresion
de la IL1-B, con una diferencia significativa de *p < 0.01 y ***p < 0.001 respectivamente, en
comparacion con el grupo AK. No se observaron diferencias significativas entre los grupos AK-
MO y AK-Clbx a las 24 h post tratamiento. Por otra parte, los grupos, AK, AK-MO y AK-Clbx
mostraron mayor expresion de la IL1-f con una diferencia significativa ****p < 0.0001
respectivamente a las 6 y 24 h post tratamiento en comparacion con el grupo SHAM (Fig. 11,

A).

e Cox-2:

Los grupos AK-MO y AK-Clbx a las 6 h post tratamiento, mostraron una disminucion
en la expresion de Cox-2, con una diferencia significativa *p < 0.013 y ***p < 0.001
respectivamente, en comparacion con el grupo AK. De la misma forma, en la evaluacion a las
24 h post tratamiento, los grupos AK-MO y AK-Clbx mantuvieron una disminucion de Cox-2,

con una diferencia significativa *p < (.01 en comparacion con el grupo AK.
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El grupo AK mostré mayor expresion de Cox-2 con una diferencia significativa ***p
< 0.001 alas 6y 24 h post tratamiento en comparacion con el grupo SHAM. De igual forma
los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron un incremento en la expresion de Cox-2 a las 6 y 24
h, con una diferencia significativa **p < 0.001, en comparacion con el grupo SHAM (Fig. 11,

B).

e iINOS:

El analisis a las 6 h post tratamiento los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron una
disminucion en la expresion de iINOS, con una diferencia significativa **p < 0.0/ en
comparacion con el grupo AK. No obstante, a las 24 h post tratamiento, el grupo AK-MO no
mostrd diferencias significativas en comparacion con el grupo AK, solo el grupo AK-Clbx
mantuvo una diferencia significativa *p < (.04 en comparacion con el grupo AK. Ambos
grupos, AK-MO y AK-Clbx mostraron mayor expresion de iNOS, con una diferencia
significativa ****p < ().0001 en comparacién con el grupo SHAM a las 6 y 24 h post tratamiento

(Fig. 12, C).

e NFk-Bp50:

La expresion de NFk-Bp50 en los grupos AK-MO y AK-Clbx a las 6 h post tratamiento,
no muestran diferencias significativas en comparacion con el grupo AK. El grupo AK-Clbx a
las 24 h post tratamiento mostré una disminucion de NFk-Bp50 con una diferencia significativa
**%p < 0.001 en comparacion con los grupos AK y AK-MO. No obstante, ambos grupos AK y

AK-Clbx mantienen un incremento en la expresion de NFk-fp50, con una diferencia
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significativa ****p < 0.0001 y ***p < (.001 respectivamente, en comparacion con el grupo

SHAM (Fig.12, D).

e TNF-a:

La expresion de TNF-a los grupos AK-MO y AK-Clbx a las 6 h post tratamiento, no
muestran diferencias significativas con el grupo AK. El grupo AK-MO mostrd mayor expresion
de TNF-a a las 6 h con una diferencia significativa *p < (.02 en comparacion con el grupo AK-
Clbx. No obstante, en la evaluacion a las 24 h post tratamiento, los grupos AK-MO y AK-Clbx
mostraron una disminucion en la expresion de TNF-a, con una diferencia significativa **p <
0.02 y ****p < (.0001 respectivamente, en comparacion con el grupo AK, de igual forma el
grupo AK-Clbx mostrd menor expresion de TNF-a, con una diferencia significativa *p < 0.03
en comparacion con el grupo AK-MO. No obstante, ambos grupos AK, AK-MO y AK-Clbx
mostraron un incremento en la expresion de TNF- o, con una diferencia significativa ****p <

0.0001 en comparacion con el grupo SHAM (Fig.13, E).
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Fig. 11. Expresion de las proteinas proinflamatorias IL1-p, Cox-2, en tejido del hipocampo. Graficas que muestran el promedio + desviacion estandar (DE)
alas 6 hy 24 h post tratamiento control y experimental. A) IL1-B: los grupos AK-MO y AK-Clbx a las 6 h, mostraron una disminucion en la expresion de IL1-
B, con una diferencia significativa **p < 0.0/ y ***p < 0.001 respectivamente. A las 24 h, los grupos AK-MO y AK-Clbx mantuvieron una disminucion de
IL1-B con una diferencia significativa *p < 0.01 y ***p < 0.001 respectivamente, en comparaciéon con el grupo AK. B) Cox-2: los grupos AK-MO y AK-Clbx
mostraron a las 6 h, una disminucion en la expresion de Cox-2, con una diferencia significativa *p < 0.013 y ***p < 0.001 respectivamente y a las 24 h, los
grupos AK-MO y AK-Clbx mantuvieron una disminucion de Cox-2 con una diferencia significativa *p < 0.0/ en comparacion con el grupo AK.

ANOVA de una via seguido de una post prueba Tukey, p < 0.05.
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Fig. 12. Expresion de las proteinas proinflamatorias iNOS y NFk-p en tejido de hipocampo. Graficas que muestran el promedio + desviacion estandar (DE)
alas 6 h'y 24 h post tratamiento control y experimental. C) iNOS: los grupos AK-MO y AK-Clbx a las 6 h, muestran una disminucion en la expresion de iNOS,
con una diferencia significativa **p < (.01 en comparacion con el grupo AK. No obstante, a las 24 h post tratamiento, el grupo AK-MO no muestra diferencias
significativas en comparacion con el grupo AK, solo el grupo AK-Clbx mantuvo una disminucion de iNOS con una diferencia significativa *p < 0.04 en
comparacion con el grupo AK. D) NFk-Bp50: los grupos AK-MO y AK-Clbx a las 6 h, no muestra diferencias significativas en comparacion con el grupo AK.
Solo el grupo AK-Clbx mostré una disminucion de NFk-Bp50 a las 24 h post tratamiento, con una diferencia significativa ****p < 0.001, en comparacién con
los grupos AK y AK-MO.

ANOVA de una via seguido de una post prueba Tukey, p < 0.05.
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Fig. 13. Expresion de la proteina proinflamatoria TNF-§, en tejido del hipocampo. Grafica que muestra el promedio + desviacion estandar (DE) a las 6 y
24 h post tratamiento control y experimental. E) TNF-a: los grupos AK-MO y AK-Clbx no muestran diferencias significativas en comparacion con el grupo AK
a las 6 h post tratamiento, no obstante, el grupo AK-Clbx mostré una disminucion en la expresion de TNF-a en comparacion con el grupo AK-MO con una
diferencia significativa *p < 0.02 entre grupos. En la evaluacion a las 24 h post tratamiento, los grupos AK-MO y AK-Clbx, muestran una disminucion en la
expresion de TNF-a, con una diferencia significativa *p < 0.02 y ****p < (.0001 respectivamente, en comparacion con el grupo AK, asi mismo se observé una

diferencia significativa *p < 0.03 entre los grupos ambos grupos.

ANOVA de una via seguido de una post prueba Tukey, p < 0.05.
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2.- Evaluar el efecto neuroprotector de la MO en hipocampo al dia 30 PN (16 dias post modelo de Status epilepticus
recurrente).

A) Modelo de Status epilepticus recurrente:

\.,

=

|

' Inicio al dia l0PNswssssssssssssss=s]p J Termino al dia 14 PN

AK
3Img/K
‘g & Status Dzp 3 mg/Kg
i.p. N i.m.
epilepticus
I I I
' Emm ’ 30 min
Evaluacion de la conducta
motora.

B) Tratamientos control y experimental:

SHAM
Sol. Salina v.o.

AK
Sol. Salina v.o

AK-Clbx 20 mg/Kg
v.0.

Cuantificacién de
preservacion
neuronal y gliosis
en los subcampos
de: CA1, CA3, GD
e hilus de
hipocampo dorsal
y ventral.

Fig. 14. Diseiio experimental para la evaluacion del efecto neuroprotector del tratamiento subcronico con MO (Magnolia officinalis): A) Modelo de
Status epilepticus recurrente inducido con acido kainico (AK) i.p. y contenido 30 min después con Dzp (Diazepam) i.m. B) Tratamientos control y experimental:
SHAM-solucion (Sol.) salina v.o., AK (acido kainico)- sol. salina v.0., AK-MO (Magnolia officinales), AK-Clbx (Celecoxib) durante 10 dias (a partir del dia
14 al 23 PN). C) Corte de tiempo al dia 30PN para cuantificar la preservacion neuronal y gliosis, empleando la técnica de inmunohistoquimica por marcaje con
Neun N y GFAP, en las regiones de CA1, CA3, GD e hilus de hipocampo dorsal y ventral.
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2.1.- Cuantificar el nimero de neuronas preservadas en las regiones de CAl,
CA3, GD e hilus de hipocampo dorsal y ventral, por medio de la técnica de
inmunohistoquimica por marcaje con Neun-N, en los grupos con y sin
tratamiento subcrénico con MO.

e Hipocampo Dorsal:

En el area CAl, el grupo AK-MO mostrdé un mayor numero de neuronas
inmunorreactivas a Neun N, en comparacion con los grupos AK y AK-CIbx, con una diferencia
significativa ***p <0.001 y *p < 0.01, con un porcentaje de cambio de 32.4% y 22%
respectivamente. No obstante, los grupos AK y AK-Clbx no muestraron diferencias
significativas, aunque mantienen un porcentaje de cambio del 18%, entre ellos. Asi mismo, los
grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron menor preservacion neuronal con una diferencia
significativa ***p < 0.0001 y ****p < (0.0001, con un porcentaje de cambio de 35% y 47.5%

respectivamente en comparacion con el grupo SHAM (Fig.15, A).

A nivel del area CA3, los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron mayor numero de
neuronas preservadas, con una diferencia significativa **p < 0.031 y **p < (.02 y un porcentaje
de cambio de 20.5% y 12% respectivamente en comparacion con el grupo AK. El grupo AK-
MO mostré mayor preservacion neuronal con una diferencia significativa ****p < (0.0001 y un
porcentaje de cambio de 30% en comparacion con el grupo AK-Clbx. No obstante, los grupos
AK y AK-Clbx muestran menor preservacion neuronal con una diferencia significativa ****p
< 0.0001 y AK-MO *p < (.01 en comparacion con el grupo SHAM, con un porcentaje de

cambio de 30% y 39.4% y 13% respectivamente (Fig.16, A).
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En las regiones de GD e hilus, los grupos AK-MO y AK-Clbx no mostraron diferencias
significativas en comparacion con el grupo AK, no obstante, mantienen un porcentaje de cambio
de 0.77% y 3% respectivamente, en GD (Fig. 17, A) y de 4.5 y 8.5% en el hilus (Fig. 18, A) con
un porcentaje de cambios de 30.4% y 33% respectivamente. Asi mismo, se observd menor
preservacion neuronal, con una diferencia significativa ***p < (.00I en comparacioén con el

grupo SHAM.

e Hipocampo Ventral:

En el area de CA1 del hipocampo ventral, se observo, mayor numero de neuronas
preservadas en los grupos AK-MO y AK-Clbx, mostrando una diferencia significativa ***p <
0.001 con un porcentaje de cambio del 25.1 y 19.61% en comparacién con el grupo AK.
Adicionalmente, el grupo AK-Clbx, mostré una diferencia significativa *p < 0.04 con un

porcentaje de cambio de 25.1 en comparacion con el grupo SHAM (Fig. 19, A).

En el area CA3, los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron una diferencia significativa
*A#%p < 0.0001 con un porcentaje de cambio del 35.2 y 34.4 % en comparacion con el grupo
AK, manteniendo una diferencia significativa **p < 0.001 con un porcentaje de cambio 17.7 y

18.7% en comparacion con el grupo SHAM (Fig. 20, A).

A nivel del GD, los grupos AK-MO y AK-CIlbx mostraron una diferencia significativa
*%%*p < 0.0001 con un porcentaje de cambio de 23.7 y 24% en comparacion con el grupo AK,
los grupos AK-MO y AK-CIlbx no mostraron diferencias significativas con respecto al grupo

SHAM, manteniendo un porcentaje de cambio de 4.5 y 4.1% respectivamente (Fig. 21, A).
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Aunque, a nivel del hilus, no se observan diferencias significativas entre los grupos
AK-MO y AK-CIbx, se mantiene un porcentaje de cambio del 14.4 y 9% respectivamente, en
comparacion con el grupo AK, ademas de una diferencia significativa *p < 0.01 y ***p <
0.0008, respectivamente en los grupos AK y AK-MO en comparacion con el grupo SHAM, con
un porcentaje de cambio del 22 y 9%. El grupo AK-Clbx no muestr6 diferencias significativas
en comparacion con los grupos AK y SHAM, aunque se observo un porcentaje de cambio de

9% entre ambos grupos (Fig. 22, A).

2.2 Cuantificar el numero de células gliales en las regiones de CA1, CA3, GD
e hilus de hipocampo dorsal y ventral, por medio de la técnica de
inmunohistoquimica por marcaje con GFAP, en los grupos con y sin
tratamiento subcronico con MO.

e Hipocampo Dorsal:

Respecto al nimero de células inmunorreactivas a GFAP en el area de CA1l del
hipocampo dorsal, los grupos AK-MO y AK-Clbx no mostraron diferencias significativas
respecto al grupo AK, manteniendo un porcentaje de cambio del 5.8% y 11% respectivamente.
Los grupos AK, AK-MO y AK-Clbx mostraron mayor nimero de células inmunorreactivas a
GFAP con una diferencia significativa ****p < (.0001 y un porcentaje de cambio 58 y 55%

respectivamente en comparacion con el grupo SHAM (Fig. 15, C).

De la misma forma, en el area CA3 del hipocampo, los grupos AK, AK-MO y AK-
Clbx mantienen una diferencia significativa ****p < (.0001 con un porcentaje de cambio de

59.5, 52.1 y 55.2% respectivamente, en comparacion con el grupo SHAM. No obstante, so6lo el
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grupo AK-MO presento menor nimero de células inmunorreactivas a GFAP, con una diferencia
significativa **p < (.0058 y un porcentaje de cambio de 15.5 % en comparacion con el grupo
AK. Aunque, el grupo AK-Clbx no muestré diferencias significativas con respecto al grupo AK,

mantiene un porcentaje de cambio del 9.5% (Fig. 16, C).

