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Resumen

Estudios in vitro y en modelos animales sugieren que la funcién del Factor Neurotréfico Derivado del
Cerebro (BDNF, de sus siglas en inglés) se ve afectada en la epilepsia; sin embargo, existen muy
pocas investigaciones que evalllen como se expresa esta neurotrofina en tejido cerebral de
pacientes con este trastorno neuroldgico. En el presente trabajo se evalud la expresion de los
transcritos |, Il, IV y VI de BDNF, asi como la metilacion de los promotores 4 y 6 en hipocampo de
pacientes con Epilepsia del Lobulo Temporal (ELT) farmacoresistente. La presencia de Esclerosis
del hipocampo (EH) y el tratamiento farmacoldgico utilizado antes de la cirugia fueron considerados
como variables independientes. Los resultados mostraron un incremento significativo del transcrito
VI de BDNF (p<0.05) en hipocampo de pacientes con ELT al compararlo con los niveles de esta
neurotrofina en un grupo control de autopsias (N=8). Los andlisis con las variables clinicas mostraron
una correlacion positiva de este transcrito en pacientes con ELT que tenian comorbilidad con
ansiedad/depresion y tomaron sertralina (SRT) como farmaco antidepresivo (N=3), al compararlo
con pacientes que no presentaron esta comorbilidad y con el grupo control de autopsias (p<0.05).
Por otro lado, en casos que utilizaron Topiramato (TPM) como farmaco anti-epiléptico (N=3) se
detectd una disminucion en la expresion del transcrito VI de BDNF al compararlo con pacientes que
no utilizaron este farmaco (p<0.05). Los niveles de metilacion de los promotores 4 y 6 de BDNF
fueron similares tanto en casos con ELT como en el grupo control de autopsias y en relacion al uso
de SRT y TPM. Los resultados anteriores sugieren un incremento en la expresion de un transcrito
particular de BDNF en pacientes con ELT, efecto que parece depender del uso de cierto tipo de

farmacos.



Abstract

A putative role of the brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in epilepsy has emerged from in vitro
and animal models, but few studies have analyzed human samples. We assessed the BDNF
expression of transcripts with exons | (BDNFI), Il (BDNFII), IV (BDNFIV) and VI (BDNFVI) and
methylation levels of promoters 4 and 6 in the hippocampi of patients with pharmaco-resistant
temporal lobe epilepsy (TLE) (n = 24). Hippocampal sclerosis (HS) and pre-surgical pharmacological
treatment were considered as clinical independent variables. A statistical significant increase for the
BDNFVI (p < 0.05) was observed in TLE patients compared to the autopsy control group (n = 8).
BDNFVI was also increased in anxiety/depression TLE (N =4) when compared to autopsies or to the
remaining group of patients (p <0.05). In contrast, the use of the antiepileptic drug Topiramate (TPM)
(N = 3) was associated to a decrease in BDNFVI expression (p < 0.05) when compared to the
remaining group of patients. Methylation levels at the BDNF promoters 4 and 6 were similar between
TLE and autopsies and in relation to the use of either Sertraline (SRT) or TPM. These results suggest
an up-regulated expression of a specific BDNF transcript in patients with TLE, an effect that seems

to be dependent on the use of specific drugs.



Descripcion de la Tesis

El contenido de esta tesis de puede dividir en cinco partes:

La primera es el trabajo que realice para desarrollar mi trabajo de doctorado en el que se evaluo la
expresion de los transcritos I, I, IV'y VI de BDNF (Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro) y la
metilacion de los promotores 4 y 6 en hipocampo de pacientes con Epilepsia del Lébulo Temporal

(ELT).

La segunda parte constituida en el Anexo 1 que contiene el articulo requisito para obtener el grado

en el que se publicaron los principales resultados de la presente tesis.

El tercer apartado es el Anexo 2 en el que presento la publicacién de una revisién sobre los
mecanismos de regulacion de la expresion BDNF en el sistema nervioso central, uno de los temas

centrales de nuestro trabajo.

El cuarto apartado es el Anexo 3 en el que se afiadieron los andlisis de expresion de los 4 transcritos
de BDNF, asi como el de CREB (Elemento de Respuesta al AMPc) y GR (Receptor de
Glucocorticoides) en corteza de pacientes con ELT, este es el primer borrador de un siguiente

trabajo que saldra publicado como producto de esta trabajo.

Y el quinto apartado contenido en el Anexo 4 presenta iformacion extra sobre las estancias,
presentacion del trabajo en congresos nacionales e internacionales y los reconocimientos que

recibimos al desarrollar esta tesis.



Antecedentes:

La epilepsia es uno de los trastornos neurolégicos mas comunes (Engel et al., 1997, Goldenberg,
2010) que afecta de forma considerable la vida social de aquellos que la presentan ya que estos
sufren discriminacion, lo que culmina en su aislamiento y exclusion (Lee, 2002). En México, se ha

estimado una prevalencia de por vida de este trastorno del 1-2 % (Rubio-Donnadieu, 2011).

El diagndstico de epilepsia se presenta cuando una persona sin una causa determinada muestra al
menos dos Crisis Epilépticas (CE) espontaneas, las cuales se definen como descargas eléctricas
sincronizadas que ocurren de forma cronica y recurrente (Kanner y Campos, 2004, Scharfman,
2007). En el afio 2010 la Liga Internacional contra la Epilepsia, publicé su mas reciente clasificacion
de las CE, en la que su division mas amplia las cataloga en: 1) generalizadas, que se caracterizan
por afectar bilateralmente al sistema nervioso central (SNC) y 2) parciales, las cuales afectan
solamente un hemisferio cerebral (Berg et al., 2010). Se ha reportado que de todos los pacientes
que presentan CE, alrededor del 60% corresponden a casos de CE parciales, siendo la Epilepsia del
Lobulo temporal (ELT) el subtipo mas comun, representando al 70% de estos casos (Téllez-Zenteno
y Hernandez-Ronquillo, 2012), la ELT se caracteriza por la presencia crisis parciales simples o
complejas (dependiendo de la pérdida o no de la consciencia), de crisis secundariamente
generalizadas o de combinaciones de éstas (Commission on Classification and Terminology of the

International League Against Epilepsy, 1989).



Epilepsia del Lobulo temporal:

La epilepsia temporal, en si misma es un sindrome epiléptico, dentro del cual se incluyen crisis
originadas en las estructuras mesial/basal o la neocorteza temporal lateral. El I6bulo temporal, que
en ambos hemisferios cerebrales se situa por bajo el surco lateral o de Silvio y del I6bulo occipital
(Figura 1), desempefia funciones importantes en la percepcion y reconocimiento de estimulos
auditivos y olfativos, de equilibrio, de coordinacion, de memoria y de emociones. No es por ello
extrafio que en pacientes con ELT se presenten alucinaciones (visuales, olfativas y/o gustativas),
sensacion de emociones o recuerdos ya vividos y una emocion abrupta, intensa no relacionada con

lo que esta ocurriendo en el momento.

Surco Later:! o de Silvio

Lébulo Oocipital

Lobulo Temposal

Figural: Localizacion del Lébulo Temporal en el cerebro

Se estima que aproximadamente 70% de los pacientes con ELT_serén refractarios a tratamiento

farmacoldgico (Kanner y Campos, 2004, Alonso-Venegas, 2011); lo que indica que estos individuos
no dejaran de presentar las crisis a pesar de que hubiesen recibido al menos dos tratamientos
farmacoldgicos antiepilépticos (ya sea mono terapia o combinacion de drogas) en dosis éptimas que

fueron seleccionados apropiadamente para el tipo de crisis que presenta el paciente y utilizadas por



el tiempo estipulado (Kwan et al., 2010). Es importante destacar que en estos casos se incrementa
el costo econdmico, que en términos directos incluye los recursos consumidos en el sector salud,
servicio social o del mismo paciente y su familia para prevenir, diagnosticar, tratar y rehabilitar al
individuo con epilepsia, y de forma mas indirecta incluye el costo que genera que estos pacientes no
puedan trabajar, presenten una disminucion en su productividad y trabajo en casa (Begley y Beghi,

2002, Regesta y Tangenelli, 1999).

La falta de respuesta a tratamiento farmacologico generalmente lleva a los neurélogos a recomendar
como mejor opcidn terapéutica la reseccion del foco epileptogénico (Kelly and Chung, 2011). El
tejido fresco obtenido de esta situacion médico-quirtrgica resulta de trascendental importancia para
el investigador biomédico, ya que puede ser procesada para su posterior analisis con la finalidad de
identificar variables bioldgicas asociadas a la ELT y con ello intentar dilucidar los mecanismos

fisioldgicos afectados en estos pacientes.

Se estima que un 30% de los casos de ELT se asocian a lesiones como displasias corticales,
tumores, malformaciones vasculares o infestaciones como la neuro-cisticercosis (Kanner y Campos,
2004, O'Brien et al., 1997). Sin embargo, la lesion mas comun en los pacientes con ELT, presente
en el 70% de los casos, es la denominada Esclerosis del Hipocampo (EH), que también representa a
la anormalidad histopatologica mas observada en adultos con farmaco-resistencia -90% de los
casos- (Engel et al., 1997, Kanner y Campos, 2004, Jardim et al., 2012). Por otro lado, se han
reportado déficits cognitivos relacionados con procesos de memoria y aprendizaje en pacientes con
ELT (O Brien et al., 1997, Kanner y Campos, 2004), los cuales parecen agravarse en presencia de la
EH (Marques et al., 2007; Baxendale et al., 2010). Asimismo, la presencia de EH se asocia a una

mayor prevalencia de sintomas de ansiedad y depresion (Adda et al., 2008, de Oliveira et al., 2010).
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En términos histoldgicos la EH se caracteriza por una pérdida segmental de las neuronas
piramidales en el cuerno de ammon’s del sector CA1 (sector de Sommer’s) CA3 y CA4 (sector de
Bratz'z , region hilar o endofolium); sin embargo las neuronas piramidales de CA2 y las granulares
del giro dentado son mas resistentes a las crisis, la perdida neuronal esta invariablemente asociada
con astrogliosis reactiva, el cual produce rigidez de tejido a lo cual se ha establecido
tradicionalmente el término de Esclerosis del hasta de Ammon’s (Blimcke et al., 2012). Se ha
investigado ampliamente en modelos animales y en tejidos resecados de pacientes con ELT cual es
el mecanismo de la selectiva vulnerabilidad neuronal (Bliimcke et al., 2000) y como esta perdida
neuronal contribuye para producir actividad convulsiva, tales mecanismos fisiopatoldgicos incluyen,
entre otros el crecimiento aberrante de fibras musgosas (Sutula et al., 1989), patrones de
reorganizacion de células inhibidoras (De Felipe et al., 1993) y una migracion ectopica de las

neuronas del giro dentado (Engel et al., 1997, Bote et al., 2008, Tudesco et al., 2010).

La pérdida neuronal y el desbalance entre la actividad excitadora e inhibidora del tejido
nervioso observados en pacientes con ELT (Scharfman, 2007), son mecanismos en los que
podrian estar involucradas las denominadas neurotrofinas. Estas, son moléculas que regulan
la sobrevivencia neuronal y la transmision sinaptica, por lo que se pueden considerar como
blancos relevantes en la epileptogénesis, siendo el Factor Neurotréfico Derivado del Cerebro
(BDNF, de sus siglas en inglés) una de los moléculas candidatas mas interesantes (Danzer y
McNamara, 2004, Casillas-Espinosa et al., 2012, McNamara y Sharfman, 2012), como se

discutira en el siguiente apartado.



Implicacion del BDNF en la epilepsia:

El BDNF, descrito por vez primera en 1982 por Barde y colaboradores, es miembro de la familia de
proteinas de secrecion de tamafio pequefio, conocidas como neurotrofinas (NTs), las cuales estan
involucradas en el desarrollo del Sistema Nervioso (SN) de los vertebrados (Binder y Scharfman,
2004, Chao et al., 2006). Esta neurotrofina en particular también tiene una funcién importante en el
cerebro adulto ya que participa en la formacion del axén y en determinar el nimero y tamafio de las
espinas dendriticas, siendo por tanto un elemento molecular importante en la regulacion de la
transmision sinaptica y la plasticidad cerebral (Alsina et al., 2001, Lee y Son, 2009) que, como
mencionamos anteriormente, se ven afectadas en pacientes con ELT (O Brien et al., 1997, Marques

et al., 2007; Baxendale et al., 2010).