Por otra parte, en el GD solo el grupo AK-Clbx mostré menor expresion de células
inmunorreactivas a GFAP con una diferencia significativa **p < 0.043 y un porcentaje de
cambio de 8.8% en comparacion con el grupo AK. Sin embargo, en los grupos AK, AK-MO y
AK-Clbx, se observa una diferencia significativa ****p < (.0001 en comparacion con el grupo

SHAM, con un porcentaje de cambio 61,59.2 y 58.1% respectivamente (Fig. 17, C).

En el hilus del hipocampo dorsal, los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron diferencias
significativas **p < 0.01 y ****p < (0.0001 con un porcentaje de cambio de 16.5 y 25.8%
respectivamente en comparacion con el grupo AK. Ademas de observarse, una diferencia
significativa ****p < (.0001 y un porcentaje de cambio de 74.4, 69.3 y 65.4% en los grupos

AK, AK-MO y AK-Clbx respectivamente, en comparacion con el grupo SHAM (Fig. 18, C).

e Hipocampo Ventral:

En CA1l de hipocampo ventral los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron menor
numero de células inmunorreactivas a GFAP, con una diferencia significativa **p < 0.001 y *p
< 0.02 con un porcentaje de cambio de 12.7 y 8.7% respectivamente, en comparacion con el
grupo AK. No obstante, mantienen una diferencia significativa ****p < 0.000/ con un
porcentaje de cambio de 57.5 y 59.4% respectivamente, en comparacion con el grupo SHAM

(Fig. 19, C).
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En el CA3, los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron menor expresion de células
inmunorreactivas a GFAP con una diferencia significativa****p < (.0001 y un porcentaje de
cambio del 14.8 y 11.8% respectivamente, en comparacion con el grupo AK. No obstante, los
grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron un mayor numero de células gliales con una diferencia
significativa ****p < ().0001 respectivamente, en comparacion con el grupo SHAM, (Fig. 20,

Q).

En el GD, los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron una disminucion en la expresion
de células inmunorreactivas a GFAP, con una diferencia significativa *p < 0.0/ y un porcentaje
de cambio del 10.3 y .4% respectivamente, en comparacion con el grupo AK. Sin embargo, en
comparacion con el grupo SHAM los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron mayor expresion
de células gliales una diferencia significativa ****p < (0.0001 y un porcentaje de cambio del
60.9 y 60.3% respectivamente, al igual que en el grupo AK, donde se observo una diferencia

significativa ****p< (.0001 con un porcentaje de cambio del 64% (Fig. 21, C).

En el hilus, los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron un porcentaje de cambio del 3.3
y 6.4% respectivamente, en comparacion con el grupo AK. Sin embargo, los AK-MO y AK-
Clbx mostraron mayor expresion de células inmunorreactiva a GFAP couna diferencia
significativa ****p < (.0001 y un porcentaje de cambio del 63.4 y 62.2% en comparacioén con

el grupo SHAM (Fig. 22, C).
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Fig. 15. CA1 de hipocampo dorsal al dia 30 PN. A) Grafica que muestra el promedio +
desviacion estandar (DE), del nimero de neuronas preservadas, inmunorreactivas a Neun N, donde
el grupo AK-MO mostré mayor nimero de neuronas preservadas, con una diferencia significativa
**%p < 0.0001 y *p < 0.01 en comparacion con los grupos AK y AK-Clbx. B) Fotomicrografias
de hipocampo dorsal (40x) que muestran neuronas inmunorreactivas a NeunN en CA1 (CP-Capa
piramidal). Donde el grupo AK-MO muestra mayor preservacion neuronal en comparacion con los
grupos AK y AK-Clbx. Barra de calibracion, 20 pm. C) Grafica que muestra el nimero de células
inmunorreactivas a GFAP en el CAl, donde los grupos AK-MO y AK-Clbx no muestran
diferencias significativas en comparacion con el grupo AK. De igual forma, los tres grupos AK,
AK-MO y AK-Clbx mostraron un incremento en el numero de células gliales, con una diferencia
significativa ****p < (.000/ en comparacion con el grupo SHAM. D) Fotomicrografias de
hipocampo dorsal (40x) que muestra células inmunorreactivas a GFAP (contrastada con
hematoxilina) Barra de calibracion, 25 pm.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Tukey, p < 0.05.
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Fig. 16. CA3 de hipocampo dorsal al dia 30 PN. A) Grafica que muestra el promedio +
desviacion estandar (DE) del nimero de neuronas preservadas inmunorreactivas a Neun N,
donde el grupo AK-MO mostré mayor nimero de neuronas preservadas, con una diferencia
significativa **p < 0.031 y ****p < (0.0001 en comparacion con los grupos grupo AK y AK-
Clbx. B) Fotomicrografias de hipocampo dorsal (40x) que muestran neuronas
inmunorreactivas a NeunN en CA3 (CP-Capa piramidal). Donde el grupo AK-MO muestra
mayor preservacion neuronal en comparacion con los grupos AK y AK-Clbx. Barra de
calibracion, 20 pm. C) Grafica que muestra el nimero de células gliales en CA3, donde el
grupo AK-MO mostré menor nimero de células gliales, con una diferencia significativa **p
< 0.005 en comparacion con el grupo AK. No obstante, los grupos AK, AK-MO y AK-Clbx
mostraron una diferencia significativa ****p < (.000] en comparacion con el grupo SHAM.
D) Fotomicrografias de CA3 de hipocampo dorsal (40x) que muestran células
inmunorreactivas a GFAP (contrastada con hematoxilina). Barra de calibracion, 25 um.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Tukey, p < 0.05.
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Fig. 17. Giro dentado (GD) de hipocampo dorsal al dia 30 PN. A) Grafica que muestra el
promedio + desviacion estandar (DE) del ntimero de neuronas preservadas inmunorreactivas
a Neun N, donde los grupos AK-Clbx y AK-MO no muestran diferencias significativas en
comparacion con el grupo AK, los tres grupos muestran menor nimero de neuronas
preservadas, con una diferencia significativa ***p < 0.001 en comparacion con el grupo
SHAM. B) Fotomicrografias de hipocampo dorsal (40x) que muestran neuronas
inmunorreactivas a NeunN en la region GD (CG-capa granular). Barra de calibracion, 20 um.
C) Grafica que muestra el numero de células inmunorreactivas a GFAP en el GD, donde el
grupo AK-Clbx mostré menor numero de células gliales **p < (.043, en comparacion con el
grupo AK. No obstante, los tres grupos AK, AK-MO y AK-Clbx mostraron un incremento
del ntimero de células gliales con una diferencia significativa ****p < (0.0001, en
comparacion con el grupo SHAM. D) Fotomicrografias de GD de hipocampo dorsal (40x)
que muestran células inmunorreactivas a GFAP (contrastada con hematoxilina). Barra de
calibracion, 25 um.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Tukey, p < 0.05.
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Fig. 18. Hilus del hipocampo dorsal al dia 30 PN. A) Grafica que muestra el promedio +
desviacion estandar (DE) del nimero de neuronas preservadas inmunorreactivas a Neun N,
donde los grupos AK-MO y AK-Clbx no mostraron diferencias significativas en comparacion
con el grupo AK, mostrando menor preservacion neuronal con una diferencia significativa
**¥p < 0.001, en comparacion con el grupo SHAM. B) Fotomicrografias de hipocampo
dorsal (40x) que muestran neuronas inmunorreactivas a Neun N en la region de hilus. Barra
de calibracion, 20 um. C) Grafica que muestra el nimero de células inmunorreactivas a
GFAP, donde los grupos AK-MO y AK-Clbx muestran menor nimero de células gliales, con
una diferencia significativa **p < 0.01 y ****p < 0.0001 respectivamente, en comparacion
con el grupo AK, no obstante, mantienen un incremento con una diferencia significativa
**A%p < 0.0001, en comparacion con el grupo SHAM. D) Fotomicrografias del hilus de
hipocampo dorsal (40x) que muestran menor numero de células en los grupos AK-MO y AK-
Clbx (contrastada con hematoxilina). Barra de calibracion, 25 pm.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Tukey, p < 0.05.
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ERY o comparacion con el grupo SHAM. B) Fotomicrografias de hipocampo ventral (40x) que
% = 6004 ﬁﬁ muestran neuronas inmunorreactivas a Neun N en la region de CA 1, donde se muestra mayor
= o preservacion neuronal en el grupo AK-MO. Barra de calibracion, 20 um. C) Grafica que
g % 4004 ﬁﬁ muestra el nimero de células inmunorreactivas a GFAP, donde los grupos AK-MO y AK-
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> Q.&' @0 & SHAM. D) Fotomicrografias del C,Al de hlpczcampg ventral (40{(), donde los grupos AK-
@23' & *:C MOy AK—Cl.b.x muestran menor nimero de células inmunorreactivas a GFAP (contrastada
hat con hematoxilina). Barra de calibracion, 25 um.
Capa celular CA1l

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Tukey, p < 0.05.
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1000+ Fotomicrografias de hipocampo ventral (40x) que muestran neuronas inmunorreactivas a Neun

células gliales con una diferencia significativa ****p < (0.0001 en comparacion con el grupo

- N en la region de CA3, donde se muestra mayor preservacion neuronal en los grupos AK-MO y

P AK-Clbx. Barra de calibracion, 20 um. C) Grafica que muestra el namero de células

500+ % inmunorreactivas a GFAP, donde los grupos AK-MO y AK-Clbx muestran menor namero de
~

b AK. D) Fotomicrografias de CA3 de hipocampo ventral (40x) que muestra menor expresion de
0 Z . células inmunorreactivas a GFAP (contrastada con hematoxilina) en los grupos AK-MO y AK-
& Clbx en comparacion con el grupo AK. Barra de calibracion, 25 pm.
& »
) yg' §’ ANOVA de una via seguido de una post prueba de Tukey, p < 0.05.
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;_'.__ Fotomicrografias de hipocampo ventral (40x) que muestran neuronas inmunorreactivas a
::::::E::::: NeunN en la region de GD, donde los grupos AK-MO y AK-Clbx muestran mayor
5004 :E:::::::::E preservacion neuronal. Barra de calibracion, 20 pm. C) Grafica que muestra el nimero de
- :ﬂﬁ: células inmunorreactivas a GFAP en el area GD, donde los grupos AK-MO y AK-Clbx
Eﬁ:@. muestran un incremento en la expresion de células gliales con una diferencia significativa *p
0 / ::m: < 0.01 en comparacion con el grupo AK, no obstante, los grupos AK, AK-MO y AK-Clbx
v?\ vﬂ' o & mostraron mayor numero de células gliales con una diferencia significativa ****p < 0.0001
a}\ *}“ *_,O en comparacion con el grupo SHAM. D) Fotomicrografias del GD de hipocampo ventral
v kg (40x) que muestran menor nimero de células gliales (contrastada con hematoxilina) en los

Capa de celulas granulares_GD grupos AK-MO y AK-Clbx. Barra de calibraci(')n, 25 pm.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Tukey, p < 0.05.
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Fig. 22. Hilus del hipocampo ventral al dia 30 PN. Grafica que muestra el promedio +
desviacion estandar (DE) del ntimero de neuronas preservadas inmunorreactivas a Neun
N, donde los grupos los grupos AK-MO y AK-Clbx no muestran diferencias
significativas en comparacion con el grupo AK, de igual forma, los grupos AK, AK-MO
muestran mayor una diferencia significativa *p < 0.0/ y ***p < 0.0008 en comparacion
con el grupo SHAM. B) Fotomicrografias de hipocampo ventral (40x) que muestran
neuronas inmunorreactivas a Neun N en la region de hilus. Barra de calibracion, 20 pm.
C) Grafica que muestra el nimero de células inmunorreactivas a GFAP en el hilus, donde
los grupos AK-MO y AK-Clbx no muestran diferencias significativas en comparacion
con el grupo AK y mantienen un incremento en la expresion de células gliales con una
diferencia significativa ****p < (.000/ en comparacion con el grupo SHAM. D)
Fotomicrografias del hilus de hipocampo ventral (40x) que muestra células
inmunorreactivas a GFAP (contrastada con hematoxilina). Barra de calibracion, 25 um.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Tukey, p < 0.05.
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3.- Evaluar el efecto neuroprotector de la MO sobre la susceptibilidad convulsiva al dia 90PN (76 dias post modelo de Status
epilepticus recurrente).

A) Modelo de Status epilepticus recurrente: B) Tratamientos control y experimental:
C
SHAM )
\\ 1 Sol. Salina v.o.
N Evaluacion de la
e 1 - (S ‘\\ susceptibilidad convulsiva
| Tnicio al dia 10PNs s ssssssssssnsns s Termino al dia 14 PN Sol. Salina v.o * 10 dias de tratamiento % 90 PN’| v actividad epileptiforme
=ttty i bl ! . por EEG en hipocampo
l M AK-Clbx 20 mg/Kg A partir del dia 14 al 23 PN -' ventral
v.0.
AK [e———————-———=
3mg/Kg Dzp 3 mg/Kg | AK-MO300mg/Kg !
i Status : 1
ip. b S im. 1 v.0. 1
epilepticus e —— -
I | I
I EEE ’ 30 min
Evaluacion de la conducta
motora.

Fig. 23. Evaluacion de la susceptibilidad convulsiva y actividad epileptiforme al dia 90 PN: A) Modelo de Status epilepticus recurrente inducido con acido
kainico (AK) i.p. y contenido 30 min después con Dzp (Diazepam) i.m. B) Tratamientos control y experimental: SHAM-solucion (Sol.) salina v.o., AK (acido
kainico)- sol. salina v.o., AK-MO (Magnolia officinales), AK-Clbx (Celecoxib) durante 10 dias (a partir del dia 14 al 23 PN). C) Evaluacién de la susceptibilidad
convulsiva y actividad epileptiforme por medio de la determinacion del umbral post descarga (UPD) y electroencefalograma (EEG) en CAl de hipocampo
ventral, al dia 90 PN (76 dias post Status epilepticus recurrente).
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3.1.-Evaluar la hiperexcitabilidad neuronal por medio de la determinaciéon
del umbral post descarga en el hipocampo ventral dia 90 PN, en los grupos
con y sin tratamiento subcronico con MO.