Varios estudios en modelos animales han evaluado la influencia de BDNF en el proceso
epileptogenico (Croll et al., 1999, Scharfman et al., 1999, Reibel et al., 2000, Xu et al., 2004,
Paradiso et al., 2009, 2011), en estos modelos se destacan tres etapas: la fase aguda en la que los
animales reciben insultos eléctricos o quimicos que generan la aparicion de CE; la fase de latencia,
libre de crisis y la fase crdnica que se caracteriza por la aparicion de Crisis Epilépticas Espontaneas
(CEE) (Loscher, 2002, Reddy y Kuruba, 2013, Kandratavicius et al., 2014). Cabe subrayar, para los
propdsitos de la posterior discusion, que es hasta la aparicion de las CEE cuando se simula el
estado de epiléptico de los pacientes con ELT, en tanto que los estadios previos son mas bien
importantes para entender el proceso epileptogénico o para estudiar los mecanismos de induccion y
detencion de la actividad epiléptica, asi como las alteraciones post-ictales (Loscher, 2002). Es de

destacarse ademas que la mayoria de los estudios que evaltdan la influencia de BDNF en
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modelos animales de epilepsia, lo han hecho justamente en el proceso epileptogénico, con
resultados contradictorios, y han reportado que en algunos casos estd molécula ejerce

efectos pro-epileptogénicos, mientras que otros estudios han reportado efectos opuestos.

Efectos pro-epileptogénicos del BDNF-:

Existen varios trabajos que apoyan la hipétesis de que el BDNF funciona como un agente pro-
epileptogénico; por ejemplo, en un raton transgenico disefiado para expresar altas cantidades de
BDNF, se observé un aumento en la severidad de las CE inducidas con &cido kainico (Croll et al.,
1999). En un modelo de crisis convulsivas inducido por kindling, se observé una mayor sensibilidad a
la estimulacion eléctrica, mayor excitabilidad de las neuronas post-sinapticas y una mayor duracion
de las crisis, en ratas a las que se les inyecto BDNF via intra-hipocampal los dias 1, 5y 9 justo antes
de inducir kindling (Xu et al., 2004). De igual forma, la excitabilidad de células granulares del
hipocampo de ratas que fueron previamente tratadas con pilocarpina para inducir el Status
Epilepticus (SE), se incrementd al ser expuestas in vitro a una solucion de 200ng/ml de BDNF;
asimismo, este tratamiento también se asoci6 al crecimiento aberrante de la fibras musgosas
(Scharfman et al., 1999). El conjunto de estas evidencias sugieren que la severidad y el riesgo a
desarrollar CE pudiesen estar relacionados con mecanismos regulados por BDNF, como la

sobrevivencia, la maduracion y la migracion celular.

Por otro lado, existen evidencias experimentales que indican que durante el proceso epileptogénico
se genera un incremento en los niveles de BDNF; por ejemplo, los niveles de Acido Ribonucleico
Mensajero (ARNm) derivado del gen BDNF se incrementaron en hipocampo 3 horas después de la

administracion via intraperitoneal de acido kainico (Lee et al., 1997) o de litio/pilocarpina (Mudo et



al., 1996). De forma similar, se observo tanto un incremento de la proteina BDNF, como una
crecimiento aberrante de las fibras musgosas de células granulares en cultivo organotipico de
hipocampo de rata a las que se les indujo hiper-excitabilidad con picrotoxina; mas aun, los autores
de este estudio reportaron que esta ltima alteracion no ocurrié cuando se bloqueo a la neurotrofina
con un anticuerpo anti-BDNF (Koyama et al., 2004). Estos resultados sugieren que el incremento de
BDNF puede promover la aparicion de algunos fenotipos histopatoldgicos asociados al desarrollo de

la epilepsia.

Un dato importante a sefialar es que el aumento en la excitabilidad neuronal asociada al
incremento de BDNF en modelos animales, también se ha descrito en tejidos obtenidos de
pacientes con ELT refractarios al tratamiento farmacoldgico. Por ejemplo, se reportd que en
muestras de hipocampo humano, la administracion in vitro de BDNF increment6 la amplitud y
frecuencia de las corrientes post-sinapticas excitadoras (Zhu et al., 2001). Por otro lado, se ha
reportado una co-localizacién de BDNF con los Receptores al N-Metil-d-aspartato 1A (NMDAR1A) y
2AB (NMDAR2A/B) en el componente neural de tejido de tumores glioneurales de pacientes con
epilepsia (Aronica et al, 2001), por lo que es posible indicar que en el tejido nervioso humano, la
presencia de BDNF pudiera favorecer el incremento en la excitabilidad neuronal, e incrementar el

riesgo de presentar CE a través de este mecanismo.

Efectos anti-epileptogénicos del BDNF:

No obstante lo expuesto en el apartado anterior, es importante destacar que existen algunos
estudios que por el contrario sustentan un efecto anti-epileptogénico para BDNF. Por ejemplo,

se ha descrito que tras la aplicacion de BDNF in vitro se observa un aumento en las corrientes
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reguladas por receptores de GABA en membranas aisladas de corteza cerebral de pacientes con

ELT y posteriormente trasplantadas en ovocitos de Xenopus (Palma et al., 2005).

Asimismo, la administracion continua de BDNF durante la induccion del kindling, inhibio el desarrollo
de las CE agudas, (Xu et al., 2004). En un modelo similar, se observd que la perfusion intra-
hipocampal de BDNF por 7 dias bloqued el desarrollo de las CE, no sélo los dias durante los que se
perfundié esta neurotrofina, sino también por los siguientes 15 dias (Larmet et al., 1995). De igual
forma, este mismo grupo de trabajo reportd que la administracion intra-hipocampal de un

oligonucledtido anti-sentido que reduijo la expresion de BDNF, agravd las CE (Reibel et al., 2000).

Finalmente, Paradiso y colaboradores en 2009 reportaron en ratas que la administracion intra-
hipocampal de un vector viral que incluia tanto al BDNF, como al factor de crecimiento de
fibroblastos 2 (FGF2), corrigio las alteraciones en la neurogénesis y la migracion inadecuada de las
neuronas a la capa granular del giro dentado ocasionada por la administracion de litio-pilocarpina.
Mas adn, tanto el nimero de crisis por dia como la severidad de estas disminuyd durante el periodo
cronico (Paradiso et al., 2009). Posteriormente estos mismos autores mostraron, en un modelo
cronico de SE, que el crecimiento aberrante de las fibras musgosas se puede revertir con la
administracion de BDNF, efecto que también se asocio a la sobrevivencia de las células piramidales
de CAly CA3 (Paradiso et al., 2011). El conjunto de todos estos datos han llevado a estos autores a
proponer que el BDNF no solamente reduce el riesgo a desarrollar CEE, sino que también evita la
aparicion de los cambios histoldgicos asociados a la ELT, por lo que se ha planteado que esta
neurotrofina pudiese funcionar como un potencial blanco terapéutico para el tratamiento de la

epilepsia (Simonato y Zucchini, 2010).
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Como se puede deducir de los dos apartados anteriores, existe una gran cantidad de
informacién que sugiere que el BDNF tiene un papel relevante en la epilepsia, aunque no esta
claro si su accion se relaciona con un efecto anti o pro-epileptogénico. Asimismo, es
consistente el incremento de BDNF en modelos animales de epilepsia, pero existen pocos
estudios que evalien como se encuentran los niveles de estd neurotrofina en el tejido

epiléptico de pacientes con ELT.

Cambios en la expresion de BDNF en pacientes con ELT:

Takahashi y colaboradores reportaron en 1999 un incremento en los niveles proteicos de BDNF
(pero no de otras neurotrofinas como el Factor de Crecimiento Neural o la NT-3) en la corteza
cerebral de pacientes con ELT respecto a muestras de autopsias de sujetos sin antecedentes de
trastornos neuroldgicos; un resultado similar fue reportado recientemente en el hipocampo (Hou et
al., 2010), lo cual coincide con el aumento de ARNm de BDNF descrito por Murray y colaboradores
(2000) en este mismo tejido. Los resultados anteriores sustentan que la ELT se asocia a un
incremento en la expresion de BDNF. M&s aun, y como se describe en la Tabla 1, también se
ha reportado que otras variables clinicas presentes en pacientes con ELT como la EH, la
frecuencia de las crisis, los afios con epilepsia, la comorbilidad con depresion o incluso el
tratamiento farmacolégico utilizado por los pacientes antes de la cirugia pueden asociarse a

cambios en la expresion de BDNF.

Todo lo anterior lleva a proponer que un aumento en los niveles del ARNm y posiblemente de
la proteina BDNF se asocia a la presencia de ELT y que este efecto puede verse modificado
por otras caracteristicas clinicas cominmente presentes en estos pacientes. Sin embargo, es

importante destacar que la expresion genica del BDNF no se limita a un solo transcrito
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(Pruunsild et al., 2007) y como se discutird en la siguiente seccion, la expresion de los
distintos ARNm de BDNF pudiera llegar a tener un efecto relevante en términos del proceso
epileptogénico, lo que probablemente ayude a entender los efectos contrastantes de esta

molécula (Tongiorgi et al., 2006).

Tabla 1; Variables clinicas asociadas a cambios en los niveles de proteina 0 ARNm en pacientes con ELT

Tejido Variables Efecto Autor, afio
Hipocampo de Presencia vs. ausencia de EH Incremento Mathern et al., 1997
pacientes con ELT ARNm BDNF
Hipocampo de Tratamiento in vitro con &cido valpréico Incremento Hou et al., 2010
pacientes con ELT proteina BDNF
Corteza de Comorbilidad con depresion Disminucién Kandratavicius et al.,
pacientes con ELT proteina BDNF 2013
Corteza de Tratamiento con fluoxetina en pacientes Incremento Kandratavicius et al.,
pacientes con ELT con comorhilidad con depresion proteina BDNF 2013
Suero de Frecuencia de las crisis y afios con Disminucion en Hong et al., 2014
pacientes con ELT epilepsia proteina BDNF

Expresion diferencial de transcritos de BDNF y su relacion con la
epilepsia:

La estructura del gen que codifica para el BDNF (Chr 11p13) en el humano es sumamente compleja
(ver Boulle et al., 2011) (Figura 2). El ultimo consenso indica que consta de 11 exones, 9 de los
cuales presentan una region promotora especifica, que en conjunto regulan la transcripcion de por lo
menos 17 ARNm distintos, y todos ellos codifican para una sola proteina madura (Pruunsild et al.,
2007), por lo que la disponibilidad final de esta molécula pudiese estar regulada por diferentes
mecanismos de control de la traduccion y/o estabilidad de los diversos ARNm (Cunha et al., 2010,

Ottem et al., 2010).

En este sentido, se ha reportado que en la corteza visual y células hipotaldmicas de roedores los

transcritos sintetizados a partir de los exones | y IV se expresan predominantemente en el soma
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neuronal, mientras que los transcritos sintetizados a partir de los exones Il y VI tienen una
localizacién somato-dendritica -Figura 3- (Pattabiraman et al., 2005, Aliaga et al., 2009) y se ha
propuesto que la expresion diferencial de estos ARNm dentro de la neurona (Baj et al., 2011)

puede explicar los efectos contrastantes de BDNF en la ELT.

AsSD
ATG
2(PA)
TAG
ASA

(=2

=4 8KB

B) >

Vi IX

Pruunsild et al., 2007, Boulle et al., 2011

Figura 2: Estructura del gen BDNF y los transcritos mejor caracterizados hasta el momento.

A) Estructura del gen humano de BDNF: Las cajas blancas indican los exones, los nimeros en la parte superior los
pares de bases que los conforman. Los espacios en gris indican los intrones y los nimeros en la parte inferior los pares
de bases que los constituyen. Las flechas indican sitios de inicio de la transcripcion, las marcas ASD son sitios en los
que puede ocurrir splicing alternativos, mientras que las marcas ATG son los sitios de inicio de la traduccion y las marcas
(PA) corresponden a sitios alternativos de poli-adenilacion de los transcritos. Es importante destacar que en la region 5'
de los exones I, Il, lll, IV, V, Vh, VI, VIl y IX presenta promotores independientes que regulan la expresion de cada
transcrito y que los exones |, Il'y VI presentan islas CpG que en este esquema estan marcadas con 6valos. Finalmente,
la regidn c del exdn IX marcada con gris oscuro corresponde a la region codificante de proBDNF. B) Los trascritos mejor
caracterizados hasta el momento son los que contienen los exones |, Il, IV y VI, todos ellos se sintetizan por mecanismos
de splicing alternativo junto con el exon IX (Martinez-Levy y Cruz-Fuentes, 2014).