Los valores de UPD en los grupos AK, AK-MO y AK-CIlbx mostraron una disminucion
significativa ***p < 0.0025, ****p < 0.0001 y ****p < (0.0049 respectivamente, en
comparacion con el grupo SHAM, observando un porcentaje de cambio del 56% entre los
grupos SHAM y AK, del 74.7% entre los grupos SHAM y AK-MO y del 49.59% entre los
grupos SHAM y AK-CIbx. Por otro lado, los valores del UPD del grupo AK, en comparacion
con los valores de los grupos AK-Clbx y AK-MO, no mostraron diferencias significativas. Sin
embargo, se observa un porcentaje de cambios del 42.4% entre los grupos AK y AK-MO y del

49.9% entre los grupos AK-Clbx y AK.
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Fig. 24. Determinacion del umbral post descarga. promedio + error estandar (EE) de los valores del
umbral post descarga (UPD) de los grupos AK, AK-MO y AK-Clbx que mostraron una disminucioén
significativa ***p < 0.003 y ****p < (.0001 respectivamente, en comparacion con el grupo control SHAM.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Bonferroni’s, p < 0.05.
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La conducta motora observada durante la evaluacion del UPD, mostré que el 100% de
las ratas pertenecientes a los grupos SHAM, AK-MO y AK-Clbx, presentaron una Fase I en la
escala de Racine, correspondiente a guifio ipsilateral y sacudidas de perro mojado. Mientras que,
el 70% de los animales del grupo AK presentaron actividad convulsiva de tipo tonico clonica

correspondiente a una Fase V y el 30% restante, una fase III en la escala de Racine (Racine

1972).
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Fig. 25. Evaluacion de la conducta motora por medio de la escala de Racine. Porcentaje de ratas por grupo
control y experimental que presentaron cambios en la conducta motora durante la evaluacion del umbral post
descarga (UPD), mediante la escala modificada de Racine. Fase I.- Guifio ipsilateral y sacudidas de perro
mojado. Fase II.-Masticaciones, movimientos fasciales y de Cabeza. Fase III.- Clonus de miembros anteriores.
Fase IV.- Posicion de canguro. Fase V.- Pérdida de la postura y clonus de miembros (escala de Racine
modificada, tomado de Racine, 1972).

93



3.2.-Evaluar la actividad epileptiforme por medio de EEG en el hipocampo ventral al dia
90 PN, en los grupos con y sin tratamiento subcronico con Magnolia officinalis.

e Periodo basal.

El grupo SHAM mostro actividad homogénea en todas las bandas analizadas, con un
incremento en la actividad de 0.1-4 Hz delta, 4-8 Hz teta, 13-30 Hz beta y 30-90 Hz gamma,
mostranto una diferencia significativa ap < 0.0001 respectivamente, en comparacion con los
grupos AK, AK-MO y AK-Clbx bajo condiciones basales.

Por el contrario, el grupo AK mostré menor actividad en las bandas 0.1-4 Hz delta, 4-
8 Hz teta y 13—-30 Hz beta con una diferencia significativa fp < 0.0001 y un incremento de las
bandas 8-13 Hz alfa y 30-90 Hz gamma con una diferencia significativa fp < 0.0001
respectivamente, en comparacion con el grupo SHAM.

De igual forma, los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron menor actividad en las
bandas 0.1-4 Hz delta, 4-8 Hz teta y 813 Hz alfa con una diferencia significativa fp < 0.0001
respectivamente y un incremento en la actividad de la banda 13-30 Hz beta con una diferencia
significativa fip < 0.0001, de forma similar al grupo AK (Fig. 26). En el andlisis espectral del
periodo basal se observo la prevalencia de actividad de baja frecuencia en los grupos SHAM,

AK, AK-MO y AK-Clbx (Fig. 27).
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e Periodo post UPD.

En los resultados obtenidos del analisis por frecuencias por medio de EEG durante el
periodo post UPD, el grupo SHAM mostré6 mayor actividad similar al periodo basal en las
bandas 4-8 Hz delta, 13-30 Hz alfa y 30-90 Hz gamma, una diferencia significativa ap < 0.0001

respectivamente, en comparacion con los grupos AK, AK-MO y AK-CIbx.

El grupo AK, mostré la prevalencia de actividad de las bandas 0-4 Hz delta, 4-8 Hz
teta y de 8-13 Hz alfa y una disminucion de oscilaciones de alta frecuencia, 30-90 Hz gamma,
mostrando una diferencia significativa fp < 0.0001 en comparacion con el grupo SHAM. Por
otra parte, los grupos AK-MO y AK-Clbx mantuvieron actividad de las bandas 0.1-4 Hz delta,
4-8 Hz teta y 8-13 Hz alfa, similar al periodo basal. No obstante, ambos grupos mostraron un
incremento en la actividad de 13-30 Hz beta y una disminucion en la de 30-90 Hz gamma,
similar al grupo AK con una diferencia significativa fp < 0.000] respectivamente, en

comparacion con los grupos SHAM y AK (Fig.28).

En el analisis espectral se observo la prevalencia de actividad de baja frecuencia similar
al periodo basal en los grupos SHAM, AK-MO y AK-CIbx, en comparacion con el grupo AK.
El grupo AK mostr6 un aumento de energia maxima (aumento de colores rojos) correspondiente

a actividad epileptiforme, no asi, en los grupos AK-MO y AK-Clbx (Fig. 29).
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Fig. 26. Espectros de poder relativo de diferentes frecuencias obtenidas de registros en condiciones basales. El grupo SHAM mostré actividad
homogénea en todas las bandas analizadas, mostrando una diferencia significativa ap < 0.0001 respectivamente, en comparacion con los grupos AK, AK-
MO y AK-Clbx bajo condiciones basales. Los grupos AK, AK-MO y AK-Clbx muestran un predominio de actividad de baja frecuencia con menor actividad
en las bandas 0.1-4 Hz delta, 4-8 Hz teta y 13-30 Hz beta con una diferencia significativa fip < 0.0001 en comparacion con el grupo SHAM y un incremento
de las bandas 13-30 Hz con una diferencia significativa fp < 0.0001 respectivamente, en comparacion con el grupo AK. El grupo AK muestra mayor
actividad de la banda 30-90 Hz gamma con una diferencia significativa fp < 0.0001 en comparacion con los grupos AK-MO y AK-Clbx.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Bonferroni's, p < 0.05.
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Fig. 27. Analisis espectral y EEG del periodo basal: A) Espectrogramas (0.1-100Hz) y B) actividad electrografica del hipocampo, obtenida bajo
condiciones basales en los diferentes grupos SHAM, AK, AK-MO y AK-Clbx. Barra de color: los colores rojos indican una energia maxima y los
colores azules indican una energia minima.
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Fig. 28. Espectros de poder relativo de diferentes frecuencias obtenidas posterior a la determinacién del UPD. El grupo SHAM muestra mayor
actividad similar al periodo basal en las bandas 4-8 Hz delta, 13-30 Hz alfa y 30-90 Hz gamma, una diferencia significativa ap < 0.0001 respectivamente,
en comparacion con los grupos AK, AK-MO y AK-Clbx. En el grupo AK, se observa la prevalencia de actividad de las bandas 0-4 Hz delta, 4-8 Hz teta y
de 8-13 Hz alfa y una disminucion de oscilaciones de alta frecuencia, 30-90 Hz gamma, con una diferencia significativa fip < 0.0001 en comparacion con
el grupo SHAM. Los grupos AK-MO y AK-Clbx mantuvieron actividad de las bandas 0.1-4 Hz delta, 4-8 Hz teta y 8-13 Hz alfa, similar al periodo basal y
una disminucién de la banda de 30-90 Hz gamma con una diferencia significativa fp < 0.0001 con comparacion con los grupos SHAM y AK.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Bonferroni's, p < 0.05.
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Fig. 29. Anélisis espectral y EEG del periodo post UPD: A) Espectrogramas (0.1-100 Hz) y B) actividad electrografica de hipocampo obtenida posterior
a la determinacion del umbral post descarga (UPD). Donde se observa actividad sincronica de alta frecuencia en el grupo AK y actividad de baja frecuencia
en los grupos SHAM, AK-MO y AK-Clbx, posterior a la determinacién del UPD. Barra de color: los colores rojos indican una energia maxima y los
colores azules indican una energia minima.
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4.- Evaluar el efecto neuroprotector de la MO al dia 90 PN (76 dias post modelo de Status epilepticus

recurrente inducido por AK) en el hipocampo.

A) Modelo de Status epilepticus recurrente: B) Tratamientos control y experimental:
O
SHAM
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' Inicio al dia 10PNs s s s s s wwmuunnnnsps % Termino al dia 14PN Sol. Salina v.o K 10 dias de tratamiento Y 90PN 7| en los subcampos
™ T TTTTToThmThmmmTTTTT CTTTTTTTTTTTTTTTTTT 1,-" | de: CA1, CA3, GD
l M AK Clbx 20 mg/Kg A partir del dia 14 al 23 PN 14 e hilus de
AK e v ;0'_ _____ hipocampo dorsal
3 mg/Ke Stats pzp3mgKe | & AKMO300mgKg ! y ventral.
ip. Status i.m. 1 v.0. 1
epilepticus e -
I I I
I EEEE®m l> 30 min
Evaluacion de la conducta
motora.

Fig. 30. Cuantificacion de la preservaciéon neuronal y evaluacion cualitativa de gliosis en hipocampo al dia 90 PN. A) Modelo de Status epilepticus
recurrente inducido con acido kainico (AK) i.p. y contenido 30 min después con Dzp (Diazepam) i.m. B) Tratamientos control y experimental: SHAM-solucioén
(Sol.) salina v.o0., AK (acido kainico)- sol. salina v.o., AK-MO (Magnolia officinales), AK-Clbx (Celecoxib) durante 10 dias (a partir del dia 14 al 23 PN). C)
corte de tiempo al dia 90 PN para cuantificar la preservacion neuronal y la presencia de gliosis por inmunohistoquimica con marcaje con Neun N y GFAP en
las areas CA1, CA3, GD e hilus del hipocampo dorsal y ventral.
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4.1.- Cuantificar el nimero de neuronas preservadas en las regiones de CAl,
CA3, GD e hilus de hipocampo dorsal y ventral, empleando la técnica de
inmunohistoquimica por marcaje con Neun N, en los grupos con y sin
tratamiento subcronico con Magnolia officinalis.

e Hipocampo dorsal:

En la region CA1, los grupos experimentales AK-MO y AK-Clbx muestran un mayor
nimero de neuronas preservadas con una diferencia significativa ****p < (.000] y un
porcentaje de cambio de 31.84 y 46.20% respectivamente, en comparacion con el grupo AK.
De igual forma, el grupo AK mostré una disminucion significativa ****p < (.0001 en el nimero
de neuronas en la region de CA1 de hipocampo dorsal con un porcentaje de cambio del 57.5%
en comparacion con el grupo SHAM. Los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron un menor
numero de neuronas preservadas con una diferencia significativa ****p < 0.0001 y **p < 0.003

respectivamente, en comparacion con el grupo SHAM (Fig. 31 A, B).

En la region de CA3, los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron una diferencia
significativa ****p < (.0001 en comparacion con el grupo AK. No se observaron diferencias
entre los grupos AK-MO y AK-Clbx. Sin embargo, los grupos AK, AK-MO y AK-Clbx
mostraron una diferencia significativa ****p < (0.0001 en comparacion con el grupo SHAM,

con un porcentaje de cambio de 65.9%, 42.35% y 45.5% respectivamente (Fig. 32 A, B).

En el GD, los grupos AK y AK-MO mostraron menor preservacion neuronal, con una diferencia
significativa ****p < (.0001 y un porcentaje de cambio de 34% y 19.36%, respectivamente en
comparacion con el grupo SHAM. Por otra parte, el grupo AK-Clbx mostrd un porcentaje de

cambio minimo de 7.3% en comparacion con el grupo SHAM y un mayor niimero de neuronas
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preservadas en comparacion con los grupos AK y AK-MO con una diferencia significativa ***p
< 0.001 y *p < 0.03 y un porcentaje de cambio de 29.2 y 12.9%, respectivamente (Fig. 33 A,

B).

En el hilus los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron mayor nimero de neuronas
preservadas, con una diferencia significativa ****p < (.0001 en comparacion con el grupo AK
y una *p < (.03 en comparacion con el grupo SHAM. Se observd, un porcentaje de cambio de
15 y 14.3% en los grupos AK-MO y AK-Clbx respectivamente, en comparacion con el grupo
SHAM y de 30.9 y 31.4% en los grupos AK-MO y AK-Clbx respectivamente, en comparacion

con el grupo AK (Fig. 34 A, B).

e Hipocampo ventral:

En laregion CAl, el grupo AK-MO no muestro diferencias significativas en el nimero
de neuronas preservadas con respecto a los demds grupos, sin embargo, mostr6é un porcentaje
de cambio del 37.46% en comparacion con el grupo AK y del 19.8% con respecto al grupo
SHAM. De la misma forma, los grupos AK y AK-Clbx, mostraro un menor nimero de neuronas
preservadas, con una diferencia significativa en **p < 0.001 y *p < 0.01 y un porcentaje de
cambio de 41.6 % y 18% respectivamente en comparacion con el grupo SHAM. Por otra parte,
el grupo AK-Clbx mostré mayor preservacion neuronal con una diferencia significativa de *p
< (.01 y un porcentaje de cambio del 28.8% en comparacion con el grupo AK-Clbx (Fig. 35 A,

B).
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En la region CA3, no se observaron diferencias significativas en los grupos AK-MO y
AK-Clbx en comparacion con los grupos SHAM y AK, no obstante, mantienen un porcentaje
de cambio de 15% y 20.3% respectivamente, en comparacion con el grupo AK. Por otra parte,
el grupo AK mostré mayor perdida neuronal, con una diferencia significativa *p < 0.0/ y un

porcentaje de cambio del 20%, en comparacion con el grupo SHAM (Fig. 36 A, B).

En la capa granular del GD, los grupos AK-Clbx y AK-MO mostraron mayor
preservacion neuronal, con una diferencia significativa ***p < 0.001 y *p < 0.0/ y un
porcentaje de cambio de 31.45% y 24.7% respectivamente en comparacion con el grupo AK.
En el grupo AK se observd menor preservacion neuronal, con significativa ***p < (0.001 en

comparacion con el grupo SHAM (Fig. 37 A, B).