Cuando esta neurotrofina se encuentra cerca del cuerpo neuronal se ha asociado a funciones como
la sobrevivencia celular (Tongiorgi et al., 2006, Chiaruttini et al., 2008), la maduracion estructural del
axon (Lowenstein y Arsenault, 1996, Danzer et al., 2002, Mai et al., 2009), la regulacion de la
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excitabilidad de las neuronas post-sinapticas (Altar y DiStefano, 1998, Dieni et al., 2012) y la
arborizacion dendritica cerca del cuerpo neuronal, promoviendo contactos con las inter-neuronas
inhibitorias GABAérgicas localizadas en esta zona (Baj et al., 2011). Por otro lado, cuando BDNF se
localiza en las regiones distales de las dendritas, se ha asociado a la activacion de procesos de
muerte neuronal por una mayor sintesis de proBDNF que de BDNF maduro (Tongiorgi et al., 2004,
Chiarruttini et al., 2008) y/o con el desarrollo y proliferacion de los contactos sinapticos activos en las
regiones distales de las dendritas donde hay un mayor contacto con neuronas excitadoras (Tongiorgi
et al., 2006, Chiaruttini et al., 2008), también se ha reportado que podrian ser importantes en la
recuperacion de la comunicacion entre el Giro Dentado y la region CA3 del hipocampo (Baj et al.,

2012). Para una revision mas detallada del tema, ver Martinez-Levy y Cruz-Fuentes, 2014.

LOCALIZACION

Transcrito
con exon
Vi

Transcritos
COT exones
I, v

Transcritos
con exones
LIL IV, v

Transcritos
con exones
I, IV, VI

Figura 3: Localizacion preferencial de los 4 transcritos de BDNF mejor caracterizados hasta el momento en
compartimentos neuronales particulares.(Modificado de Baj et al., 2011).

Toda esta informacion, nos llevé a preguntarnos como se expresan estos transcritos en tejido
epiléptico de pacientes con ELT. Cabe sefialar que durante el periodo de preparacion de esta tesis

se publicd un estudio relevante por Wang y cols. (2011) quienes reportaron un incremento en la
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expresion de los transcritos que contienen los exones Il, IV y VI (pero no de los transcritos que
contienen a los exones I, V' y IX) en muestras de hipocampo de pacientes con EH en comparacion
con pacientes en los que la ELT se asoci6 a otro tipo de lesiones. Sin embargo, a la fecha nadie ha
evaluado la expresion de los 4 transcritos mejor caracterizados de BDNF (1, Il, IV 'y VI) en
tejido nervioso de pacientes con ELT en relacion a un grupo control. Finalmente, la expresion
de estos distintos ARNm puede estar regulada por mecanismos epigenéticos como la

metilacion del Acido Desoxirribonucleico (ADN), como se discutira en la siguiente seccion.

Metilacion del gen BDNF y sus implicaciones en la epilepsia:

La metilacion del ADN consiste en la adicion de un grupo metilo a citosinas seguida de una guanina
(CpG), en términos funcionales la unién de los grupos metilo puede inhibir la interaccion del ADN
con los factores de transcripcion en estas secuencias, y por lo tanto afectar la expresion de los

genes (Boulle et al., 2011). Es de desatacarse que estos cambios son dindmicos y reversibles.

Pocos estudios han evaluado la relacion entre la metilacion del ADN con la expresion del gen BDNF.
Por ejemplo, se reportd que el tratamiento in vitro con 5-aza-citidina (5AzadC, un inhibidor de las
DNMTs) indujo la expresion, hasta ese momento nula, de diversos transcritos de BDNF, cambio que
fue dependiente del tipo celular al que se le aplicd el tratamiento ya que en células de neuroblastoma
de raton (linea celular Neuro2A) incrementd la expresion de los transcritos |, I, IV y V mientras que
en células de glioma de rata (linea celular C6) increment6 la expresion de los transcritos I, Il IV, V,
VI, VIl y IX (Aid et al., 2007). Asimismo, en neuronas corticales de raton, se ha encontrado que la
despolarizacion de la membrana producida por cloruro de potasio (KCI) disminuy6 los niveles de

ARNm de las ADN metiltransferasas (DNMT)1 y 3A, enzimas encargadas de la metilacion del ADN,
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lo que se asoci6 con un incremento en los niveles de ARNm los transcritos con los exones |y IV de
BDNF (Sharma et al., 2008), indicando que la expresion de diversos transcritos de esta

neurotrofina puede estar regulada por mecanismos epigenéticos como la metilacién del ADN.

Por otro lado, se ha reportado que el tratamiento con Zeburalina (otro inhibidor de las DNMTSs) se
asocio con una diminucion en la metilacion de promotor | de BDNF y un aumento en la expresion de
este gen, teniendo como consecuencia el bloqueo del mecanismo fisiologico de potenciacion a largo
plazo, que se ve afectado en pacientes con epilepsia (Levenson et al., 2006). Ademas, se ha
reportado que la despolarizacion neuronal producida por KCI (Martinowich et al, 2003), asi como el
proceso de consolidacion de la memoria asociada al miedo (Lubin et al., 2008), incrementé en la
expresion del transcrito con el exén IV de BDNF asociado a una disminucion en la metilacion del
promotor IV. Los datos anteriores indican que cambios en promotores especificos de BDNF se
asocian a cambios en la expresién de transcritos particulares de esta neurotrofina, ademas
muestran que estas modificaciones estan asociadas a mecanismos fisioldgicos necesarios
para la memoria y el aprendizaje, que se ven afectados en pacientes con ELT, por lo que

podrian estar relacionados con el establecimiento de la enfermedad (Foti y Roskams, 2011).

Finalmente algunos estudios en modelos animales han reportado que cambios en la metilacion del
gen BDNF se han asociado a la presencia de CE. Por ejemplo, en un estudio in vitro, la
administracion de picrotoxina (un inhibidor de los canales GABAa) incrementé la hiper-excitabilidad
del hipocampo del raton, lo que ademéas se asocio a una des-metilacion del promotor | de BDNF
(Nelson et al., 2008). Asimismo, en un modelo animal de epilepsia producido con kainato, se reporté
un incremento en la expresion del transcrito con el exon IX de BDNF asociado a una diminucion en

la metilacion del promotor IX de este gen (Parrish et al., 2013). Indicando que las crisis
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epilépticas pueden generar cambios en la expresion de BDNF a través de mecanismos de
regulacion epigenética, entre los que encontramos a la metilacién del ADN, evento molecular

gue hasta el momento no ha sido evaluado en tejido humano.

18



Justificacion:

En el humano se ha reportado un incremento tanto de los niveles proteicos, como del ARNm de
BDNF en hipocampo y corteza de pacientes con ELT. A partir de este gen se sintetizan multiples
transcritos, que tienen una localizacion y funcién distinta dentro de las neuronas, de forma tal que su
expresion diferencial podria ayudar a explicar los efectos disimbolos de BDNF en el proceso
epileptogénico. Los transcritos de BDNF mejor caracterizados hasta el momento son los que
contienen a los exones |, II, IV y VI, pero nadie ha evaluado como se expresan en el hipocampo de
pacientes con ELT. Por otra parte, si bien se ha reportado previamente en modelos animales y
estudios in vitro que el incremento en la expresion de transcritos especificos de BDNF se regula por
la des-metilacion de este gen; este efecto no ha sido evaluado hasta el momento en tejido epiléptico

humano.

Es importante sefialar que en este trabajo analizamos diversas variables clinicas como la presencia

del EH, los afios con epilepsia, la frecuencia de las crisis y el uso de diversos farmacos ya que como

se menciond anteriormente también pueden afectar la expresion de BDNF.
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Hipotesis

Se observara un incremento en la expresion de los 4 trascritos de BDNF analizados en las muestras
de hipocampo de pacientes con ELT al compararlos con los resultados de los hipocampos obtenidos

de autopsias.

Estos incrementos se asociaran a la disminucion en la metilacion de los promotores respectivos en

el gen BDNF.
Los cambios en la expresion/metilacion de BDNF también se veran modificados en relacion a otras

variables clinicas de interés como la EH, los afios con epilepsia, el nimero de crisis al mes previo a

la cirugia o el uso de farmacos especificos antes de la cirugia.
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Objetivos

Analizar en muestras de hipocampo humano el patron de expresion de 4 transcritos de gen BDNF (I,

I, IV'y VI) y relacionar los datos obtenidos con el patrén de metilacion de sus promotores.

Objetivos particulares:
1. Comparar los niveles de expresion de los cuatro transcritos entre las muestras de
pacientes con ELT vs. las obtenidas de autopsias.
2. Comparar patron de metilacion de los distintos promotores analizados entre las muestras de
pacientes con ELT vs. las obtenidas de las autopsias.
3. Analizar la relacion entre la expresion de los diferentes transcritos con el patron de

metilacion de sus promotores especificos.

Objetivo secundario:

Evaluar si diversas variables clinicas de interés como la presencia de EH, los afios con crisis
epilépticas y el numero de crisis o el tratamiento farmacoldgico previo a la cirugia se relacionan con
los cambios observados en los niveles de expresion de los diferentes transcritos y/o el patron de

metilacion de sus promotores.

21



Método

Diseno: Observacional, comparativo, transversal.

Evaluacion y seleccion de los pacientes:

Los sujetos que ingresaron a este protocolo son pacientes del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (INNNMVS). Se identifico a los pacientes con diagndstico de

ELT y refractarios a tratamiento farmacoldgico empleando los siguientes criterios:

Criterios de Inclusion
1. Pacientes con diagnéstico de ELT
2. Candidatos a cirugia de epilepsia (lobectomia temporal) por motivo de farmaco-
resistencia o por el tipo de lesion presente.
3. Tanto del sexo masculino como femenino.
4, Que supieran leer y escribir, con capacidad para cooperacion adecuada, y coeficiente
intelectual de 90 a 109.

5. Con valoracion preoperatoria completa.

Criterios de Exclusion

1. Padecimiento de enfermedades sistémicas graves que contraindiquen una neurocirugia
mayor.

2. Pacientes con diagnostico de enfermedad neurodegenerativa.

3. Falta de cooperacion con el tratamiento.
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4, Presencia de implantes, prétesis metalicas y claustrofobia.

5. Pacientes que no hayan sido valorados adecuadamente.

La Escala Hospitalaria de Ansiedad y Depresion (HADS, de sus siglas en inglés) en su version
validada en espafiol (Herrero et al., 2003, Gomez-Arias et al., 2012) fue utilizada para detectar la
presencia de ansiedad y depresion en los pacientes; este diagnostico fue confirmado con la
entrevista clinica estructurada para los trastornos del eje | del Manual Diagnéstico Estadistico 1V
(DSM-IV) (SCID-I, de sus siglas en inglés), que detecta la presencia a lo largo de la vida y en el
presente de los trastornos psiquiatricos, excluyendo a los trastornos de la personalidad y al retraso
mental que se diganositcan con el eje Il del DSM-IV (First et al., 2002), esta entrevista fue aplicada

por un psiquiatra ciego al diagnéstico de epilepsia.

Los datos de edad al momento de la cirugia, género, edad de inicio de las crisis, afios con crisis
epilépticas, factores precipitantes de la epilepsia, presencia de otros diagnosticos o enfermedades,
tratamiento farmacoldgico y recuperacion del paciente segun la escala de Engel fueron obtenidos de
la historia clinica de los pacientes, resguardada en el INNNMVS. De la misma manera, se obtuvo la
informacion sobre la presencia de EH, estos datos fueron confirmados con las iméagenes de
Resonancia Magnética (RM), analizado por un experto en lectura de este tipo de estudios, los
criterios usados para definirla estan basados en una sefial hiper-intensa y en la disminucion en el
tamafio del hipocampo que fueron observadas en la secuencia T2 de los estudios de RM

(Resonador General Electric de 3 Teslas).