Por otra parte, en el hilus los grupos AK-MO y AK-Clbx mostaron mayor preservacion
neuronal, con una diferencia significativa ***p < 0.001 y ****p < (.0001 y un porcentaje de
cambio de 30.9 y 31.4% en comparacion con el grupo AK. Asi mismo el grupo AK mostro
mayor perdida neuronal con una diferencia significativa ****p < (.0001 en comparacion con el
grupo SHAM. Los grupos AK-MO y AK-Clbx no mostraron diferencias significativas con el

grupo SHAM (Fig. 38 A, B).
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4.2 Evaluar cualitativamente la presencia de gliosis las regiones de CA1, CA3, GD e hilus
de hipocampo dorsal y ventral, empleando la técnica de inmunohistoquimica por marcaje
con GFAP, en los grupos con y sin tratamiento subcronico con Magnolia officinalis.

En el hipocampo dorsal y ventral el grupo AK mostréo gran expresion de células
inmunorreactivas a GFAP en las regiones de CA1 (Fig. 31 C; Fig. 35 C), CA3 (Fig. 32 C; Fig.
36 C), GD (Fig. 33 C; Fig. 37 C) e hilus (Fig. 34 C; Fig. 38 C), con cambios en el tamafio y
forma del nucleo y un aumento en las extensiones de astrocitos lo que indico gliosis reactiva.
Por otra parte, los grupos AK-MO y AK-Clbx mostraron menor expresion de células
inmunorreactivas a GFAP en las regiones de CA1 y CA3, pero no asi en el GD e hilus donde se

observa mayor expresion de gliosis.
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Fig. 31. CAl de hipocampo dorsal al dia 90 PN: A) Grafica que muestra el promedio + error estandar (EE) del nimero de neuronas inmunorreactivas a
Neun N, donde los grupos AK-MO y AK-Clbx muestran mayor preservacion neuronal con una diferencia significativa ****p < 0.0001 en comparacion con
el grupo AK. No obstante, el grupo AK-MO muestra menor preservacion neuronal una diferencia significativa **p < 0.003 y ****p < (0.0001 en
comparacion con los grupos AK-Clbx y SHAM respectivamente. B) Fotomicrografias de hipocampo dorsal (40x) que muestran neuronas inmunorreactivas
aNeun N en la region de CALl en los diferentes grupos, donde se observa mayor preservacion neuronal en los grupos AK-MO y AK-Clbx en comparacion
con el grupo AK. (CP-Capa Piramidal). Barra de calibracion, 20 um. C) Fotomicrografias de hipocampo dorsal (40x) que muestra células inmunorreactivas
a GFAP (contrastada con hematoxilina) en los diferentes grupos control y experimental, donde se observa la presencia de gliosis reactiva en la region de
CA1, siendo mayor en el grupo AK en comparacion con los grupos SHAM, AK-MO y AK-Clbx. (CP-Capa piramidal). Barra de calibracion, 25 pm.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Bonferroni's, p < 0.05.
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Fig. 32. CA3 de hipocampo dorsal al dia 90 PN: A) Grafica que muestra el promedio + error estandar (EE) del nimero de neuronas inmunorreactivas a
NeunN, donde los grupos AK-MO y AK-Clbx muestran mayor preservaciéon neuronal con diferencia significativa ****p < 0.0001 y ***p < 0.001
respectivamente, en comparacion con el grupo AK, no obstante ambos grupos muestran menor nimero de neuronas preservadas con una diferencia
significativa ****p < (.0001 en comparacion con el grupo SHAM. B) Fotomicrografias de hipocampo dorsal (40x) que muestran neuronas inmunorreactivas
a Neun N en la region CA3 en los diferentes grupos, donde se observa mayor preservacion neuronal en los grupos AK-MO y AK-Clbx en comparacion con
el grupo AK. (CP-Capa Piramidal). Barra de calibracion, 20 pm. C) Fotomicrografias de hipocampo dorsal (40x) que muestra células inmunorreactivas a
GFAP (contrastada con hematoxilina) en los diferentes grupos control y experimental, donde se observa la presencia de gliosis reactiva en la region de CA3
siendo mayor en los grupos AK, AK-MO y AK-Clbx en comparacion con los grupos SHAM (CP-Capa piramidal). Barra de calibracion, 25 um.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Bonferroni's, p < 0.05.
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Fig. 33. Giro dentado (GD) del hipocampo dorsal al dia 90 PN: Grafica que muestra el promedio =+ error estindar (EE) del numero de neuronas
inmunorreactivas a Neun N, donde los grupos AK y AK-MO muestran mayor perdida neuronal con una diferencia significativa ****p < 0.0001 en
comparacion con el grupo SHAM; asi mismo, el grupo AK-Clbx muestra mayor preservacion neuronal con una diferencia significativa ***p < 0.001 y *p
< 0.03 en comparacion con el grupo AK y AK-MO. B) Fotomicrografias de hipocampo dorsal (40x) que muestran neuronas inmunorreactivas a Neun N
en la region GD en los diferentes grupos control y experimental, donde se observa mayor preservacion neuronal en el grupo AK-Clbx en comparacion con
el grupo AK. (CG-Capa Granular). Barra de calibracion, 20 um. C) Fotomicrografias de hipocampo dorsal (40x) que muestra células inmunorreactivas a
GFAP (contrastada con hematoxilina), en los diferentes grupos control y experimental en la region de GD, donde se observa el incremento de gliosis reactiva
en el grupo AK, AK-MO y AK-Clbx en comparacion con los grupos SHAM. (CG-Capa Granular, H: hilus). Barra de calibracion, 25 um.

ANOVA de una via seguido de un post prueba de Bonferroni's, p < 0.05.
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Fig. 34. Hilus de hipocampo dorsal al dia 90 PN: A) Grafica que muestra el promedio + error estandar (EE) del nimero de neuronas inmunorreactivas a
Neun N, donde lo grupos AK-MO y AK-Clbx muestran mayor preservacion neuronal con una diferencia significativa ****p < (0.0001 en comparacioén con
el grupo AK; B) Fotomicrografias de hipocampo dorsal (40x) que muestran neuronas inmunorreactivas a Neun N en la region de hilus en los diferentes
grupos control y experimental, donde se observa mayor preservacion neuronal en los grupos AK-MO y AK-CIbx en comparacion con el grupo AK. (CG-
Capa Granular). Barra de calibracion, 20 um; C) Fotomicrografias de hipocampo ventral (40x) que muestra células inmunorreactivas a GFAP (contrastada
con hematoxilina) en los diferentes grupos control y experimental, donde se observa la presencia de gliosis reactiva en la region de GD, siendo mayor en el
grupo AK, en comparacion con los grupos AK-MO, AK-Clbx y SHAM (MoCG-Capa Granular, h: hilus). Barra de calibracion, 25 pm.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Bonferroni's, p < 0.05.
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Fig. 35. CA1 de hipocampo ventral al dia 90 PN: A) Grafica que muestra el promedio + error estindar (EE) del nimero de neuronas inmunorreactivas a
Neun N, donde el grupo AK-MO no muestra diferencias significativas en el nimero de neuronas preservadas con respecto a los demas grupos. Por otra
parte, el grupo AK-Clbx muestra mayor preservacion neuronal con una diferencia significativa *p < 0.01 en comparacioén con el grupo AK, ambos grupos
AK y AK-Clbx muestran menor preservacion neuronal con una diferencia significativa **p < 0.00/ en comparacion con el grupo SHAM. B)
Fotomicrografias de hipocampo ventral (40x) que muestran neuronas inmunorreactivas a Neun N en CA1 (CP-Capa piramidal) donde se muestra mayor
preservacion neuronal en el grupo AK-Clbx. Barra de calibracion, 25 pum. C) Fotomicrografias de hipocampo ventral (40x) que muestra células
inmunorreactivas a GFAP (contrastada con hematoxilina) en los diferentes grupos control y experimental, donde se observa la presencia de gliosis reactiva
en la region de CAl, siendo mayor en el grupo AK, en comparacion con el grupo SHAM AK-MO y AK-Clbx (CP-Capa piramidal). Barra de calibracion,
25 pm.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Bonferroni's, p < 0.05.
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Fig. 36. CA3 de hipocampo ventral al dia 90 PN: A) Grafica que muestra el promedio =+ error estandar (EE) del nimero de neuronas inmunorreactivas a
Neun N, donde los grupos AK-MO y AK-Clbx no muestran diferencias significativas en comparacion con los grupos AK y SHAM, de igual forma, el grupo
AK un nimero menor de neuronas preservadas con una diferencia significativa *p < 0.0/ en comparacion con el grupo SHAM. B) Fotomicrografias de
hipocampo ventral (40x) que muestran neuronas inmunorreactivas a Neun N en CA3 (CP-Capa piramidal) en los diferentes grupos control y experimental.
Barra de calibracion, 25 um. C) Fotomicrografias de hipocampo ventral (40x) que muestra células inmunorreactivas a GFAP (contrastada con hematoxilina)
en los diferentes grupos control y experimental, donde se observa la presencia de gliosis reactiva en la region de CA3, siendo mayor en el grupo AK en
comparacion con el grupo SHAM, AK-MO y AK-Clbx (CP-Capa piramidal). Barra de calibracion, 25 pm.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Bonferroni’s, p < 0.05.
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Fig. 37. Giro dentado (GD) de hipocampo ventral al dia 90 PN: A) Grafica que muestra el promedio + error estandar (EE) del nimero de neuronas
inmunorreactivas a Neun N, donde los grupos AK-MO y AK-Clbx muestran mayor preservacion neuronal con una diferencia significativa ***p < 0.001 y
*p < 0.01 respectivamente, en comparacion con el grupo AK, por otra parte, el grupo AK-MO muestra menor nimero de neuronas preservadas con una
diferencia significativa **p < 0.00] en comparacion con el grupo SHAM; B) Fotomicrografias de hipocampo ventral (40x) que muestran neuronas
inmunorreactivas a Neun N en GD (CG- Capa granular), donde se muestra mayor preservacion neuronal en los grupos AK-MO y AK-Clbx en comparacion
con el grupo AK. Barra de calibracion, 25 pm; C) Fotomicrografias de hipocampo ventral (40x) que muestra glia inmunorreactiva a GFAP (contrastada con
hematoxilina) en los diferentes grupos control y experimental, donde se observa la presencia de gliosis reactiva en la region de GD, siendo mayor en el grupo
AK, AK-MO, AK-Clbx en comparacion el grupo SHAM (CG-Capa Granular). Barra de calibracion, 25 pm.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Bonferroni's, p < 0.05.
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Fig. 38. Hilus de hipocampo ventral al dia 90 PN: A) Grafica que muestra el promedio =+ error estandar (EE) del nimero de neuronas inmunorreactivas a
NeunN, donde lo grupos AK-MO y AK-Clbx muestran mayor preservacion neuronal con una diferencia significativa ***p < 0.001 y ****p < 0.0001
respectivamente en comparacion con el grupo AK. B) Fotomicrografias de hipocampo dorsal (40x) que muestran neuronas inmunorreactivas a Neun N en
laregion de hilus donde se muestra mayor preservacion neuronal en los grupos AK-MO y AK-Clbx, en comparacion con el grupo AK. (CG-Capa Granular).
Barra de calibracion, 20 um. C) Fotomicrografias de hipocampo ventral (40x) que muestra células inmunorreactivas a GFAP (contrastada con hematoxilina)
en los diferentes grupos control y experimental, donde se observa la presencia de gliosis reactiva en la region de GD, siendo mayor en el grupo AK, AK-
MO, AK-Clbx en comparacion el grupo SHAM (MoCG-Capa Granular, h: hilus). Barra de calibracion, 25 pm.

ANOVA de una via seguido de una post prueba de Bonferroni's, p < 0.05.
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10.- DISCUSION.

El uso de modelos de Status epilepticus recurrente en ratas inmaduras, nos permite
observar a corto y largo plazo la evoluciéon del dafio excitotoxico y los mecanismos celulares
que se ponen en marcha, para restaurar la funcion normal de las redes neuronales. La
neuroinflamacion, es la respuesta del sistema inmune, orquestada por la microglia y astrocitos,
dirigida a resarcir el dafio neuronal y recuperar la homeostasis celular, sin embargo, si esta
respuesta neuroinflamatoria no es modulada en tiempo y magnitud, la activacion de mediadores
inflamatorios como: IL1-B, Cox-2, iNOS, NFx-B y TNF-0, generan cambios en Ila
hiperexcitabilidad neuronal que causan muerte neuronal y la activacion recurrente de
mediadores proinflamatorios, que promueven el desarrollo de epileptogenesis y el

establecimiento de una epilepsia en etapas posteriores (Vezzani y cols., 2011;2015).

En nuestros resultados del analisis por Western blot en tejido de hipocampo, post
modelo de Status epilepticus recurrente inducido por AK, observamos el incremento de las
proteinas: IL1-B, Cox-2, iNOS, TNF-a y NF«k-PB en hipocampo. Se ha reportado que la via de la
IL1-B, promueve la activacion de NFk-f3, que induce la transcripcion de Cox-2 y su vez favorece
la produccion de PGE2 e iNOS, los cuales incrementa la liberacion y la inhibicién de la
recaptura de glutamato en la sinapsis, asi como el increment6 de la afinidad de los NMDAs,
que promueven el flujo de Ca*? intracelular y es responsable de la disminucion del umbral
convulsivo. De la misma forma, el incremento de PGE2, activa la liberacion de TNF-a por los
astrocitos, lo que favorece la liberacion de glutamato, el incremento de la afinidad de los
AMPATs y la subsecuente generacion de actividad epileptiforme (Auvin y cols., 2003; Vezzani

y cols., 2005; Ravizza y cols., 2008).
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El tratamiento con una sola dosis de MO, disminuy0 la expresion de las proteinas 1L1-
By Cox-2 alas 6 y 24 h; y TNF-a a las 24 h de forma similar, a lo observado en el grupo tratado
con Clbx. Se ha reportado que, los mecanismos antiinflamatorios de la MO se vinculan a la
inhibicion de la produccion de ON y la expresion de IL1-B, iNOS, Cox-2, TNF-a, PGs,
tromboxanos y leucotrienos, actuando directamente sobre la via de MAPKSs, y en especial de
NF«-B (Zhou y cols., 2008; Chuang y cols., 2013). Asi mismo, se ha reportado en modelos in
vitro en macrofagos los efectos antioxidantes del honokiol y magnolol, por medio de la
inhibicion de la sintesis de iNOS (Lee y cols., 2005) y sobre la disminucion de la produccion de
citocinas proinflamatorias en células THP-1, observado en el modelo de shock séptico inducido
por endotoxina (Lee y cols., 2005; Lee y cols., 2011). Adicionalmente, en un modelo de
activacion de macrofagos y monocitos, derivados de células dendriticas en humanos inducido
por LSP, el magnolol y honokiol ejercieron un efecto antiinflamatorio derivado de la inhibicion
de iNOS (Li y cols., 2011). Asi mismo, en un modelo in vivo, de inflamacion y tumorogénesis
de piel en ratones, se ha reportado que el magnolol tiene efectos antinflamatorios, mediados por

la inhibicion de la produccion del activador tisular del plasminogeno (ATP) (Kuo y cols., 2010).