Las cirugias se llevaron a cabo entre Febrero de 2012 y Junio del 2013. En los pacientes con EH la

cirugia se desarrollé utilizando el acercamiento trans-temporal T2 o T3 guiado por sefiales de
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electrocorticografia (ECoG) obtenidos de la superficie cerebral (4 x 8 electrode-gird, Ad-Tech,
Racine, WI), el procedimiento consistio en una amigdalo-hipocampectomia lateral que incluyd la
microcirugia de la cabeza del cuerpo anterior del hipocampo, la amigdala, porciones del uncus y del
giro para-hipocampal, seguida por la reseccion de un fragmento de corteza temporal segun las
necesidades quirdrgicas de cada caso (San Juan et al., 2011). A los pacientes sin EH se les aplico
un procedimiento quirtrgico similar guiado por el ECoG; sin embargo, en estos casos la amigdalo-
hipocampectomia se llevo a cabo extrayendo por completo la region donde se localizaba el tumor o
la lesion. Es importante ademas destacar que para el presente estudio se utilizaron muestras del

margen de la lesion, para evitar incluir zonas que contuvieran células alteradas por la lesion.

Obtencion de la muestra de autopsias:

Las muestras de los sujetos control que ingresaron a este protocolo fueron obtenidas en el Servicio

Médico Forense (SEMEFO).

Criterios de Inclusion
1. Individuos que fallecieron y fueron trasladados a la SEMEFO

2. Tanto del sexo masculino como femenino.

Criterios de Exclusion

1. Individuos que fallecieron por una afeccion neurologica

2. Tiempo post-mortem mayor a 18 horas al momento de la obtencion de la muestra.
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Obtencion de muestra genética

Durante la cirugia

En cada caso se obtuvo un segmento de alrededor de 1 cm2 de hipocampo, el cual se sumergio en
una solucién Ringer con pH=7.2 y dietilpirocarbonato, esto Gltimo con el objetivo de evitar la
degradacion del ARN. El tejido se transportd en hielo al Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la
Fuente (INPRF) en donde las muestras fueron procesadas inmediatamente para extraer el ARN 'y

el ADN.

Durante la autopsia

Las muestras fueron congeladas a -70°C, inmediatamente después de la autopsia y almacenadas

para la posterior extraccion de los acidos nucléicos en el INPRF.

Procedimiento experimental:

Extraccion de acidos nucleicos:

Para ello se homogenizaron 100 mg de tejido en 1ml de la Solucion D que contiene tiocianato de
guanidina + B mercaptoetanol, para favorecer la disgregacion de los tejidos. Posteriormente el
homogenizado se dividié en dos tubos Eppendorff: uno sirvié para la extraccion de ADN con la
técnica de fenol:cloroformo reportada en el Sambrook y Russell (2001), a la cual se le afiadieron 2
lavados con etanol al 70% para tener el extracto limpio de sales; en tanto que el segundo tubo de 1.5

ml se utilizo para la extraccion de ARN con la técnica reportada por Chomczynski y Sacchi (1987).
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Analisis de expresion de ARNm:

Debido a que los procedimientos para la obtencion y almacenamiento de las muestras clinicas y de
las muestras control no fueron necesariamente idénticas, decidimos realizar una serie de estudios
para demostrar que los niveles de expresion de BDNF no fueron afectados de manera importante
por esta variables. Por tal motivo evaluamos las variables de tiempo post-mortem y el efecto de la
solucion Ringer/DEPC con respecto a la congelacion inmediata de las muestras. Para ello fueron
sacrificadas 16 ratas Wistar adultas, cuyas cabezas fueron dejadas a temperatura ambiente por 0
(N=4), 4 (N=2), 8 (N=2), 16 (N=2) o 24 (N=2) horas. Después de estos intervalos de tiempo, las
cortezas cerebrales fueron disecadas. Dos de las muestras con intervalo post-mortem de 0 horas
fueron almacenadas por 2 horas en la solucion Ringer/DEPC vy el resto de las muestras fueron
congeladas inmediatamente a -70°C por 24 horas. Posteriormente se hizo la extraccion de ARN y se

evallo la expresion de BDNFIV con respecto al gen enddgeno GAPDH.

Se observd una disminucion en la cantidad de ARN (F=5.11 p= 0.05), pero no en la integridad
(F=1.34 p = 0.05) ni en los niveles de expresion de BDNFIV (F=2.01 p = 0.05), con respecto al
tiempo post-mortem (Figura 4) no se observo ningln efecto de la expresion de BDNF al comparar
las muestras de 0 horas post-mortem almacenadas en la solucion Ringer/DEPC al compararlas con
las de 16 horas post-mortem congeladas (U=5.0 p = 0.05). Estos resultados indican que los
mecanismos de coleccion de muestra y el tiempo post-mortem no afectan nuestros resultados y por

lo tanto podemos comparar estos grupos.
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Figura 4: Efecto del tiempo postmortem sobre la cantidad de ARN obtenido y la expresion de BDNF

Fue necesario otro estudio piloto para definir que gen enddégeno era el mas adecuado para
establecer el nivel de referencia de la expresion de nuestros transcritos experimentales. Se analizé
tanto al gen TBP (proteina de unién a cajas TATA), como al que codifica para la enzima GAPDH
(Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa). Cabe mencionar que si bien este ultimo gen habia sido
utilizado como referente en los 3 estudios anteriores que habian analizado la expresion de BDNF en
pacientes con ELT (Mathern et al., 1997, Murray et al., 2000, Wang et al., 2011), otro reporte mostro
en cambio que a diferencia del gen TBP, el GAPDH si increment6 sus niveles de expresion en
relacion a la variable patologica (i.e ELT) (Wierschke et al., 2010). En este mismo sentido, se reporto
que la administracion de BDNF in vitro a cultivo primario de hipocampo de rata aumenté
significativamente la expresion de GAPDH, mientras que en contraste los niveles de expresion de
TBP se mantuvieron relativamente estables (Santos y Duarte, 2008). Finalmente, nuestros
resultados mostraron que el valor del Ct (equivale al numero de ciclos necesarios para que cada
curva alcance un umbral en la sefial de fluorescencia) del gen GAPDH se incrementd en las
muestras de casos (i.e. cortezas de pacientes con ELT) con respecto a los controles (i.e. autopsias)

(t=2.4 gl= 27 p < 0.05*), lo cual no fue observado para el caso del gen TBP (U=93 n1=4 n2=24 p =
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0.05) (Figura 5). Estos datos en conjunto claramente muestran las virtudes de emplear al TBP como

gen enddgeno.

En consecuencia, se analizo la expresion de los transcritos por PCR en tiempo real con se las
siguientes sondas Tagman: BDNF I-IX: hs00538277-m1, BDNF II-IX: hs00538278-m1, BDNF IV-IX:
hs00380947-m1, BDNF VI-IX: hs00156058-m1 (Wong et al., 2009, Wong et al., 2010) y se utiliz el

TBP como el gen de referencia.
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Figura 5: Cambio en la expresidn de los genes endégenos GAPDH y TBP en corteza temporal pacientes con ELT
y autopsias.

La prueba estadistica utilizada fue una t de Student para muestras independientes. Los resultados muestran la Media +

la Desviacion Estandar. (*) Muestran los efectos significativos con una p<0.05.

Analisis epigenéticos:
Metilacion por clonacion y secuenciacion:

El ADN se transformé segun lo reportado por Clark y colaboradores (2006). Las secuencias de

nuestro interés se amplificaron con primers disefiados con el programa Methprimer (Tabla 2).
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Se extrajo el amplicon del fragmento del gel de agarosa y se limpid con el kit Qiaex II.
Posteriormente el DNA fue ligado a un vector con el kit PGEMTeasy de Promega y se hizo la
transformacion en células TOP10 termo-competentes. A continuacion se extrajo el ADN con el kit

High pure plasmid isolation Kit de Roche y las muestras fueron secuenciadas para su analisis.

Tabla 2: Primers utilizados para los experimentos de metilacion

Primers para clonacion y secuenciacion

BDNFII F. 5-TAGGATGGTTTTGGTAAAGTTAT-3; R: 5'-ACTTACCAAAAATCTATTCCAAC-3'

BDNFVI F: 5-GAGGAGGTGAGGATAGGTTT-3'; R: 5'-ATAAATATCTCATTAAAACCCCC-3'

Primers para piro-secuenciacion

BDNF IV: F: 5-[Btn]TTTGTTGGGGTTGGAAGTGAAAAT-3'; R:5-CCCATCAACRAAAAACTCCATTTAATCTC-3’;
S: 5-CAAAAAAATTTCATACTAA-3

BDNFVI F.5' -GAGGAGGTGAGGATAGGTTT-3’; R:5-[Btn] CTCATTAAAACCCCCCRAACAAAAAATAA-3 ;
S:5-AGTTTAATYAGAAGAGTTAAATAATG-3'

Cuantificacion de metilacion por piro-secuenciacion:

Se transformd un microgramo de ADN con el kit EpiTect 96 Bisulfite Kit segin el protocolo
establecido, se analizaron las 24 muestras de casos con ELT y las 4 muestras de autopsias.
También transformamos estandares de ADN con porcentajes de metilacion pre-estableidos (0%,
10%, 25%, 50%, 75% y 100%), lo que nos permitio corroborar que medimos adecuadamente esta

variable.

Los primers utilizados para el promotor IV fueron aquellos previamente reportados por Keller y
colaboradores (2010), mientras que para el promotor VI estos fueron los disefiados ex profeso con el
software PyroMark Assay Design 2.0 de Qiagen (Tabla 2). Diez microlitros de cada producto de PCR
(previamente “limpiados” de los nucleétidos no incorporados con el kit exo-SAP-IT de Qiagen),

fueron analizados en el piro-secuenciador PSQ96 de Affimetrix.
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Variables clinicas y analisis Estadistico

Ademés del analisis primario de los datos de la expresion y metilacion de distintos transcritos y
promotores de BDNF, en este trabajo también analizamos informacion relevante de la historia clinica de
cada paciente como frecuencia de crisis epilépticas, duracion de la epilepsia, inicio del padecimiento,
duracion del tratamiento farmacologico, tipo de farmacos utilizados antes de la cirugia, antecedentes

familiares y prenatales, presencia o ausencia de EH, etc.

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el software SPSS version 20.0. Se utilizé un analisis
de regresion para calcular si el porcentaje de metilacion esperado era similar al observado y con ello

se validaron los experimentos de piro-secuenciacion.

En relacion a las variables clinicas se hicieron pruebas de t para muestras independientes cuando se
compararon casos con ELT vs. autopsias. Al realizar las comparaciones entre mas de dos grupos se
hizo ANOVA, utilizando la prueba post-hoc T3 de Dunnet. Cuando se compararon datos cuantitativos

se hizo un andlisis de regresion lineal.
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Resultados

Caracteristicas de la muestra:

Se colectaron muestras de hipocampo de 8 autopsias en la SEMEFO y de 24 pacientes con
diagndstico de ELT en el INNNMVS. La Tabla 3 muestra datos relevantes con respecto a cada una

de las autopsias, la edad promedio al momento del deceso de estos individuos fue de 36.8 + 16.9

afos.
Tabla 3: Caracteristicas relevantes de las autopsias evaluadas en el presente estudio
Muestra Genero Lateralidad de la Edad Causa de muerte Tiempo post-
reseccion (afios) mortem

CH1 Masculino Derecha 33 Proyectil de arma de fuego 8-10 horas
CH2 Masculino Izquierda 37  Proyectil de arma de fuego 2-5 horas
CH3 Masculino Izquierda 30  Proyectil de arma de fuego 10-12 horas
CH4 Masculino lzquierda 73 Neumonia 10-12 horas
CH5 Masculino [zquierdo 36  Proyectil de arma de fuego 10-12 horas
CH6 Femenino lzquierda 22 Trauma toraco-lumbar 10-12 horas
CH7 Femenino Izquierda 18 Asfixia 12-14 horas
CH8 Masculino Izquierda 45 Asfixia 16-18 horas

Los datos clinicos y epidemioldgicos importantes de cada uno de los pacientes con ELT se
describen en la Tabla 4. En resumen, la edad fue de 35 * 12.1 afios; la edad de inicio de las crisis
epilépticas fue de 14.6 £+ 10.7 afios; el tiempo desde que se presentd la primer crisis epiléptica fue
de 20.2 £+ 14.8 afios y el nimero de crisis en el mes previo a la cirugia fue de 5.4 + 3.9. En relacién
al género 54.2% corresponden al género masculino, sin encontrarse diferencias significativas con
respecto al grupo de autopsias (2=1.08, p= 0.05).
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Tabla 4: Datos clinicos de los pacientes evaluados en el presente estudio

Edad de inicio Duracion Namero Farmacos Otras drogas Lateralidad
Px Género Edad epilepsia  epilepsia de crisis Fapt_ores utilizados antes usadas previo dela ENGEL Resultados
(afios) (afios) enun mes precipitantes delacirugia  alacirugia reseccion RM
367 F 22 12 10 4 AHF, TCE, CF CBZ, LMG - Derecha P EH
355 M 60 8 50 2 TCE AVP, CBZ, CNZ RSP, BP Izquierda 1 EH
392 M 41 2 39 2 AHF, CF DFH, LMG, CBZ SRT Izquierda 1 EH
359 F 33 22 12 3 CF DFH, TPM, CBZ - Izquierda 1 EH
215 M 19 1 18 10 AHF, HIPOXIA AVP, LKI/?_' TPM, - Derecha 1 EH
275 F 23 13 9 1 AHF CBzZ, LVT - Izquierda 3 EH
289 M 37 5 31 3 CF, TCE CBz - Derecha 1 EH
290 F 24 1 23 5 TCE AVP, CBZ - Derecha 1 EH
295 M 43 27 16 8 - AVP, PMD - Derecha 1 EH
301 M 56 11 45 12 - DFH - Derecha 1 EH
283 M 30 14 16 5 - AVP, CBZ - Izquierda 1 EH
296 F 38 30 8 4 - AVP - lzquierda 1 EH
286 F 33 12 21 7 AHF AVP, FNB - Derecha 1 EH
305 F 21 14 7 4 AHF, TCE DFH - Izquierda 1 EH
276 M 54 13 41 15 AHF, TCE CBZ, LMG - Derecha 1 EH
293 M 23 10 13 5 TCE DFH, AVP - Derecha 1 EH
292 F 42 4 38 10 - CBZ, LMG - lzquierda 1 EH
282 M 37 9 28 2 HIPOXIA AVP, CBZ SRT Derecha 1 EH
67 F 27 27 0.2 2 TCE TPM - Derecha 1 Cavernoma
106 F 29 12 17 12 CF, TCE DFH, CBZ - Izquierda 1 Oligoastrocitoma
207 M 46 45 0.5 1 - DFH DEX Derecha P Glioblastoma
279 F 18 14 4 6 - DFH - Izquierda 1  Astrocitoma grado Il
309 M 49 14 35 2 - CBz SRT Izquierda 1 Cisticercos
291 M 34 30 4 4 - CBZ SRT Izquierda 1 Displasia cortical

. CF: Crisis Febrieles; TCE: Trauma craneo encefélico; AHF: Antecedentes heredo familiares, DFH: Fenitoina sédica; AVP: &cido valpréico; LMG Lamotrigina; TPM: Topiramato; LVT: Leviacetram; CBZ:
Carbamacepina; GBP: Gabapentina, PMD: Primidona; CNZ: Clonazepam. DEX: Dexametasona; SRT: Sertralina RSP: Risperidona; BP: Biperiden; EH: Esclerosis del hipocampo. ENGEL 1: LIBRE DE
CRISIS INHABILITANTES; 2: CASI LIBRE DE CRISIS; 3: MEJORIA QUE HA VALIDO LA PENA.



La presencia 0 ausencia de EH en el paciente fue verificada por estudios de resonancia magnética
(empleando el Resonador General Electric de 3 Teslas del INNNMVZ). De esta manera se pudo
identificar que 18 de las muestras correspondieron a pacientes con ELT asociada a EH, en tanto que

las otras 6 correspondieron a pacientes con ELT asociada a otro tipo de lesiones.

El 37.5% de los pacientes utilizaron un sélo farmaco antiepilépticos antes de la cirugia, mientras que
45.8% empled dos farmacos y el 16.6% tres 0 mas farmacos. De estos, el tratamiento mas comdn
fue la Carbamazepina utilizada por el 58.3 % de los pacientes, seguida por el Valproato 40.9%, la
Fenitoina 33.3%, la Lamotrigina 20.8%, el Topiramato 12.5%, el Levetiracetam 8.3%, el Clonazepam
4.2% y la Primidona 4.2%. Finalmente 25% de los casos recibieron tratamiento farmacoldgico para
tratar comorbilidades, de los cuéles 4 pacientes recibieron Sertralina para tratar sintomas de

ansiedad y/o depresion.

En la evaluacion post-operatoria realizada a un afio de la cirugia, el 87.5% de los pacientes
mostraron mejoria que se caracterizo por la desaparicion de las CE, puntuando con la clase | segun
la escala de Engel, solo uno de los casos puntu6 en la clase 3 de esta escala indicando una mejoria
meritoria (hay intervalos prolongados libres de crisis observandose una reduccion de mas del 50%

en el periodo de seguimiento, que no puede ser mayor a dos afios).

En relacion a la edad, el género y la lateralidad de la reseccion, no se encontraron diferencias
significativas entre los pacientes que mostraron EH en relacion a los que la epilepsia se asocié a otro
tipo de lesiones. Solamente se identificd que los pacientes con EH tuvieron una edad de inicio de la
enfermedad menor en comparacion con los casos en los que la Epilepsia se asocié a otro tipo de

lesiones (Tabla 5).
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Tabla 5: Diferencias entre los pacientes con Esclerosis del Hipocampo y sin Esclerosis del Hipocampo

EH S/EH Estadistica
Edad 35.44+12.56 afios 33.8+11.8 afios t=-0.28 gl=22 p=0.05
Edad de inicio de las 13.05+8.57 afios 23.58+12.7afios t=-2.31 gl=22 p=<0.05*
crisis
Duracion de la epilepsia 22.27+15.56 afios 10.11+13.65 afios U=84 n1=6 n2=18 p<0.05*
Género Femenino 50% 44.4% %2=0.05 gl=1 p=0.05
Masculino 50% 55.6%
Lateralidad Derecha 50% 38.9% %2=0.23 gl=1 p=0.05
de reseccion | Izquierda 50% 61.1%

*EH: Esclerosis del Hipocampo S/EH: Sin Esclerosis del Hipocampo.
Andlisis estadisticos: t: te de student, U: U de Man Withney y y2: Chi cuadrada.

Analisis de expresion:

Se realizaron los analisis de expresion (ARNm) por PCR en tiempo real para los transcritos |, Il, IV 'y
VI de BDNF utilizando como gen enddgeno a la Proteina de Unidn a cajas TATA (TBP de sus siglas
en inglés). Los datos fueron graficados de acuerdo a la formula 2-“CT, donde ACT = (CT del gen
blanco —CT del gen enddgeno) e indica las tasa de cambio entre la expresion del gen enddgeno y
el gen blanco en una muestra particular. Para mostrar cuanto cambia la expresion de los distintos
transcritos de BDNF entre los grupos de estudio (pacientes vs. autopsias 0 pacientes que usaron un
tratamiento farmacoldgico vs. quienes no los utilizaron) se utilizo la formula 2-*CT como lo proponen

Schmittgen y Livak (2008), donde AACT = (ACT del grupo de casos — ACT del grupo de controles).

Los 4 transcritos de BDNF estudiados mostraron niveles de expresion cuantificables en todas las

muestras analizadas, se observo que los transcritos de los exones | y IV mostraron los mayores

niveles de expresion en las muestras tanto de casos como de autopsias (Figura 6).
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Al comparar los casos de pacientes con ELT con respecto al grupo de autopsias, se observd un
incremento en los niveles de expresion en los 4 transcritos en pacientes comparado con los
controles; especificamente el transcrito del exdén VI mostrd un incremento significativo en la

expresion de 2.0 veces con respecto al grupo de autopsias (t= 2.1, p<0.05) (Figura 6).
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Figura 6: Grafica que muestra la expresion de 4 transcritos de BDNF en hipocampo de pacientes con ELT en
comparacién con el grupo control.
Las figuras (circulos, tridngulos, cuadrado o rombos) blancas representan a los casos con epilepsia, mientras que las
negras a las autopsias. Los circulos representan la expresion del transcrito del exon | de BDNF; los triangulos los del
exon I, los cuadrados los del exon IV y los rombos los del exon VI. Las barras muestran la media * la desviacion
estandar. (*) p<0.05 t de Student para muestras independientes.

En relacion a la presencia de EH, no observamos diferencias en la expresion de ninguno de los

transcritos de BDNF analizados (Figura 7).
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Con respecto al uso de tratamiento anti-epiléptico antes de la cirugia solamente encontramos que el
Topiramato (TPM) influyd de forma negativa sobre la expresion del transcrito del exon VI con
respecto al resto de los casos (0.25 veces, F=5.16 p<0.05) y al grupo de autopsias (0.21 veces, F=
5.16 p<0.05); (Tabla 6, Figura 8). Asimismo, observamos una relacion negativa entre la dosis de
TPM usada antes de la cirugia con los niveles de expresion de este transcrito, resultado que si bien
no fue significativo, si refleja una tendencia (F= 63.5, R?= 0.97, p= 0.07). Dado el tamafio de las
muestras analizadas, estos resultados deberan ser tomados con reserva y replicados en estudios

dedicados a evaluar estas variables.
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Figura 7: Grafica que muestra la expresion de 4 transcritos de BDNF en hipocampo de pacientes con ELT en
relacién a la presencia de EH y en comparacién con el grupo control.
Las figuras (circulos, triangulos, cuadrado o rombos) blancas representan a los casos con epilepsia que presenta
Esclerosis del Hipocampo (EH), mientras que las grises los casos con epilepsia que NO presentan Esclerosis del
Hipocampo (NO EH) y las negras a las autopsias. Los circulos representan la expresion del transcrito del exon | de
BDNF; los tridngulos los del exon I, los cuadrados los del exon IV y los rombos los del exon VI. Las barras muestran la
Media + la Desviacidn Estandar. (*) p<0.05 ANOVA de una via.
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Tabla 6: Efecto del tratamiento farmacol6gico en relacion a la expresion de 4 transcritos de BDNF

Droga | Tamafio de muestra BDNFI BDNFII BDNFIV BDNFVI
DFH 8 F=0.01 P=0.05 | F=0.64 P=0.05 | F=0.01P=0.05 | F=0.03 P=0.05
AVP 9 F=1.26 P>0.05 | F=2.35P=0.05 | F=0.01P=0.05 | F=0.28 P=0.05
CBz 14 F=048P=0.05 | F=0.13P=0.05 [ F=0.01P=0.05 | F=0.01P=0.05
LMG 5 F=2.53P=0.05 | F=0.19P=0.05 | F=0.01P=0.05 | F=0.08 P=0.05
TPM 3 F=0.96 P>0.05 | F=1.15P=20.05 | F=0.01P=0.05 | F=4.59 P<0.05*
LVT 2 F=0.36 P=0.05 | F=0.17P=0.05 [ F=0.01P=0.05 | F=0.02 P=0.05
SRT 4 F=0.54 P> 0.05 | F=0.40P=0.05 | F=0.01P=0.05 | F=6.08 P<0.05*

DFH: Fenitoina sddica; AVP: acido valproico; CBZ: Carbamacepina; LMG Lamotrigina; TPM:

Leviacetram ; SRT: Sertralina. (*) p<0.05 ANOVA de una via.
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Figura 8: Gréfica que muestra la expresion de 4 transcritos de BDNF en relacion al uso de TPM antes de la
cirugia en hipocampo de pacientes con ELT y en comparacion con un grupo control.
Las figuras (circulos, triangulos, cuadrado o rombos) blancas representan a los casos con epilepsia que NO usaron
topiramato (NO TPM), mientras que las grises los casos con epilepsia que usaron topiramato (TPM) y las negras a las
autopsias. Los circulos representan la expresion del transcrito del exon | de BDNF; los triangulos los del exon Il los
cuadrados los del exon IV y los rombos los del exon VI. Las barras muestran la media + la desviacién estandar. (*)
p<0.05 ANOVA de una via.
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Por otro lado, con respecto al uso de sertralina (SRT), utilizado para el tratamiento de sintomas
depresivos y de ansiedad en el grupo de pacientes con ELT, se asoci6 a un incremento de 2.5 veces
en la expresion del transcrito del exon VI en relacion al resto de los casos y de 4.5 en relacion al

grupo de autopsias (F=6.42, p<0.05) (Tabla 6, Figura 9).