En el anélisis de la expresion de iNOS, en el grupo que recibio tratamiento con MO, se
observo que una sola dosis de MO, disminuye su expresion a las 6 h, sin embargo, incremento
nuevamente a las 24 h post tratamiento, mostrando niveles similares al grupo tratado inicamente
con AK. El tratamiento con una dosis tnica de MO, no mostré diferencias significativas en la
expresion de NFx-B. Lai (2011) report6 el efecto antiinflamatorio de la MO en un estudio in
vitro, en cultivo de macréfagos con la linea celular RAW264, estimulados por LPS y retados

con magnolol, a una concentracion de 5y 10 uM, donde se observd, la inhibicion de iNOS y
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Cox-2 con la subsecuente disminucion de la produccion de ON y PGE2, lo que sugiere que el
magnolol inhibe la actividad intrinseca de la enzima iNOS, se disminuye la produccién de ON,
que a su vez, disminuye la expresion de Cox-2; ambas enzimas son clave para la produccion de
ON y PGE2, respectivamente. Dicho efecto fue evaluando por Western blot y probado por PCR
tiempo real, donde se observo la disminucion de la expresion de ARNm de iNOS y Cox-2. Lo
que sugiere que el magnolol puede inhibir la expresion de iINOS y Cox-2 a través de mecanismos
transcripcionales sobre la via de sefializacion de IL1-B/ NFk-B, mediante la supresion de la
traslocacion de NF«k-B al nacleo. Lo anterior es critico para la regulacion de la sintesis de las
proteinas inflamatorias iNOS, Cox-2 y TNF-a. De la misma forma, Tse (2005) reportd que el
tratamiento subcronico con magnolol y el honokiol inhibe la traslocacion al nicleo de las de
proteinas p50 y p65 de NFk-B, mediante la inhibicion de la fosforilacion del factor nuclear del
potenciador génico del polipéptido ligero kappa en el inhibidor de las células B-alfa (IkBa), por
medio de la supresion de la activacion de la quinasa IkB (IKK). Complejo enziméatico que
participa en la propagacion de la respuesta neuroinflamatoria. Lo anterior, sustenta que el efecto
antiinflamatorio de la MO, actia sobre la regulacion de la actividad del NFk-B y que el
mantenimiento de este efecto antiinflamatorio es dependiente de la dosis y de la frecuencia del

tratamiento con MO (Tse y cols., 2005; 2007; Lai y cols., 2011).

En nuestros resultados, la evaluacion del efecto neuroprotector del tratamiento
subcronico de MO, post modelo de status epilepticus recurrente, al dia 30 PN, se observo mayor
nimero de neuronas preservadas en las areas de CA1, CA3 y GD de hipocampo dorsal, y de
CAl y CA3 en hipocampo ventral. Dicho efecto, fue similar en el grupo que recibié Clbx.

Ambos tratamientos mostraron mayor numero de neuronas preservadas, en comparacion con el
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grupo AK. Estudios previos sobre el efecto neuroprotector de la inhibicion de Cox-2 por medio
de administracion de Clbx, via oral, post status epilepticus inducido con AK, mostré mayor

preservacion neuronal en la region CA3 de hipocampo dorsal (Gobbo y cols, 2004b).

En el andlisis por inmunohistoquimica de GFAP, solo el grupo con tratamiento con
MO, mostré menor presencia de gliosis en CA3 y a nivel del hilus en el hipocampo dorsal.
Mientras que, ambos grupos de los tratamientos con MO y Clbx, presentaron menor gliosis en
las regiones de CA1 y GD de hipocampo ventral, en comparacion con el grupo AK. Lo que
sugiere que el tratamiento subcronico de la MO ejercié un efecto antiinflamatorio similar al
Clbx y que, a su vez, gener6 un efecto neuroprotector sobre el dafio inducido por el status
epilepticus recurrente, en el hipocampo, al modular la respuesta neuroinflamatoria (Fig. 39).
Este efecto neuroprotector a su vez, ha sido reportado previamente en modelos de isquemia
cerebral en ratas, donde se observd, que la reduccion del area de penumbra esta ligado al efecto
antiinflamatorio por la disminuciéon de Cox-2 y ROS (Liou y cols., 2003ab; Lin y cols., 2003;

Talarek y cols., 2017).
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Fig. 39. Imagen representativa del efecto antiinflamatorio y neuroprotector del tratamiento con MO al dia 30 PN: que muestra la participacion de la
microglia y astrocitos en la activacion de la via de la IL1-f, por el dafio excitotoxico generado por el status epilepticus. A) Se muestra el incremento de las
proteinas proinflamatorias: IL1-f, Cox-2, iNOS, NF-kf y TNFa, asi como la muerte neuronal y gliosis en las areas de CA1, CA3, GD e hilus en el hipocampo
dorsal y ventral. B) Efecto antiinflamatorio del tratamiento con MO, donde se muestra una reduccion de la expresion de IL1-p, Cox-2 alas 6 y 24 h ¢ iNOS a
las 6 h post tratamiento con MO, sin embargo, muestra un incremento a las 24 h. No obstante lo anterior, el tratamiento subcréonico con MO (300 mg/Kg durante
10 dias) mostré un efecto neuroprotector y menor expresion de gliosis en las areas de CA1, CA3 y GD de hipocampo dorsal y ventral. C) Efecto antiinflamatorio
del tratamiento con Clbx, donde se muestra una reduccion de la expresion de IL1-B, Cox-2, iNOS a las 6 h y 24 h manteniendo una disminucion de NF-xf y
TNFa a las 24 h post tratamiento, el tratamiento subcrénico con Clbx (20 mg/Kg 10 dias) muestra un efecto neuroprotector y menor expresion de gliosis en las
areas de CA1, CA3 y GD de hipocampo dorsal y ventral.
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En la evaluacion del efecto neuroprotector del tratamiento subcronico con MO, sobre
la susceptibilidad convulsiva, al dia 90 PN (76 dias post modelo de status epilepticus recurrente).
En el analisis de la actividad electroencefalografica, el grupo SHAM mostr6 actividad
homogénea en todas las bandas (0.1-4 Hz delta, 4-8 Hz teta, 8—13 Hz alfa, 13—30 Hz beta y 30—
90 Hz gamma) bajo condiciones basales. Por el contrario, el grupo AK mostro6 actividad en las
bandas 0.1-4 Hz delta, 4-8 Hz teta y 13-30 Hz beta y un incremento de las bandas 8—13 Hz alfa
y 30-90 Hz gamma, lo cual es asociado a hiperexcitabilidad neuronal bajo condiciones basales
(Santos y cols., 2000b; Csicsvari y cols., 2003). De igual forma, los grupos que recibieron
tratamiento con MO y Clbx, mostraron oscilaciones de baja frecuencia y actividad homogénea
en las bandas 0.1-4 Hz delta, 4-8 Hz teta y 8—13 Hz alfa, con un incremento en la actividad de
la banda 13—-30 Hz beta. Este efecto fue previamente reportado en el uso de AINEs, donde se
observa el predominio de oscilaciones de baja frecuencia (Csicsvariy cols., 2003; Temp y cols.,

2017).

Durante la determinacion del UPD, el grupo que solo recibié el AK, mostrdé una
disminucion en los valores subumbrales, siendo estos menores en comparacion con el grupo
control SHAM, lo cual demuestra una susceptibilidad a la hiperexcitabilidad neuronal, ademas,
de que el 70% de las ratas del grupo que recibi6 tinicamente AK, genero6 actividad convulsiva
de tipo tonico cldnica (fase V en la escala de Racine modificada). No obstante lo anterior, los
grupos tratados con MO y Clbx, a pesar de mostrar valores subumbrales por debajo del grupo
SHAM, en la evaluacion de la conducta motora durante la determinacion del UPD, el 100% de
los animales de los grupos que recibieron tratamiento con MO y Clbx presentaron unicamente

sacudidas de perro mojado correspondiente a una Fase I en la escala de Racine (Racine 1972;
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Santana-Gomez y cols., 2017). Lo que sugiere la presencia un foco epileptogénico en el
hipocampo, producto del dafio inducido por el Status epilepticus recurrente durante la etapa
inmadura. Sin embargo, la intervencion temprana sobre la respuesta neuroinflamatoria con los
tratamientos a base de MO y Clbx, preservo las regiones de CA1l, CA3 y GD de hipocampo
ventral, asi como estructuras adyacentes al hipocampo, lo que, a su vez, inhibio la propagacion
de la hiperexcitabilidad neuronal (Moshe y cols., 1983; Druga y cols., 2005; 2010; Mares y
cols., 2016). Por otra parte, la actividad convulsiva observada en el grupo AK, puede asociarse
al dafio en CA1 y GD, el cual es una puerta de entrada a la generacion de actividad convulsiva

(Fujikawa y cols., 2000; Csicsvari y cols., 2003).

En el andlisis de la actividad electroencefalografica posterior a la determinacion del
UPD, el grupo AK mostr6é mayor actividad en las bandas 0.1-4 Hz delta, 4-8 Hz teta y 8-13 Hz
alfa, con una disminucion en las oscilaciones de alta frecuencia de 30-90 Hz gamma, respuesta
que esta asociada con la actividad postictal (Valdes-Cruz y cols., 2012; Santana-Gémez y cols.,
2017). Lo cual también se observoé en el analisis espectral, caracterizado por actividad sincronica
correspondiente a actividad epileptiforme en respuesta al estimulo subumbral (Stafstrom y cols.,
1993; Schlichtiger y cols., 2010; Borham y cols., 2016).

Asi mismo los grupos tratados con MO y Clbx mostraron actividad homogénea de las
bandas 0.1-4 Hz delta, 4-8 Hz teta y de 8-13 Hz alfa, similar a lo observado en el periodo de
basal, aunque con un aumento en la actividad de la banda 13-30 Hz beta y disminucién la
actividad de la banda 30-90 de Hz gamma, similar a lo ocurrido en el grupo AK. De la misma
forma, en el andlisis espectral, los tratamientos con MO y Clbx mostraron actividad de baja

frecuencia similar a lo ocurrido en el periodo basal. Se ha reportado que esta disminucion en la
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potencia de la banda de 30 a 90 Hz gamma en el hipocampo, esta asociada con un incremento
en la liberacion de GABA inducido por la hiperexcitabilidad neuronal, que actia como un
mecanismo compensatorio para suprimir la activacion de las neuronas glutamatérgicas y para

mantener el equilibrio entre la excitacion y la inhibicion (Rosillo-de la Torre y cols., 2015).

De igual forma, la actividad convulsiva observada en el grupo que sélo recibid el AK,
se asocia a dafio en el GD y CA1 del hipocampo ventral durante la etapa inmadura, donde se ha
reportado que, en respuesta a la pérdida neuronal, el cerebro inmaduro promueve la
neurogénesis en estructuras como el hipocampo, asi como la reorganizacion sindptica y la
formacion de fibras musgosas principalmente en CA1, CA3 y el subiculum de hipocampo dorsal
y ventral, lo que permite la generacion de actividad epileptiforme (Cavazos y cols., 2004; Devin

y cols., 2007).

Dichos resultados correlacionan con los datos observados por medio del analisis por
inmunohistoquimica de Neun N, donde el grupo que solo recibio6 AK mostrd6 mayor perdida
neuronal en las areas de CA1, CA3, GD e hilus de hipocampo dorsal, asi como en CA1 y GD el
hipocampo ventral en principalmente, acompanado de una mayor expresion de gliosis (Penkowa
y cols., 2001). Lo anterior, se asocia a la disminucion de los valores del UPD con la subsecuente
generacion de actividad convulsiva. A su vez, este incremento en la susceptibilidad convulsiva,
esta ligado a la respuesta neuroinflamatoria orquestada por la activacion de la via de la IL1-B y
al incremento de las proteinas Cox-2, iNOS, TNF-a y NFx-p durante el periodo inmaduro

(Auvin y cols., 2003; Ravizza y cols., 2005; 2006; Vezzani y cols., 2013).
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Con base a los resultados obtenidos, los tratamientos con MO y Clbx ejercieron un
efecto antiinflamatorio y neuroprotector en la etapa inmadura, los cuales favorecieron una
mayor preservacion neuronal en las regiones de CA1, CA3, GD e hilus del hipocampo dorsal y
ventral con menor expresion de gliosis en la etapa adulta. Lo cual, puede ser responsable de la

inhibicion en la propagacion de la actividad convulsiva durante la determinacion del UPD.

Asi mismo, se estima que el tratamiento con MO posee efectos neuroprotectores
ligados a sus efectos antiinflamatorios sobre la via de la IL1-p y la disminucion de Cox-2, iNOS,
TNF-o y NFk-f, similar al grupo que recibiéo Clbx. Aunque dicho efecto no evito la generacion
de un foco epileptogénico, observado en los valores subumbrales menores durante la evaluacion
del UPD, los cuales fueron similares al grupo que sélo recibi6 AK. Sin embargo, la
administracion de la MO protegi6 estructuras del hipocampo responsables de la propagacion de
la hiperexcitabilidad neuronal como CA3 y GD (Penkowa y cols., 2001; Druga y cols., 2005;

Chen y cols.,2011) (Fig. 40).
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Fig. 40.- Efecto neuroprotector del tratamiento con MO sobre la susceptibilidad convulsiva al dia 90 PN: A) Determinaciéon de UPD en el grupo AK
donde se observa propagacion de la hiperexcitabilidad neuronal. B) Determinacion de UPD en el grupo AK-MO donde en tonos verdes se observa las areas
preservadas con el tratamiento subcronico de MO en hipocampo ventral y la inhibicién de la propagacion de la hiperexcitabilidad neuronal. C) Determinacion
de UPD en el grupo AK-Clbx donde en tonos azules se observan las areas preservadas con el tratamiento subcrénico de Celecoxib en hipocampo ventral y la
inhibicion de la propagacion de la hiperexcitabilidad neuronal.
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11.- CONCLUSION.