Finalmente, no encontramos cambios en la expresion de los distintos transcritos de BDNF
analizados en relacion a la edad, el género, la edad en la que se reporto la primera crisis epiléptica,

el nimero de crisis al mes antes de la cirugia y la lateralidad de la reseccion.
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Figura 9: Gréafica que muestra la expresion de 4 transcritos de BDNF en relacion al uso de SRT antes de la
cirugia en hipocampo de pacientes con ELT y en comparacién con un grupo control.
Las figuras (circulos, triangulos, cuadrado o rombos) blancas representan a los casos con epilepsia que NO usaron
sertralina (NO SRT) mientras que las grises los casos con epilepsia que usaron sertralina (SRT) y las negras a las
autopsias. Los circulos representan la expresion del transcrito del exon | de BDNF; los triangulos los del exon Il los
cuadrados los del exon IV y los rombos los del exon VI. Las barras muestran la Media + la Desviacion Estandar. (*)
p<0.05 ANOVA de una via.
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Analisis de metilacion por clonacion y secuenciacion:

No encontramos diferencias significativas al analizar 2 muestras de hipocampo de autopsias y 6 de
casos con ELT, en relacion al promotor 6 de BDNF con la técnica de clonacion y secuenciacion
(Figura 10). Las primeras 5 CpGs localizadas justo después del sitio de inicio de la transcripcion,
parecen mostrar una region hipermetilada, aunque no se muestran diferencias entre los casos y las

autopsias.
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Figura 10: Patron de metilacion del promotor 6 de BDNF.
Se muestra el gen BDNF y la region que fue amplificada del promotor 6. Del lado izquierdo se representan las CpG antes
del sitio de inicio de la transcripcion y del lado derecho las CpGs después del sitio de inicio de la transcripcion. Cada
linea representa una clona amplificada y son alrededor de 10 clonas por muestras. Los puntos negros representan 10s
CpG metilados y los blancos los no metilados
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Es importante destacar, que la region hipermetilada podria representar un artefacto metodoldgico
como consecuencia de un problema de la transformacion con bisulfito de sodio. Cabe recordar que
este tratamiento lo que genera es que todas las Citocinas (C) NO metiladas se conviertan en
Uracilos (U), los cudles se reflejarian como Timinas (T) al momento de obtener los resultados de
secuenciacion, mientras que las C metiladas, se mantienen como C. En la region analizada vemos la
presencia de C que deberian haberse transformado a T, ya que no estan seguidas de una G y por lo
tanto no son susceptibles a estar metiladas (Figura 11). Lo anterior nos lleva a suponer que por
alguna razon que desconocemos esta region del alrededor de 30 pares de bases no se logré
transformar adecuadamente, por lo que consideramos seria importante analizarla con otra

metodologia.
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Figura 11: Primeras 5 CpGs después del sitio de inicio de la transcripcién del promotor 6 del BDN, region que
parece tener algunos problemas de transformacion.
a) Resumen de los resultados b) Secuencia de la region localizada justo después del sitio de la transcripcion que
muestra que citocinas NO seguidas de una guanina se mantienen como C, indicando un problema de transformacion. c)
Se muestra toda la secuencia analizada, donde se evidencia que el problema solo se ve en la region justo después del
sitio de inicio de la transcripcién. *BDNF6 es la secuencia de ADN no transformada y BDNF6 Transf. muestra que C son
susceptibles de estar transformadas en T si no estan metiladas.
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Analisis de metilacion por piro-secuenciacion:

En comparacion con los resultados obtenidos con la técnica de clonacion, en estos experimentos el

protocolo de transformacion con bisulfito de sodio fue realizado mediante una técnica distinta, en

este caso se utilizd el kit Epitech Bisulphite, de Qiagen. Asimismo, se hizo un analisis con muestras

de estandares que presentan diferentes niveles de metilacion (0, 5, 10, 15, 25, 50, 75 y 100%), estas

muestras fueron amplificadas para cada promotor y se analizaron con el piro-secuenciador. Una R2

mayor a 0.8 con p <0.01 se obtuvo al realizar una regresion lineal entre el porcentaje de metilacion

esperado y el obtenido (Figura 12), indicando que los niveles de metilacion se estan evaluando de

forma correcta. Finalmente también es importante destacar que el piro-secuenciador tiene controles

internos en el experimento que hacen evidente la presencia de Citocinas transformadas

incorrectamente.
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Figura 12: Regresion lineal de los resultados de metilacion de los promotor 4 y 6 de BDNF en los andlisis de

piro-secuenciacion con muestras estandares
(0, 10, 25, 50, 75 y 100% de metilacion).
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Tanto en el promotor del exdn VI como el exén IV encontramos que las primeras 5 CpGs localizadas

justo después del sitio de inicio de las transcripcion, se encuentra hipometiladas tanto en casos

como autopsias, no encontrando diferencias significativas entre estos grupos de estudio (Figura 13)

ni en relacion a ninguna de las variables clinicas analizadas.
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Figura 13: Patron de metilacion promotor del exén 4y del exén 6 de BDNF en los analisis de piro-secuenciacion.
a) Promotor 4 de BDNF; b) Promotor 6 de BDNF.

42



Discusion:

Este es el primer estudio que ha intentado contrastar los niveles de expresion de 4 transcritos de
BDNF en hipocampo obtenido de pacientes con ELT con respecto a un grupo control de autopsias,
asi como en tratar de dilucidar si estos cambios estan regulados por cambios en la metilacion de

Sus promotores.

Lo anterior es de interés ya que ademas de sus efectos tréficos, el BDNF parece tener una
participacion importante en los mecanismos de remodelacion sinaptica que ocurren en respuesta a
la actividad neuronal (Alsina et al., 2001, Lee y Son, 2009) y que se han reportado afectados en la
ELT (Binder, 2004). Lo anterior se sustenta en los trabajos que muestran un incremento en la
expresion de esta neurotrofina en el hipocampo y la corteza de pacientes con ELT (Mathern et al.,
1997 y Murray et al., 2001). Recientemente Tongiorgi y cols. (2006) han discutido que la regulacion y
expresion de los distintos transcritos de BDNF podria ser relevante para entender los efectos de esta
molécula durante el proceso epileptogénico. Asimismo, se ha reportado que la expresion de los
distintos transcritos de BDNF pudiesen estar regulados por mecanismos como la metilacion de sus

promotores (Aid et al., 2007).

Datos clinicos y epidemiol6gicos de la muestra estudiada de

pacientes con ELT:

Los datos clinicos de la poblacion de estudio mostraron que la edad y el niamero de afios con crisis
epilépticas fueron muy similares con lo reportado por los dos estudios previos que han evaluado la

expresion de BDNF en pacientes con ELT (Mathern et al., 1997 y Murray et al., 2000).
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Los tres medicamentos que utilizados con mayor frecuencia fueron: la Carbamazepina, el Valproato
y la Fenitoina, y han sido reportados como los farmacos mas comunmente empleados para el

tratamiento de las crisis parciales en pacientes con ELT (Consalvo et al., 2005).

Asimismo, la comorbilidad mas comin en nuestra muestra de estudio es la presencia de depresion
ylo ansiedad (Adda et al., 2008, de Oliveira et al., 2010); cabe sefialar que la sertralina, un inhibidor
selectivo de la recaptura de serotonina se ha reportado como un medicamento seguro y eficiente
para la disminucion de los sintomas depresivos, sin incrementar las crisis epilépticas (Kanner et al.,
2000, Thomé-Souza et al., 2007), por lo que no resulto extrafio que fuese este el medicamento mas

frecuentemente identificado en nuestros pacientes.

En relacién con la EH, encontramos que los pacientes con esta lesion mostraron un mayor ndmero
de afios con CE 22 vs. 10 afios (U=84 p=0.04) y una edad de inicio de las CE significativamente
menor 13 vs. 23 afios (t= 2.31 p=0.03) al compararlos con pacientes en los que la epilepsia se
asocio a otro tipo de lesiones (Tabla 5). Estos resultados son distintos a los reportados por Wang y
colaboradores (2011) quienes muestran una duracion en afios de la epilepsia muy similar entre los
casos con EH al compararlos con aquellos en los que la epilepsia se asocia con otro tipo de lesiones
(13.3+5.4 vs. 14.9+ 5.3), estos autores no describen que tipo de lesiones tenian los pacientes sin
EH por lo que es dificil entender en que radica la diferencia. Sin embargo, es importante destacar
que nuestros resultados coinciden con lo reportado previamente (Mathern et al., 1997, Mathern et

al., 1995, Bad and Brown, 1987).
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Cambios en la expresion de BDNF en pacientes con ELT

El presente trabajo es el primero en evaluar la expresion de los 4 transcritos de BDNF mejor

caracterizados en muestras de autopsias y de pacientes con ELT.

Cabe mencionar que al igual que Pruunsild y cols. (2007), encontramos que en las muestras de
autopsias (que podrian ser consideradas como punto de referencia) los transcritos | y IV fueron los

que mostraron los mayores niveles de expresion (Figura 6).

Aunque observamos un incremento en la expresion de todos los transcritos de BDNF en el grupo de
casos con respecto a los controles, el Unico efecto que resulto significativo fue el aumento en los
niveles de expresion del transcrito VI de BDNF en el hipocampo de pacientes con ELT con respecto
a las obtenidas de autopsias (Figura 6). Estudios previos ya habian reportado un incremento de los
niveles proteicos (Takahashi et al., 1999, Hou et al., 2010), asi como también de la expresion del
ARNm total (Mathern et al., 1997, Murray et al., 2000) del BDNF en una comparacion similar. En
este sentido, nuestros resultados sugieren que el incremento en los niveles globales vistos
en los estudios previos podria estar dado primordialmente por el incremento en la expresion

de la variante BDNFVI.

Cabe mencionar que hay pocos trabajos publicados en los que se haya evaluado la expresion del
gen BDNF en modelos animales de epilepsia. En al menos dos de estos estudios se observd un
incremento en la expresion (ARNm y proteina) de BDNF, en la etapa aguda (1-4 dias) después de
haberse inducido el status epilepticus por la administracion de Pilocarpina o Acido Kainico; no

obstante, dicha elevacion se revirtié paulatinamente en el lapso de un mes hasta alcanzar los niveles
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basales, coincidiendo con la presentacion de crisis epilépticas espontaneas, lo que llevo a sugerir
que BDNF pudiera jugar un papel relevante en el proceso epileptogénico, mas no en el tejido
epiléptico (Shetty et al., 2003, Tongiorgi et al., 2004). Sin embargo, mas recientemente se reporté
que posterior a la administracién de Acido Kainico se mostré un incremento en la expresion de
BDNF, efecto que se mantuvo en la etapa cronica (1-1.5 meses) después de haberse inducido él
SE, indicando que esta neurotrofina también puede contribuir al mantenimiento de estado epiléptico
(Heinrich et al., 2011, Parrish et al., 2013). Estos Ultimos datos son congruentes a lo que estamos

reportando en el presente estudio.

Es importante destacar, que en los estudios descritos en el parrafo anterior no se evalué que
transcritos especificos fueron los que se veian incrementados, aunque Timmusk y cols. ya desde
1993 los habian descrito, no se sabia en ese entonces, si su regulacion diferencial pudiera llegar a
tener alguna implicacion fisioldgica, como se ha discutido en estudios mas recientes (Pattarbiman et
al., 2005, Tongiorgi et al., 2006, Chiarruttini et al., 2008, Aliaga et al., 2009, Baj et al., 2011). En este
sentido, un aspecto interesante de la organizacion del gen BDNF es la evidencia sustentada tanto
por los analisis in silico, como por estudios in vitro, de que si bien existen diferentes transcritos, estos
codifican para una misma proteina madura (Pruunsild et al., 2007), lo cual en principio limita las
posibilidades de entender las diferencias en sus efectos. No obstante, los distintos transcritos
parecen tener una localizacion particular dentro de la neurona y dependiendo del
compartimento celular dentro del que se encuentren, ejercen efectos fisiologicos
diferenciales, como se describe en la pagina 12, Figura 3 del presente trabajo (Martinez-Levy y

Cruz-Fuentes, 2014).
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En particular el transcrito VI de BDNF se ha localizado en las regiones del &rbol dendritico alejadas
del ndcleo (Figura 3) tanto de neuronas del hipotalamo como de células piramidales del hipocampo
y la corteza (Aid et al., 2007, Chiaruttini et al., 2008, Aliaga et al., 2009). Asimismo, experimentos en
cultivo de neuronas del hipocampo, muestran que el ARNm que contiene al exon VI de BDNF se

traduce a la proteina madura en las dendritas (Baj et al., 2011).

En relacion con la epilepsia, Chiaruttini y colaboradores (2008) han discutido la posibilidad, de que
el incremento en el transcrito VI de BDNF podria inducir la produccion de pro-BDNF lo que a su vez
se podria  asociarse con la  activacion  del  receptor  p75 el  cual
media procesos de muerte celular, y/o bien en la produccién de un BDNF maduro que pudiese
promover la formacion de nuevas sinapsis excitadoras, presentes de forma mas prominente en las
dendritas distales, lo cual a su vez podria favorecer el proceso epileptogénico. Por otro lado, un
estudio mas reciente reportd un incremento en la expresion del transcrito del exon VI de BDNF en
respuesta al tratamiento con antidepresivos y al ejercicio, lo que asocié con un aumenté la formacion
de dendritas distales en la region CA3 del hipocampo, sugiriendo que esto podria implicar una
recuperacion de las conexiones con el giro dentado; asimismo, el incremento en la expresion de este
transcrito se asocidé con la activacion del receptor TrkKB promoviendo la sobrevivencia celular,
implicando un efecto tréfico de remodelacion y recuperacion del funcionamiento del hipocampo en

este segundo modelo (Baj et al., 2012).

Dado que en el presente estudio solamente se describe el incremento de este transcrito especifico
en el tejido afectado, no podemos saber si pudiera asociarse al proceso epileptogénico o
alternativamente pudiese generar un mecanismo de recuperacion del tejido como lo proponen Baj y

cols. (2012). Sin embargo, dado las asociaciones que encontramos con otras variables clinicas
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presentes en los casos con ELT, podriamos coincidir con alguna de estas hipotesis, como se

discutira mas adelante en el presente trabajo

Cambios en la expresion de BDNF en relacion a la presencia de EH:

En contraste con un trabajo previo en el que se reportd un incremento en la expresion de los
transcritos con los exones Il, IV y VI en pacientes con EH (Wang et al., 2011), en el presente estudio
no encontramos ningun cambio en la expresion de los transcritos analizados al comparar pacientes
con EH con aquellos en los que la epilepsia se asocia a otro tipo de lesiones (Figura 7). Nuestro
hallazgo resulta, sin embargo, congruente con lo reportado previamente por Hou y cols. (2010),
quienes no observaron diferencias al medir los niveles proteicos de BDNF en una comparacion
equivalente. Asimismo, se han reportado altos niveles proteicos de BDNF en tumores glioneurales
de pacientes con epilepsia al compararlos con el grupo control de autopsias (Aronica et al., 2001),
indicando que BDNF parece incrementar en los pacientes con ELT y este efecto no es mas

evidente en relacion con la presencia de EH.

Una explicacion alternativa a la falta de similitud de resultados con respecto al articulo de Wang y
cols. (2011) podria deberse al uso de diferentes genes de referencia en el procedimiento
experimental, ya que mientras que el grupo de Wang uso al GAPDH, en el presente estudio usamos
al TBP, que como se discutié en el apartado de metodologia muestra caracteristicas de expresion

mas adecuadas para ser empleado como control endégeno (Figura 5).

Sin bien la heterogeneidad clinica de la muestra analizada pudiera ser otra posible explicacion (lo
cual no fue analizada por Wang y cols. (2011), en el presente estudio encontramos que las variables

de edad, el género, los afios con epilepsia, la edad de inicio de la epilepsia, el nimero de crisis por
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dia y la lateralidad de la reseccion no afectaron los niveles de expresion de los 4 transcritos de
BDNF analizados, sin embargo y como lo mencionaremos en el siguiente apartado el tratamiento

farmacologico si influyo sobre la expresion del transcrito VI de BDNF.

Cambios en la expresion de BDNF en relacion al uso de diversos
tratamientos farmacolégicos:

Por otro lado, se ha reportado que diferentes medicamentos que se emplean de rutina en el
tratamiento de sintomas asociados a la epilepsia como el Valproato, el Litio, la Fluoxetina, la
Imipramina y el Topiramato, pueden incrementar o disminuir, segin sea el caso, la expresion de
BDNF (Castro et al., 2005, Tsankova et al., 2006, Onishchenko et al., 2008, Hou et al., 2010, Nishino
et al., 2012). En este sentido, recientemente se reportd una diminucién en los niveles proteicos de
BDNF cuando el hipocampo obtenido de pacientes con ELT farmacoresistentes, fue expuesto a una
solucion 0.3mM de Acido Valpréico por un lapso de 3 horas (Hou et al., 2010). Es de destacarse que
este farmaco induce alteraciones hematolégicas que incrementan el riesgo de sangrado durante la
cirugia, por lo que de manera rutinaria es suspendido de una a dos semanas antes del
procedimiento quirtrgico y esta podria ser la causa por la que no observamos ningun efecto con este

tratamiento farmacoldgico en el presente estudio (Tabla 6).

El TPM fue el tnico farmaco anti-epiléptico que se asocié con una disminucion en los niveles de
expresion del transcrito de BDNF con el exdn VI (Tabla 6, Figura 8), lo que a su vez de manera
interesante, presentd una correlacion negativa con el incremento en la dosis de droga utilizada; un
resultado similar fue reportado por Shi y cols. (2010) quienes también mostraron una disminucion

dosis dependiente de los niveles de BDNF en el hipocampo de ratas sanas tratadas durante tres
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semanas con TPM. Es importante destacar que independientemente del uso de TPM como
tratamiento antiepiléptico, todos los pacientes fueron refractarios a algun tipo de tratamiento
farmacoldgico; esto es, seguian presentando crisis epilépticas antes de la cirugia, por lo que
la diminucion en la expresion del transcrito VI de BDNF en este grupo particular nos llevan a
proponer que los cambios que observamos probablemente no se deben a la presencia de las

crisis.

Por otra parte observamos un incremento significativo en la expresion del transcrito del exon VI en
relacion al uso de SRT para tratar los sintomas de comorbilidad con ansiedad y depresion; (Tabla 6,
Figura 9). En este sentido, se ha reportado que medicamentos que tienen como mecanismo de
accion la inhibicion de la recaptura de serotonina, como lo son la SRT y la Fluoxetina, incrementan la
expresion de BDNF (Molendijk et al., 2014, Hong et al., 2014); este efecto ha sido recientemente
replicado en pacientes que manifestaron ELT con comorbilidad con depresion, en quienes se not6
un incremento en los niveles proteicos de BDNF en hipocampo, asociados al uso de fluoxetina
(Kandratavicius et al., 2013). El uso de inhibidores de la recaptura de serotonina se ha asociado a un
incremento en los niveles de ARNm de BDNF, asi como a un mejor desempefio en tareas cognitivas
de memoria y aprendizaje (Gumuslu et al., 2013), indicando que BDNF pudiera estar ayudando a
mejorar estas tareas cognitivas en pacientes con ELT, tema que habra que explorar en futuros

estudios en modelos animales.

Como se menciond anteriormente, se ha reportado un incrementd en la expresion de BDNFVI en
respuesta tanto al uso de ciertos medicamentos empleados en el tratamiento contra la depresion,
como al ejercicio en ratones; este efecto estimulante de la produccion de esta neurotrofina podria

proveer un soporte tréfico local para la sobre-vivencia y diferenciacion de los precursores
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neuronales, asi como la formacion de nuevas dendritas y la ramificacion axonal (Baj et al., 2012).
Todo lo anterior podria llevarnos a apoyar hipétesis de que el incremento de BDNFVI
observado en el presente estudio, puede asociarse a un efecto tréfico de remodelacion y

recuperacion del funcionamiento del hipocampo.

Si bien este efecto pudiera llevar a considerar ciertas aplicaciones terapéuticas, no consideramos
factible que la sola administracion de BDNFVI pudiera ser suficiente para detener las CE, ya que
como mencionamos anteriormente, la mayoria de estos pacientes tenian altos niveles de expesion
de este transcrito y fueron refractarios a tratamiento farmacoldgico presentando CE antes de la
cirugia. Probablemente y como lo proponen Simonato y Zucchini (2010), la administracion conjunta
de esta neurotrofina con otros factores tréficos pudiera ser mas eficiente en el tratamiento de la

epilepsia, estos autores proponen el uso tanto de-FGF2 como de BDNF.

Patron de metilacion de los promotores 6 y 4 de BDNF en pacientes
con ELT:

Los cambios en la expresion de genes pueden estar regulados por mecanismo epigenéticos como la
metilacion de sus promotores, siendo este el primer estudio en evaluar la metilacion del promotor 6
de BDNF en tejido humano. El primer abordaje experimental que utilizamos fue a través de la
metodologia de clonacién y secuenciacion, en donde encontramos que el promotor estaba

completamente des-metilado tanto en casos como controles (Figura 10).
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Con los resultados de piro-secuenciacion observamos la region que se localiza justo después del
incio de la transcripcion también estd completamente des-metilada tanto en el grupo control de
autopsias como en los casos con ELT (Figura 13), indicando que esta marca epigenética no parece

verse afectada por lo menos en la regiones de los promotores de BDNF analizados.

Dado que el incremento en el BDNFVI no se puede relacionar a la metilacion de su promotor,
entonces podriamos especular sobre otras alternativas. Por ejemplo, se ha observado en un modelo
animal de epilepsia producido por kainato, se induce la separacion del gen de la membrana nuclear
hacia regiones mas céntricas en el nlcleo, efecto que se mantiene desde las 2 horas hasta las 4
semanas después de inducido €l SE (Walczak et al., 2013). Otro mecanismo pudiera relacionarse
con la liberacion de enzimas como la histona deacetilasa 1 o la proteina de unién a sitios metilados
2, lo que se ha asociado con un incremento en la excitabilidad neuronal producida por la
estimulacion de los NMDAR (Tian et al., 2009). Asimismo, la sobre-expresion de la Proteina de
Enlace de respuesta a Adenosin Monofosfato ciclico (CREB) fosforilado que se ha reportado en
pacientes con ELT (Guo et al., 2014) pudiera ser otro elemento importante para entender el

incremento en la expresion de BDNF observada en el presente estudio.
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Limitaciones

El tamafio discreto de nuestra muestra representa una limitacion importante, reduciendo el poder
estadistico necesario y aumentando la posibilidad de generar errores tipo II. Esto fue particularmente
importante en los casos en donde se analizaron las variables farmacoldgicas. Por todo esto sera
importante que otros investigadores repliquen estos resultados en muestras independientes con un
mayor nimero casos. Ademas investigaciones futuras in vitro y en modelos animales son necesarias
para identificar la implicaciones reales del cambio en la expresion del transcrito VI de BDNF, ya que
la discusion previamente esgrimida es solamente una apuesta dirigida en base a nuestros
resultados, pero no se ha demostrado si el incremento de BDNFVI en hipocampo de pacientes con
ELT podria ayudar a mejorar el funcionamiento de esta estructura cerebral; ademas, los estudios
previos que han evaluado los cambios en la expresion de distintos transcritos de BDNF en modelos

animales lo han hecho posterior al SE y no en tejido epiléptico.
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Conclusiones

Estos resultados, indican que el incremento en la expresion de BDNF previamente reportado en
otros estudios, podria estar dado por el aumento en la expresion del transcrito d el exon VI. Por los
resultados observados en relacion al uso de distintos tratamientos farmacoldgicos, podriamos
proponer que este incremento esta involucrado en intentar recuperar la organizacion funcional del
hipocampo; sin embargo, no genera efectos suficiente para detener las CE, ya que algunos de estos
pacientes que mostraron bajos niveles de BDNFVI son refractarios a tratamiento farmacologico.