El tratamiento subcronico de MO post modelo de Status epilepticus recurrente inducido
por AK, mostré6 un efecto neuroprotector en el cerebro inmaduro, ligado a un efecto
antiinflamatorio similar al Clbx, observado en mayor preservacion neuronal y menor expresion
de gliosis sobre las areas CA1, CA3 y GD de hipocampo y sobre la inhibicion de la propagacion
de la hiperexcitabilidad neuronal durante la evaluacion de la susceptibilidad convulsiva en la
etapa adulta. Debido a lo anterior, la MO podria ser una alternativa de tratamiento
antiinflamatorio y neuroprotector sobre la epileptogenesis, en etapas tempranas del desarrollo.
No obstante, hacen falta mas estudios acerca de su mecanismo como antiinflamatorio en el
cerebro inmaduro, sobre el efecto de su uso cronico en el neurodesarrollo y de los posibles

efectos secundarios.

123



12.- PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidos en este estudio, nuestro interés del efecto de la MO
como posible tratamiento neuroprotector sobre la epileptogénesis, nos orienta a identificar su
mecanismo antiinflamatorio exacto y los efectos de su administracion en combinacion con otros
farmacos con potencial neuroprotector. Adicionalmente, es de nuestro interés el evaluar los
efectos de la MO como modulador de estrés oxidativo y de la actividad de Cox-2 en el cerebro
inmaduro, asi como su efecto neuroprotector en tdlamo y corteza cerebral (estructuras
encargadas de la propagacion de la actividad epileptiforme). De igual forma, es de nuestro
interés continuar con el estudio del efecto del tratamiento cronico con MO y su efecto sobre el
neurodesarrollo normal. Asi mismo, sus posibles efectos secundarios sobre el desarrollo motor,

los procesos de memoria y aprendizaje
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywards: During critical periods of neurodevelopment, the immature brain is susceptible to neuronal hyperexcitability,
Magnotlia officinalis alterations such as hyperthermia, hypoxia, brain trauma or a preexisting neuroinflammatory condition can
Honokiol trigger, promote and prolong epileptiform activity and facilitate the development of epilepsy. The goal of the
Magnolol

present study was to evaluate the long-term neuroprotective effects Magnolia officinalis extract, on a model of
recurrent status epilepticus (SE) in immature rats. Sprague-Dawley rats were treated with kainic acid (KA)
(3mg/kg, dissolved in saline solution) beginning at day 10P N every 24h for five days (10 PN-14PN). Two
experimental groups (KA) received two treatments for 10 days (14-24 PN): one group was treated with 300 mg/
kg Magnolia Officinalis (MO) (KA-MO), and another was treated with 20 mg/kg of celecoxib (Clbx) (KA-Clbx) as a
control drug. A SHAM control group at day 90 P N was established. Seizure susceptibility was analyzed through
an after-discharge threshold (ADT) evaluation, and electroencephalographic activity was recorded. The results
obtained from the ADT evaluation and the analysis of the electroencephalographic activity under basal condi-
tions showed that the MO and Clbx treatments protected against epileptiform activity, and decreases long-term
excitability. All rats in the KA-MO and KA-Clbx groups presented a phase [ seizure on the Racine scale, corre-
sponding to the shaking of a wet dog. In contrast, the KA group showed phase V convulsive activity on the Racine
scale. Similarly, MO and Clbx exerted neuroprotective effects on hippocampal neurons and reduced gliosis in the
same areas. Based on these results, early intervention with MO and Clbx treatments to prevent the inflaimmatory

Early seizures
Neuroprotection
Kainic acid
Epileptogenesis

activity derived from SE in early phases of neurodevelopment exerts neuroprotective effects on epileptogenesis
in adult stages.

1. Introduction

Epilepsy is one of the most common neurological disorders world-
wide and is characterized by spontaneous and recurrent seizure activity
[Jensen and Baram, 2000; Blumenfeld et al., 2003]. During critical
periods of neurodevelopment, the immature brain is susceptible to
neuronal hyperexcitability [Ben-Ari and Holmes, 2006; Saying et al.,
2006] because neuronal excitability promotes synaptogenesis and the
reorganization of neural circuits essential for specific functions in

adulthood. Therefore, hyperthermia, hypoxia, brain trauma or a pre-
existing neuroinflammatory condition [Sayin et al., 2006; Dube et al.,
2005; Sankar et al., 2007; Ravizza et al., 2005,2006,2008; Suchomelova
et al., 2015] can trigger, promote and prolong epileptiform activity, as
well as facilitate the establishment of status epilepticus (SE), which is
defined as a continuous and irreversible condition of seizure activity
greater than 30 min without recovery of consciousness between the
seizures. Approximately 40% of people with some type of epilepsy in
adulthood are estimated to have an SE registry at some early stage of
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childhood [Kubovd and Mares, 2007; Orozco- Suarez et al., 2007;
Loscher and Brandt, 2010].

Clinical and experimental evidence has reported a close link be-
tween the etiopathogenesis of epilepsy and the neuroinflammatory re-
sponse. Thus, the activation of proinflammatory signaling pathways
such as IL-1R/TLR and the subsequent expression of COX-2, TGF-f3,
HMGB -1 and TNF-a participate in the processes of "epileptogenesis" or
the "period of silence" [Ravizza and Vezzani, 2006,2018; Laurén et al.,
2013; Suchomelova et al., 2015]. These terms refers to the period be-
tween acute damage due to an SE of unknown etiology and the pre-
sentation of the first spontaneous seizure or in the absence of apparent
stimulation, as well as the progression of an established case of epi-
lepsy, which places neuroinflammation as a key factor contributing to
epileptogenesis and neuronal hyperexcitability [Dichter, 2009].

The use of anti-inflammatory and immunosuppressive treatments
has been reported to reduce the damage produced by seizure activity.
However, these treatments do not exert antiepileptogenic effects, and
their use in early stages of life produces various side effects [Pitkinen
and Sutula, 2002; Polascheck et al., 2010]. Thus, traditionally used
medicinal plants, such as Magnolia officinalis (MQ), are the focus of
study. The therapeutic utility of these plants is attributed to the com-
ponents honokiol and magnolol. These components have been tested in
experimental models of Alzheimer’s disease and cerebral ischemia and
exerted neuroprotective effects linked to their antioxidant and anti-in-
flammatory activities that regulate COX-2 and prostanglandin expres-
sion and reactive oxygen species (ROS) production, and reduce ex-
citotoxicity induced by glutamate and N-methyl-D-aspartate (NMDA)
[Kuribara et al., 1996; Pernot et al., 2011; Irie et al., 2001; Lee et al,,
2005, 2011; Liou et al., 2007; Li et al., 2011]. Therefore, the goal of the
present study was to evaluate the long-term neuroprotective effects of
Magnolia officinalis on a model of recurrent status epilepticus in im-
mature rats

2. Materials and methods
2.1. Chemical and reagents

Kainic acid (K-0250), polyethylene glycol (P3015), sodium car-
boxymethylcellulose (419273), paraformaldehyde (P6148), Harris’ he-
matoxylin (HHS16) were obtained from Sigma Aldrich, (St. Louis, MO,
USA), Magnolia officinalis extract was acquire through vegetable cap-
sules with 30 mg as food supplement, standardized 90% honokiol and
magnolol by HPLC analysis, from Smart, City, SA(Luxembourg),
Celecoxib from Parafarm-laboratory, Mexico, Diva decloaker 10X
buffer and DAB Chromogen kit (DB801L) from Biocare Medical (CA,
USA), bovine normal serum and mouse IgG-peroxidase secondary an-
tibody (PI-200) were achieved from Vector Laboratories (Temecula CA,
USA), NeuN (MAB-3077) antibody and Entellan synthetic resin were
acquire from Merck —Millipore (USA), GFAP antibody from Agilent-
Dako (Santa Clara, CA, USA), Ketamine hydrochloride (Anesket; Q-
7833-028) and xylazine (Procin; Q-7833-099) were acquire from
Agricultural Pisa laboratories (Guadalajara City, México)

2.2, Animals

Postnatal day 10 immature rats (PN) of the Sprague-Dawley strain
with an initial weight of 20-25 grams were used in the present study.
Fifteen adult female rats were accustomed to handling by the researcher
before gestation, as well as during the lactation period, to minimize the
negative effects of stress on maternal behaviors and separation. The
animals were housed in individual cages at a regulated temperature of
“23°C, maintained on a light/dark cycle of 12h, and provided water
and food ad libitum. The offspring were separated from the mother on
day 21 PN and housed under the same conditions until the end of the
experiment. All procedures, including the use, management and care of
animals, adhered to the guidelines of and were approved by the Ethics
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and Research Committee of the Hospital of Specialties in the National
Medical Center Century XXI, Mexican Social Security Institute (IMSS)
and Mexican Official Standard [1999]; NOM-062-Z00, 1999,

2.3. Repeated status epilepticus (SE) paradigm

Beginning on day 10 P N, rats displaying a weight of no less than 25
gr or greater than 30 gr began to be treated with 3mg/kg of kainic acid
(KA, dissolved in saline solution) intraperitoneally via (i.p.) injections
every 24 h for five days (10-14PN). Pups were separated from the
mother for 90 min and maintained at a temperature of approximately
35°C using a heating pad. During this period, the evolution of motor
behavior was observed to determine whether the rats presented con-
vulsive activity and SE subsequent to the administration of KA.
Continuous scratching movements of the lower extremities were ob-
served, with a loss of posture and myoclonus of the head; the animals
maintained this behavior without modification for more than 5min.
From that moment, the presence of SE was established, which was
maintained for 30 additional minutes [Ben-Ari et al., 1984;1985; Albala
et al., 1984; Stafstrom et al., 1993]. The motor behavior of KA-treated
animals was simultaneously compared with an equal number of animals
treated with a saline solution via i.p. injections that were maintained
under the same conditions and time of maternal separation [Stafstrom
et al., 1993; Zhang et al., 2011; Kun et al.,, 2011; Zayachkivsky et al.,
2013]. At the end of the evaluation, a single dose of 3mg/kg of dia-
zepam was intramuscularly (i.m.) injected to constrain the severity of
the convulsive activity. Rats in the SHAM group received an i.m. in-
jection of a saline solution and the same time of maternal separation
was maintained. The rat pups were again placed with the mother, and
she regrouped, stimulated and nourished them. This same treatment
was repeated for five days (10-14 PN) [(Fig.1) [Dudek et al, 2002;
Hellier and Dudek, 2005; Kun et al., 2011; 2013].

2.4. Magnolia officinalis and Clbx post-SE treatments

After the last treatment with KA (two hours later), two control
groups were formed: a SHAM group and the KA group. Both groups
were treated with a saline solution via oral gavage with an appropriate
volume in relation to weight. Two experimental groups were also es-
tablished (both of which were previously submitted to the KA-repeated
SE model). A solution of MO capsules was diluted with 20% poly-
ethylene glycol; the concentration of honokiol and magnolol was
checked by HPLC, the rats (n=10) was treated with 300 mg/kg
Magnolia officinalis (MO) via oral gavage (KA + MO). Other group was
treated with 20 mg/kg celecoxib via oral gavage (KA + Clbx), diluted in
0.5% sodium carboxymethylcellulose. The treatment was repeated
every 24 h for 10 days (14-24 P N) [Martinez et al., 2006; Suchomelova
et al,, 2015].

2.5. Determination of the after-discharge threshold (ADT)

The experiment described below was designed to determine the
susceptibility of the different control and experimental groups to epi-
lepsy at day 90 P N (adult stage). For this purpose, a bipolar electrode
was implanted in the right ventral hippocampus at day 80P N. Rats
were anesthetized with a mixture of ketamine (100 mg/kg, im) and
xylazine (20 mg/kg, im). The implant was placed at the following co-
ordinates from the Bregma located in the surface of the skull using
stereotactic surgery: anteroposterior -5.3; lateral -5.2; and depth -7.5
[Paxinos and Watson, 1998]. The electrode was then fastened with a
stainless-steel surgical screw placed in the frontal bone, and three ad-
ditional screws were placed on the skull in reference to the frontal and
occipital cortex to stabilize the implant, which was later fixed with
dental acrylic. Rats were allowed a 7-day postoperative recovery period
[Rosillo-de la Torre et al., 2015; Santana-Gémez et al., 2017].

ADT is defined as the minimum intensity necessary to generate a
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A) Status Epilepticus (SE) model

30 minutes.

e

Evaluation of motor behavior.
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B) Control and experimental treatments:

Analysis by:
= ADT
* EEG
* Immunohistochemistry of
NeunN and GFAP in
dorsal and ventral
hippocampus,

Treatment Every 24hrs
during 10 days.

Fig. 1. Image showing the schematic representation of the experimental protocol used to determine the long-term effects of Magnolia officinalis on early life Status
epilepticus A) The recurrent SE model induced by 3 mg/kg i.p. of KA (kainic acid) from day 10 PN. In the evaluation of motor behavior, continuous scratching
movements of the lower extremities were observed, with a loss of posture and myoclonus of head. Maintenance of this behavior without modification for greater than
5min, from that moment, established the presence of SE was established, which was maintained for 30 more minutes before 3 mg/kg DZP (Diazepam) was L.m.,
administered. The treatment was repeated every 24 h for 5 days. B) Control groups: SHAM and KA received saline by oral gavage (volume in relation to weight).
Experimental groups: the KA + MO group received 300 mg/kg Magnolia officinalis (MO) diluted in 20% polyethylene glycol via oral gavage and the KA + Clbx group
was treated with 20mg/kg celecoxib (KA + Clbx) diluted in 0.5% sodium carboxymethylcellulose via oral gavage. Each control and experimental group included
n = 10 animals. The treatment was repeated every 24 h for 10 days (14-24P N).

postdischarge with a duration of 3s. This tool allows us to determine
the level of excitability of the hippocampus under different conditions.
A series of electrical rectangular stimuli were applied at 60 Hz with a
duration of 1 ms in 1-minute intervals. The initial intensity was 10 pA
and was increasing by 20% between each stimulus until a behavioral
change (ipsilateral to the implant site) or a change in electro-
encephalographic activity was observed. The motor behavior evoked by
the ADT was evaluated using the modified Racine scale [Racine, 1972;
Luttjohann et al., 2009]. The duration of ADT and electroencephalo-
graphic activity was recorded with the GRASS program Poly VIEW,
Astro-Med. Inc [Cramer et al., 1998].

2.6. Evaluation of electroencephalographic (EEG) activity at 90 PN age

The electroencephalographic activity was evaluated under baseline
conditions and after the determination of the ADT using a model P511
amplifier (Grass Technologies, West Warwick, RI). The signal was am-
plified with a 0.1-100 Hz bandpass filter by digitizing 1000samples/s.
The baseline data and data obtained 2 min after ADT were analyzed.
One minute of each period was analyzed using the fast Fourier trans-
form (FFT), and the power values corresponding to the different bands
were normalized to the maximum power value of each analyzed band
(0.1-4 Hz delta, 4-8Hz theta, 8-13Hz alpha, 13-30Hz beta and
30-90Hz gamma) as a percentage of total power (mean of all power
estimates) in a frequency window. These power estimates are known as
normalized percent power. Power spectra were normalized separately
for each subject, experimental condition and electrode. The electro-
encephalographic activity was analyzed using the software developed
in the Neurosciences Research Department of the "Ramén de la Fuente
Munis" Psychiatric Institute, Mexico [Fernandez-Mas et al.,1998;
Valdes-Cruz et al., 2012; Santana-Gomez et al., 2018].

2.7. Neun - immunohistochemistry

At the end of the experiment (day 90 P N), rats were transcardially
perfused with a saline solution (9%) followed by 4% paraformaldehyde.
The encephalon was obtained by performing a craniotomy and it was
stored in fixation buffer for 72h at 4 °C. Afterwards, the tissue was
processed, embedded in paraffin, and sectioned coronally at a thickness
of 6pm at the level of the dorsal and ventral hippocampus using a
microtome (Leica RM2125RT, Germany).

For the analysis of neural preservation based on NeuN expression,
sections were dewaxed and hydrated with a decreasing gradient of al-
cohol solutions, followed by the recovery of antigens with Diva de-
cloaker using a pressure cooker for 20 min. Sections were washed with
0.12M PBS-T (phosphate buffer plus Triton detergent), pH 7.2-7.6, and
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endogenous peroxidases were inhibited with 0.5% hydrogen peroxide
(H,0,) for 10min, nonspecific antigens were blocked with normal
bovine serum (1:200 in PBS) for 30 min. Next, the tissue was incubated
with a 1:500 dilution of an anti-NeuN antibody in PBS for 24 h at 4°C,
washed twice, and incubated with the anti-mouse IgG-peroxidase sec-
ondary antibody (1:200) in 0.12M PBS for 3 h. Two washes with 0.12 M
PBS were performed to remove the excess secondary antibody, and the
staining was developed with a DAB Chromogen kit for Smin and
carefully washed with distilled water for 5min. Sections were again
dehydrated and mounted with Entellan synthetic resin (Merck
Millipore).

2.8. Counting and analysis of the number of NeuN-immunoreactive neurons
in the dorsal and ventral hippocampus

Two researches that were blinded to the count the cells in each
section. Slices were observed under a light microscope (Nikon Eclipse
E600) equipped with a cooling chamber (Evolution MP cooler 5.0 RTV)
and analyzed using Image-Pro Plus 7 software (Media Cybernetics). The
average cell density per unit of volume was determined in the dentate
gyrus (DG), CAl and CA3 in the dorsal and ventral hippocampus using
the optical fractionator counting method and reviewed by Schmitz and
Hof [West, 1993; Schmitz and Hofc, 2005] with a 40x air objective
(Plan/40 x 0.65). For the determination of the total number (N) of
NeuN-positive cells in each animal, three of the four fractionators
guantities were necessary to calculate the total object number in each
structure: area sampling frequency (asf; 1/XY area between dissectors),
thickness sampling frequency (tsf; dissector depth/section thickness),
and total number of objects counted in all dissectors (£Q-). The re-
maining value, section-sampling frequency (ssf), is simply the number
of regularly spaced sections used for counts divided by the total number
of sections through the structure of interest. These values were calcu-
lated offline to estimate total number of objects (N) in the counted
region using the formula:

N = (Q-) X 1/ssf X 1/asf X 1/tsf

In this formula, Q- represents the number of cells in a known vo-
lume fraction of each area evaluated.

2.9. Qualitative analysis of GFAP (Glial fibrillary acidic protein) expression
of the dorsal and ventral hippocampus

Gliosis was examined using same procedure described for NeuN
with a 1:500 dilution of an anti-GFAP antibody for 24 h at 4 °C and an
anti-rabbit IgG-peroxidase (1:500) secondary for 3 h. Staining was re-
vealed with 3,3-diaminobenzidine (Biocare Medical, Concord, CA,
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USA). The tissue was stained with Harris’ hematoxylin, and the sections
were dehydrated and mounted with Entellan synthetic resin.

2.10. Statistical analysis

All data from each group are presented as means + standard errors
(mean = SEM). ADT and NeuN immunohistochemistry values were
analyzed using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc
multiple comparison test. Percent changes were used to correlate the
values for different levels of response to ADT and the motor behaviors
observed. The power spectrum values were analyzed using one-way
ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc multiple comparison test. A
significance criterion of p < 0.05 was proposed.

3. Results

3.1. ADT and behavioral assessments using a modification of the 1972
Racine scale

Lower ADT values were observed for the KA, KA-MO and KA-Clbx
groups than the SHAM group, p < 0.0025, P < 0.0001 and
p < 0.0049, respectively, a 56% change was observed between the
SHAM and KA groups, 74.7% between the SHAM and KA-MO groups
and 49.59% between the SHAM and KA-Clbx groups. Compared to the
KA group, the KA-Clbx and KA-MO groups did not show significant
differences. However, they exhibited 42.4% and 49.9% changes, re-
spectively. The KA-Clbx and KA-MO groups did not show significant
differences; however, they exhibited 12.9% changes (Fig. 2A).

Regarding the motor behavior, it was observed during ADT eva-
luation, that 100% of rats in each group exhibited changes in motor
behavior during the ADT assessment using the modified Racine scale
[Racine et al., 1972;Luttjohann et al., 2009] Phase I, ipsilateral winking
and wet dog shakes; Phase II, chewing, facial and head movements;
Phase II1, clonus of forelimbs; Phase IV, kangaroo position; and Phase V,
loss of posture and limb clonus. Seventy percent of the animals in the
KA group presented Phase V seizures, corresponding to clonic-tonic-
type seizure activity, and 30% presented Phase III seizures compared to
the SHAM, KA-MO and KA-Clbx groups, where 100% of the rats pre-
sented Phase I seizures (Fig. 2B).

3.2. Assessment of electroencephalographic activity

Basal period. The electroencephalographic activity obtained from
recordings under baseline conditions showed homogenous electro-
encephalographic activity in SHAM and KA groups compared to the KA-
MO and KA-Clbx groups, which showed a prevalence of low frequency
oscillations at 4-8 and 13-30 Hz. However, these activities were sig-
nificantly lower, ap < 0.0001 and fp < 0.0001, than the SHAM and
KA groups, respectively (Fig.3 A-C).

Postperiod ADT. Following the determination of ADT, the SHAM
group showed homogeneous electroencephalographic activity in all
bands similar to baseline conditions, with a significant difference of
ap < 0.0001 compared to the KA, KA-MO and KA-Clbx groups. The
KA-MO and KA-Clbx groups showed a decrease in activity at fre-
quencies of 8-13 and 30-90 Hz groups, and the KA group showed de-
creased activity at a frequency of 30-90 Hz in after the ADT determi-
nation. The KA group predominantly showed activity in the frequency
bands of 8-13 Hz, fp < 0.0001, compared to the KA-MO and KA-Clbx
groups, which showed similar activity to the KA group (Fig. 4A-C).

3.3. Preserved neurons

Following the quantification of preserved neurons displaying NeuN
immunoreactivity in the dorsal hippocampus, the SHAM control group
showed a significant preserved neurons number (p < 0.0001) in the
CA1 region compared with the KA and KA-MO groups, as well as the
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Fig. 2. A) Graphic showing the ADT values of the KA, KA-MO and KA-Clbx
groups, where a significant decrease was observed, *** p = 0.0025, ****
p < 0.0001 and ** p < 0.0049, respectively, compared to the SHAM control
group. A 56% change was observed between the SHAM and KA groups, a 74.7%
change between the SHAM and KA-MO groups and a 49.59% change between
SHAM and KA-Clbx groups. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc
test, p < 0.05.

B) Graphic showing the percentage of rats in each group that exhibited changes
in motor behavior during the ADT assessment using the modified Racine scale
(Racine scale 1972). Seventy percent of the animals in the KA group presented a
Stage V seizure corresponding to clonic tonic-type seizure activity, and 30%
presented a Stage III seizure compared to the SHAM, KA-MO and KA-Clbx
groups, where 100% of the rats presented a Stage [ seizure.

KA-Clbx group, which had a p value < 0.003. However, the KA group
exhibited greater neuronal loss, p < 0.0001, than the KA-MO and KA-
Clbx groups. Nonetheless, the KA-MO and KA-Clbx experimental groups
showed a neuroprotective effect on the CA1 region, with greater than
31.84% and 46.20% changes, respectively, than the KA group (Fig.5A
and B).

In the CA3 area of the dorsal hippocampus, the KA group exhibited
greater neuronal loss as compared with the SHAM control group
(p < 0.0001), with a 65.9% change. Nevertheless, KA-MO and KA-Clbx
groups, despite the reduced the number of neurons in the KA-MO and
KA-Clbx groups compared to the SHAM group (p < 0.0001); the former
groups exhibited greater (42.35% and 45.5%) changes, respectively,
than the KA group, which exhibited significantly fewer neurons com-
pared to the treated groups (p < 0.0001). No significant differences
were observed between the KA-MO and KA-Clbx groups; however, a
minimal 5.5% change was observed, suggesting that both treatments
exerted similar neuroprotective effects on the CA3 region (Fig. 6A).

In the granular layer of the dentate gyrus (DG), neuronal loss was
present in the KA and KA-MO groups compared to the SHAM group
(p < 0.0001), showing a 34% change between the SHAM and KA
groups, and a 19.36% change between the SHAM and KA-MO groups.
The number of neurons in the KA-Clbx group was preserved compared
to the KA group (p < 0.001) and the KA-MO group (p < 0.03),
showing a minimum 7.3% change from the SHAM group, indicating
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Fig. 3. A) Relative power spectra of different frequencies obtained from recordings under basal conditions, where the SHAM and KA groups showed homogenous
electrographic activity compared to the KA-MO and KA-Clbx groups, which predominantly showed low frequency oscillations at 4-8 and 13-30 Hz. However, the
values were significantly decreased ap < 0.0001 and fp < 0.0001 compared to the SHAM and KA groups, respectively. One-way ANOVA followed by Bonferroni’s

post hoc test, p < 0.05.

B) Basal time: 1) Spectrograms (0.1-100 Hz) and 2) hippocampal electrographic activity obtained under basal conditions in the SHAM, KA, KA-MO and KA-Clbx
groups. Color bar: red colors indicate maximum energy and blue colors indicate minimal energy.

that celecoxib reduces neuronal loss and the number of preserved
neurons is similar to the SHAM group (Fig. 6B).

On the other hand, the ventral hippocampus showed a significant
decrease in CA1 NeuN-positive neurons in the KA and KA-Clbx groups
(p < 0.001 and p < 0.01, respectively), with a greater than 41.6%
change in the KA group and 18% change in the KA-Clbx group com-
pared to the SHAM group (*p < 0.01). Compared to the KA-Clbx
group, the KA group showed a 28.8% decrease in the numbers of pre-
served neurons. The KA-MO group did not show significant differences
from the other groups (Fig.7A and C).

By other way, the number of neurons in the CA3 in the ventral
hippocampus was only significantly decreased in the KA group com-
pared to the SHAM group (p < 0.01), with a greater than 20% change.

However, no significant differences were observed between the KA-MO
and KA-Clbx groups as compared with the SHAM and KA groups
(Fig. 8A).

Regarding GD in the ventral hippocampus, a significant decrease in
the number of neurons was observed in the KA group and to a lesser
extent KA-MO group (p < 0.01, and p < 0.001, respectively), with
35.6% and 14.4% changes as compared to the SHAM group. The KA-
Clbx and KA-MO groups showed a significant decrease (p < 0.001 and
p < 0.01, respectively) compared to the KA group, with 31.45% and
24.7% changes observed in the KA-Clbx and KA-MO groups, respec-
tively (Fig. 8 B).

173



A. Vega-Garcia, et al.

s B

-

- = B

Frecuency (Hz)

I_I_I_I_II_I_I_I_‘i'I_I_I_I_II_I_I_I_I

Brain Research Bulletin 149 (2019) 156-167

B

SHAM Group
NI sl 0 by W A AN ot el g fu e el A,

wf

'Jml \H‘l \H ﬁ Mu\il\ﬂr Il

KAMO Group

L'|1' Lﬁhr“

H:\v'\.,u_um'\,’r'.. Hu I,]'v\|-u

‘ A o
B T e L e i L e )

0 1 1 3 H § 1] 7 H 1)

Time (10s)

£

i SHAM | _INVY

0.5

Relative power (Hz)

KA-Clbx Group
I I A o s i 1y e PN P o Pl Mo P A WO
00V
kY
1n
EBH ka-mM0 K A-Clbx

B.1-4Hz

4-8Hz

After postdischargeThershold time (60s)
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followed by Bonferroni's post hoc test, p < 0.05.

B) ADT time: 1) Spectrograms (0.1-100 Hz) and 2) hippocampal electrographic activity obtained after the ADT determination. Synchronous high-frequency activity
was observed in the KA group and low-frequency activity was observed in the SHAM and KA-MO and KA-Clbx groups after the determination of the UPD. Color bar:

red colors indicate maximum energy and blue colors indicate minimal energy.

3.4. Qualitative evaluation of GFAP

In the dorsal and ventral hippocampus, a greater number of GFAP-
immunoreactive cells was observed in the CAl region in the KA group,
along with changes in the size and shape of the nucleus and an increase
in astrocyte processes, indicating the presence of reactive gliosis. The
KA-MO and KA-Clbx groups showed lower levels of CA1 gliosis (Fig. 5B
and 7B).

4. Discussion

In the present study, a KA treatment during the early stages of de-
velopment increased the susceptibility to seizures, neuronal damage
and long-term gliosis, which are effects that are reduced by treatment
with antioxidant (MO) and anti-inflammatory compounds MO and
Clbx. Electrophysiological and imaging studies reveal that the seizures
during postnatal development induces functional and structural
changes in the hippocampal circuits that vary in a consistent form ac-
cording to the age at which seizures are induced. These effects are
observed after repeated brief seizures and prolonged SE in adults
[Zhang et al., 2004; Sayin et al., 2015; Kubova et al., 2012].

161

The postnatal (PN) period of 10-15 days in rodents resembles the
conditions of a human infant at 3-9 months of age [Zhang et al., 2004;
Sayin et al., 2006] during this period, the GABAergic system generates
an underlying inhibition of the glutamatergic excitatory system, which
is focused on promoting the processes of plasticity and synaptogenesis.
However, in this period, organisms are susceptible to damage caused by
SE, which generates neuronal death in the CA1 and CA3 regions of the
hippocampus [Gobbo and O'Mara, 2004] as well as in the thalamic
nuclei, mainly in the medial dorsal, dorsolateral and ventromedial
nuclei. The extent and severity of the damage to this structure re-
sponsible for the propagation of the electrical activity to cortical
structures depends on the age of the subject, with greater damage being
reported during the period of days 12-15PN in rats [Tremblay et al.,
1984; Medvedev et al., 2002; Zhang et al., 2011].

In this model of repeated SE in day 10-14 PN rats induced by KA, a
decrease in the latencies of the convulsive activity was observed from
the second day of treatment with KA. The evolution of the convulsive
behavior observed during this period was evaluated according to the
development of the motor activity after injection. Several studies have
attempted to identify the movements associated with the convulsive
activity during motor development, and most of refer to 5 phases before
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Fig. 5. A) CAL. A Photomicrographs that showing NeunN-immunoreactive neurons in the dorsal hippocampus, where observed neuronal preservation in the KA-MO
and KA-Clbx as compared with KA. B) CAL. Photomicrographs that showing the GFAP-immunoreactive astrocytes (contrast with, hematoxylin) in the dorsal hip-
pocampus, where the presence of reactive gliosis (fibrillar mesh) in CA1 is observed in the KA group in comparison with the KA-MO and KA-Clbx groups. (PL:
pyramidal layer; so; stratum oriens, sl; stratum lucidum, sr; stratum radiatum). Scale bar A; 20 um and B; 10 pm.

C) CAl. Graphic showing the average number of NeuN-immunoreactive neurons * SEM in the dorsal hippocampus. A significant decrease was observed in the KA
control group compared to the SHAM, KA-Clbx and KA-MO groups (**** p < 0.0001). A significant difference was observed between the KA-MO and KA-Clbx
groups (** p < 0.003) and compared with the SHAM group (**** p < 0.0001 and ** p < 0.003, respectively).
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Fig. 6. A) CA3. Graphic showing the average number of NeuN-immunoreactive
neurons + SEM in the dorsal hippocampus. A significant decrease was ob-
served in the KA control group compared to the SHAM, KA-Clbx and KA-MO
groups (**** p < 0.0001). A significant difference was observed between the
KA-MO and KA-Clbx groups and compared with the SHAM group (****
p < 0.0001).

B) Granular cell layer in the DG. Graphic showing the average number of NeuN-
immunoreactive neurons = SEM in the dorsal hippocampus. A significant de-
crease was observed in the KA and KA-MO control groups compared to the
SHAM group (**** p < 0.0001). The KA-Clbx group showed a preserved neuron
as compared with the KA group (*** p < 0.001) and the KA-MO group (*
p < 0.03). One-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test, p < 0.05.

the convulsive state in SE. SE is characterized by the presence of a
continuous Phase V seizure forduration of no less than 10 min without
any changes in behavior. At this stage, the movement of unilateral
scratching and movement of bilateral scratching with lower extremities
predominates [Ben-Ari et al., 1984,1985; Velisek et al., 1985; Dzhala
et al., 2005]. The model created 100% reproducibility in the post-KA
motor activity, indicating that it is a good SE model.

In the analysis of the electroencephalographic activity at day 90P N,
the SHAM group showed homogeneous activity in all the analyzed
bands (0.1-4 Hz delta, 4-8 Hz theta, 8-13 Hz alpha, 13-30 Hz beta, and
30-90Hz gamma) under baseline conditions. However, the KA group
(76 days of treatment with KA) showed more activity in the 0.1-4 Hz,
4-8 Hz and 13-30 Hz bands, with an increase in the 8-13 and 30-90 Hz
bands that is associated with neuronal hyperexcitability [61,64,65]. In
contrast, the KA-MO group showed homogeneous activity in the
0.1-4Hz, 4-8Hz, and 8-13Hz bands and greater activity in the
13-30Hz band, similar to the KA-Clbx group, which displayed greater
activity in the 4-8 Hz and 13-30 Hz bands. In both groups, low fre-
quency oscillations were observed under baseline conditions, which
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correlates with previously reported effects of selective inhibitors of
COX-2 [Csicsvari et al., 2003; Temp et al., 2017].

On the other hand, during the determination of ADT, the KA group
showed a 56% decrease in subthreshold values compared to the SHAM
control group, which indicates a susceptibility to neuronal hyperexcit-
ability. Moreover, 70% of rats in the KA group exhibited seizure activity
of the clonic-tonic type (Phase V on the modified Racine scale) during
the determination of the ADT. However, the KA-MO and KA-Clbx
groups showed subthreshold values that were less than those of the
SHAM group, with a 74.7% change in the KA-MO group and a 49.59%
change in the KA-Clbx group. In the evaluation of motor behavior
during the determination of ADT, 100% of the animals of the groups in
the KA-MO and KA-Clbx groups presented only wet dog shaking, cor-
responding to a Phase I seizure on the modified Racine scale [Racine,
1972; Santana-Gomez et al., 2017]. This phenotype suggested the
presence of ictiogenesis in the hippocampus, a product of the damage
induced by recurrent SE during in immature stage of rats aged 10-14
days PN [Moshe and Albala, 1983; Mare§ and Kubovd, 2016; Druga
et al., 2005]. However, it also shows that early intervention in a neu-
roinflammatory response by means of treatments with Magnolia offici-
nalis exertesa neuroprotective effect on the hippocampus and adjacent
structures that in turn prevents the propagation of neuronal hyper-
excitability during the determination of ADT [Temp et al, 2017].
However, the intervention with MO and celecoxib did not decrease the
susceptibility to neuronal hyperexcitability.

Additionally, in the analysis of electroencephalographic activity
after the ADT determination, the KA group predominantly showed
prevalence of activity in the bands 0-4 Hz, .4-8 Hz and 8-13 Hz bands,
with a decrease in high frequency oscillations (30-90 Hz). This response
is associated with postictal activity [Valdes-Cruz et al., 2012; Santana-
Gomez et al., 2017]. The homogeneous activity of the bands 0.1-4,
4-8 Hz and of 8-13 Hz was maintained, similar to the baseline period,
but showed an increase in the activity of the 13-30Hz band and de-
crease the activity of the 30-90 Hz band, similar to the KA group. These
groups predominantly exhibited low frequency activity similar to the
baseline period during the spectral analysis [Stafstrom et al., 1993;
Schlichtiger et al., 2010; Borham et al., 2016]. This decrease in band
power from 30 to 90 Hz in the hippocampus is associated with increases
in the release of GABA and glutamate. Increased GABA release is in-
duced by neuronal hyperexcitability, which acts as a compensatory
mechanism to suppress the firing of glutamatergic neurons and to
maintain the balance between arousal and inhibition [Rosillo-de la
Torre et al., 2015].

The convulsive activity observed in the KA group was associated
with damage in the DG and CAl areas of the ventral hippocampus
(Fig. 7C), which are reported to be more susceptible to SE-mediated
damage due to their high contents of NMDA receptors that potentially
promote generalized convulsive activity [Nairismagi et al., 2006;
Wetherington et al., 2008]. This finding correlated with the results of
the immunohistochemistry analysis of NeuN in the dorsal and ventral
hippocampus. KA group showed neuronal loss in the CAl, CA3 and DG
regions of the dorsal hippocampus, and the presence of reactive gliosis
(hypertrophic glial cells and morphological feature of sclerotic tissue)
marked by GFAP [Penkowa et al., 2001; Zhang and Zhu, 2011]. Ad-
ditionally, the ventral hippocampus showed greater neuronal loss in the
CA1 and DG regions, which may be associated with the decrease in the
threshold and the subsequent induction of seizure activity. These al-
terations in the susceptibility to seizures in turn are linked to the
neuroinflammatory response produced as a homeostatic mechanism to
repair neuronal damage that promotes neuronal hyperexcitability and
epileptogenesis if is not modulated in the proper spatiotemporal
manner [Ravizza et al., 2005; 2006]. On the other hand, the KA-MO
and KA-Clbx groups showed greater neuronal preservation and less
gliosis in the CA1, CA3, and DG regions of the dorsal and ventral hip-
pocampus, than the KA group, indicating that the neuroprotective effect
of MO was attributed to its anti-inflammatory activity, similar to
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Fig. 7. A) CAl. A photomicrograph that showing NeunN-immunoreactive neurons in the ventral hippocampus, where observed neuronal preservation in the KA-MO
and KA-Clbx as compared with KA. B) CAl. A photomicrograph that showing the GFAP-immunoreactive astrocytes (contrast with, hematoxylin) in the ventral
hippocampus, where the presence of reactive gliosis (fibrillar mesh) is observed in the KA group in comparison with the KA-Clbx and KA-MO groups. (PL: pyramidal
layer; so; stratum oriens, sl; stratum lucidum, sr; stratum radiatum). Scale bar 30 pm in A and 20 pm in B.

C) CA1.A Graphic showing the average number of NeuN-immunoreactive neurons + SEM at ventral hippocampus, A significant decrease neurons was observed in
the KA and KA-Clbx group**p < 0.001 *p < 0.01 respectively as compared with sham group, KA-Clbx showed a preserved neuron as compared with AK group.
One-way ANOVA followed by one post-hoc Bonferronis, p < 0.05.

celecoxib, which reduces inflammatory mediators, decreases epileptic the rodent brain. The activation of kainate receptors in CA3 pyramidal
activity, and increases the seizure threshold in a early seizures model neurons in the rodent hippocampus promotes the flow of intracellular
[Chen et al.,2011; Morales-Sosa et al., 2018]. Gate, leading to excitotoxic damage with subsequent increases in re-

The neuronal damage induced by KA has been studied extensively in active oxygen species (ROS), protease, lipase, and nuclease production,
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Fig. 8. A) CA3.A Graphing showing the average + SEM, of the number of
NeuN-immunereactive neurons in the CA3 at ventral hippocampus level, where
a significant decrease was observed in the KA group*p < 0.01 as compared to
the SHAM group. One-way ANOVA followed by a Bonferroni's post-hoc,
p < 0.05.

B). A Graphic showing the average = SEM. Of the number of NeuN im-
munereactive neurons in the granular cell layer-DG at the ventral hippocampus
level where a significant decrease was observed in the KA group ****p < 0.01
and ** p < 0.001 for KA-MO group. The KA-Clbx and KA-MO groups showed a
significant preserved neurons ***p < 0.001 and *p < 0.01 respectively as
compared with KA group. One-way ANOVA followed by a Bonferroni's post-
hoc, p < 0.05.

as well as mitochondrial dysfunction and neuroinflammation, leading
to neuronal death [Rizzi et al., 2003]. Neuronal death is accompanied
by the activation of glia, mainly microglia and astrocytes, where the
microglia are the main effector of the inflammatory response in the CNS
(Central nervous system) [Kato and WalzM, 2000; Penkowa et al,
2001; Brennan et al., 2009]. Gliosis is a pathological hallmark of an
epileptic brain. It can contribute to the generation of recurrent spon-
taneous seizures in epilepsy [Brennan et al., 2009]. Astrocytes can
impair homeostatic control of network excitability and abnormal syn-
chronization of discharge in epilepsy. Multiple underlying mechanisms
are proposed, such as spatial damping of K", dysfunctional glutamate
homeostasis [Brennan et al., 2009], dysfunctional gap junctions [De
Lanerolle et al, 2010] and changes in calcium buffering and glio-
transmitter release [Liu et al., 2018]. Therefore, under epileptic con-
ditions astrocytes do not appear to be neuroprotective. In contrast, the
activation of astrocytes induced by seizures could release proin-
flammatory cytokines and free radicals, which accelerate the loss of
neurons [De Lanerolle et al., 2010; Brennan et al., 2009].

On the other hand, the genus Magnolia exerts anti-inflammatory
effects on various models that are attributed to its main components
magnolol and honokiol. The process these components target includes
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glutamate-mediated excitotoxicity, by modulating the release of cyto-
kines and proinflammatory proteins, such as COX-2, and decreasing the
production of nitric oxide (NO), inducible nitric oxide synthase (iNOS),
prostaglandins and leukotrienes, which in turn promote lipoperoxida-
tion and ROS generation [Oh et al., 2009a,b; Ku et al., 2011a,b; Lee
et al., 2005; 2011a,b,c]. In addition to exerting anti-inflammatory ef-
fects on COX-2 in models of cerebral ischemia in rats, anticonvulsant
effects have been reported in convulsive seizures models induced by
pentilentetrazol (PTZ) in adult rats. A 40% decrease in the latencies of
motor behavior is attributed to its possible sedative effect, similar to
diazepam, since honokiol binds to the alpha subunit of the GABAA
receptor. Honokiol may also participate in GABA synthesis by in-
creasing the activity of the enzyme glutamate decarboxylase (GAD67)
[Oh et al., 2009a,b; Ku et al, 2011a,b; Lee et al., 2011a,b,c] and
magnolol exerted its anticonvulsant effects by acting through the
GABAA/ benzodiazepine receptor complex in a PTZ model [Oh et al.,
2009a,b; Chen et al., 2011; Lee et al., 2012]. Thus, Magnolia officinalis
represents a potential alternative treatment that exerts neuroprotective
effects on epileptogenesis in the early stages of neurodevelopment. The
use of selective inhibitors of COX-2 such as Celecoxib showed more
improved neuroprotective effect than Magnolia officindis; however,
chronic use is contraindicated in pediatrics due to its adverse effects.
The mechanisms by which Magnolia officinalis exerts its anti-in-
flammatory effect are still not fully understood, which is why further
studies are suggested.
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