Falta investigacion basica para poder corroborar esta hipétesis.

La metilacion del promotor 6 de BDNF no parece ser un mecanismo molecular que ayude a explicar
los cambios en la expresion este transcrito, por lo menos en las regiones analizadas, por lo que
investigar otras marcas epigenéticas y otros mecanismos moleculares sera de gran relevancia en el

futuro.
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Anexo 1: Articulo Requisito

Increase expression of BDNF
transcripts with exon VI in
hippocampus of patients with
pharmacoresistant Temporal Lobe
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Abstract—A putative role of the brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) in epilepsy has emerged from in vitro and animal
models, but few studies have analyzed human samples. We
assessed the BONF expression of transcripts with exons |
(BDNFI), I (BDNFH), IV (BDNFIV) and VI (BDNFVI) and methyla-
tion levels of promoters 4 and 6 in the hippocampi of patients
with ph istant temporal lobe epilepsy (TLE)
(n = 24). Hippocampal sclerosis (HS) and pre-surgical phar-
macological treatment were considered as clinical indepen-
dent variables. A statistical significant increase for the
BDNFVI (p < 0.05) was observed in TLE patients compared
to the autopsy control group (n = 8). BDNFVI was also
increased in anxiety/depression TLE (N = 4) when compared
to autopsies or to the ining group of patients (p < 0.05).
In contrast, the use of the antiepileptic drug Topiramate
(TPM) (N = 3) was associated to a decrease in BDNFVI expres-
sion (p < 0.05) when compared to the remaining group of
patients. Methylation levels at the BDNF promoters 4 and 6
were similar between TLE and and in relation to
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Abbrawiations: BONF, brain-derived neurolrophic factor; BONFI, BONF
franscripl with exon |; BONFI, BONF franscript with exon |1, BODNFIV,
BONF transcripd with exon |v; BONFVI, BONF transcript with exon VI,
CT, cycle threshold, DEPC, diethyl-pyrocarbonate; GAPDH,
glyceraldehyde  3-phosphate  dehydrogenase; HDACH,  histone
deacetylaze inhibitor; HS, hippocampal scleresis; MRI, magnetic
resonance image; PMIs, postmorem  intervals; SE, status
epileplicus; SRT, Serraline; TBP, TATA-binding protein; TLE,
{emperal lobe epilepsy, TPM, Topiramate; VPA, valproate.
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0306-4522/% 2015 Published by Elsevier Lid. on behall of IBRO,

the use of either Sertraline (SRT) or TPM. These results sug-
gest an up-regulated expression of a specific BONF transcript
in patients with TLE, an effect that seems to be dependent on
the use of specific drugs. @ 2015 Published by Elsevier Ltd. on
behalf of IBRO.

Key words: pt i temporal lobe epilepsy,
BDNF, mRNA exp i pigenetics, pr t thylati
human.

INTRODUCTION

Epilepsy affects 1-2% of the wordwide population. The
most prevalent form of epilepsy is the one that affects
the temporal lobe epilepsy (TLE) (Engel et al, 1997;
Goldenberg, 2010); very often these patients are refrac-
tory to pharmacological treatment (70% of TLE patients)
and in most cases surgery is indicated (Jardim =t al,,
2012).

Seizures in TLE are produced by the synchronized
hyperactivity of neuron populations due to the disruption
of the balance between excitatory and inhibitory
synaptic transmission (Casillas-Espinosa et al, 2012).
Cumulative evidence supports a role for the brain-
derived neurotrophic factor (BDNF), involved in synaptic
plasticity, as a critical mediator in thiz pathological pro-
cess (Koyama and |kegaya, 2005; Cunha et al., 2010).

Several studies have evaluated BONF expression in
the brain tissue of TLE patients. For instance, in
comparison to autopsy controls, Takahashi et al. (1999)
found an increment of BDNF protein in the epileptic cor-
tex. Similarly, an increased immunoreactivity of BDNF
and its associated Tyrosine receptor kinase B (TrkB)
was observed in the TLE hippocampus (Hou et al.,
2010). Moreover, an increased hybridization of the BDNF
mRNA is detected in hippocampal granule cells from
affected individuals (Murray et al., 2000).

It has also been reported that expression of BDNF is
affected by: hippocampal sclerosis (HS) (Mathem et al,
1997, Wang et al, 2011), duration and severty of sei-
zures (Hong et al., 2014), fluoxetine treatment in patients
with comorbid depression (Kandratavicius et al., 2013)
and by antiepileptic drugs (Hou et al., 2010). Therefore,
these variables warrant further consideration when the
expression of this neurotrophin is being assessed.
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BDNF is highly expressed in brain areas implicated in
limbic seizures (Lee el al., 1997). Studies in animal mod-
els have related seizure activity with changes in the
expression of this neurotrophin (Mudo et al., 1996, Lee
et al., 1997). For example, transgenic mice overexpress-
ing BDNF, display an increased seizure severity in
response to kainic acid, associated lo a hippocampal
hyperexcitability (Croll et al., 1999). Similarly, the admin-
istration of an intra-hippocampal bolus of BDNF, before
electrical stimulation increases the susceptibility and
duration of kindled seizures (Xu et al., 2004). Moreover,
the chronic inhibition of TrkB receplor, initiated after the
status epilepticus (SE), prevents the consequent genera-
lion of spontaneous and recurrent seizures, ameliorates
lhe anxiely-like behavior and reduces the loss of hip-
pocampal neurons (Liu el al., 2013). All these observa-
ions support a role of this neurotrophin in the
developmenl of epilepsy. On the contrary, the reports
showing that viral veclor-mediated of BDNF Fibroblast
Growth Faclor 2 decrease lhe severity and number of
spontaneous seizures in the pilocarpine-induced SE
model (Paradiso et al., 2009, 2011) these have led o con-
sider the use of BDNF as an alternative therapy for epi-
lepsy treatment (Simonata el al,, 2008).

The contrasting effects of this neurotrophin could be
associated wilth the mulliplicity of transcripts synthesized
from the BDNF gene (for a review see Martinez-Levy
and Cruz-Fuentes, 2014). Messenger RNAs containing
exons | (BDNFI), Il (BDNFI), IV (BDNFIV) and VI
(BDNFVI) (Fig. 1) are the most commonly expressed in
differenl lissues (Garzon and Fahnestock, 2007,
Pruunsild el al. 2007). In the brain, they are localized in dif-
ferent neuronal compartments (Paltabiraman el al,, 2005,
Aliaga et al., 2009), affecting synaptlic plasticity within each
area (Baj el al., 2011). The specific cellular location of the
lranscripts raises the possibility that a distorled regulated
Irafficking and localized synthesis of BDNF might impact
the delicate balance between excitalory and inhibitory
transmission, with possible neuro-patho-physiclogical
consequences, including epileplogenesis (Cunha et al,
2010). It is worth noting that no studies have evaluated
lhe expression of these transcripts in human TLE.

Finally, a relation between DNA methylation and
BDNF expression has been described for some

neurclogical and psychiatric disorders (Mariinez-Levy
and Cruz-Fuentes, 2014). De-methylation of BDONF pro-
moter 1 induced by picrotoxin (a GABAA receptor chloride
channel blocker) has been associated with a synaptic
hyper-excitability in slices from mouse hippocampus
(Nelson et al., 2008). Similarly, an incrementin the expres-
sion of transcripts with exon X has been associated with a
decrease in the methylation levels on its specific promoter
in the kainic acid model of TLE (Parrish et al., 2013), Addi-
tionally, valproic acid (VPA) and other antiepileptic drugs
(D'Addario el al., 2013; Guidotli and Gryson, 2014) seem
to affect DNA methylation at specific BDNF promoters.
These data indicate that changes in BDNF gene methyla-
lion could be associated with epilepsy, however, ils role in
human tissue remains to be analyzed.

The aim of the present study is to assess the expression
of four BDNF transcripls and methylation levels at specific
BDNF promolers in the surgically resected hippocampi of
patients with pharmacoresistant TLE, in comparison lo
the autopsy samples. Age, duration of epilepsy, HS and
pre-surgical pharmacological treatment were considered
as independent variables.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Subjects

All experiments were performed with the approval of the
Ethics Commiltee of the National Institute of Neurclogy
and Neurosurgery “Manuel Velasco Suarez” (INNNMVS)
in Mexico City (project 70/12). All participants signed an
informed consenl. Patienls (n = 24) mel diagnostic
criteria for TLE and were refraclory to pharmacological
Ireatmenl. They underwent a detailed medical history,
video electroencephalography (EEG) recordings and
magnelic resonance image (MRI) sludies. Hippocampus
Sclerosis was defined by the presence of hippocampus
atrophy and a hyper-intense signal on T2-weighted MRI
(General Electric 3T unit).

The presence of depression and anxiety disorders
was assessed by means of The Hospital and Anxiety
Depression Scale (HADS, Spanish version) (Herrero
et al., 2003; Gomez-Arias et al., 2012). Diagnoses were
confirmed with the Structured Clinical Interview for
DSM-IV Axis | Disorders (SCID-I) (Firsl Michael el al,

Fig. 1. BONF gene structure and the four transcripts analyzed. White boxes indicate exons, gray spaces point 1o introns and arrows designale the

alternalive transcription start sites. Scheme showing the

tion of the four alt tive transcripts analyzed in this study,
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2002), applied by a psychiatrist who was blind to the epi-
lepsy diagnosis.

Relevant clinical data including: age of the subjects at
the moment of surgery, gender, onset date year of
epilepsy, epilepsy duration, epilepsy surgery date,
precipitating factors of epilepsy, other
diseases/diagnoses and treatments associated with
epilepsy or with other comorbidities and the surgical
putcome, were obtained from the clinical records.

Hippocampal samples from 18 patients displaying HS
(10 men and 8 women) and from six patients without HS
(3 men and 3 women) were collected. Clinical data from
each patient and location of the epileptic focus are
shown in Table 1.

Surgeries were performed between February 2012 and
June 2013. The surgery procedure in patients with HS was
carried out using the T2 or T3 trans-temporal approach
guided by the electrocorticographic (ECoG) signals
recorded on the brain surface (4 « 8 electrode-gird, Ad-
Tech, Racine, WI, USA). The procedure consisted of the

Table 1. Demographic and clinical data of TLE patients and autopsios

unilateral amygdalo-hippocampectomy, which includes
the microsurgical excision of the head of the anterior
body of the hippocampus, amyadala, portions of the
uncus, the parahippocampal gyrus and was followed by
the tailored resection of the temporal neccortex (San
Juan et al, 2011). Patients without HS were submitted to
a similar surgical procedure; in this case amygdalo-
hippocampectomy was practiced depending en the local-
ization of the lesion. After a careful dissection, the hip-
pocampus was stored for the following procedures.
Biopsies from tumors, malformations or any other alter-
ation were notincluded in the present study; in those cases
where tumors or lesions were restricted to the hippocam-
pus; lesion’s margins were used for the present study.

All samples from TLE patients were stored
immediately after resection in a Ringer solution (pH 7)
containing diethyl-pyrocarbonate (DEPC) and were
transported on ice to the laboratory within @ maximum
of 2 h, where RNA extraction was performed.

PX  Gender Age Seizure onset Duration of Precipitating AED nefore Other Side Surgical out-come  Final
age cpilepsy factors surgery drugs focus  Engel's diagnosis
367 F 22 12 10 FH, CET, F§ CBZ, LMG Right A HS
35 M 60 52 CET VPA,CBZ, CNZ RSF, BP Left 1 HS
302 M 41 2 a9 FH, F& PHE, LMG, CBZ SRT Left 1 HS
358 F 3 7 & Fs PHE, TPM, CBZ - Left 1 HS
215 M 19 1 18 FH, HYPOXIA VPA, LMG, TPM, Right 1 HS
LvT
22 F 23 13 10 FH CBZ, VT Left 3 HS
289 M 37 5 az F&, CET CBZ Right 1 HE
280 F 24 1 23 CET VPA, CBZ == Right 1 HS
285 M 43 27 16 YPA, PMD Right 1 HS
o M 56 11 45 PHE Right 1 HS
283 M 30 14 16 - VPA, CBZ - Left 1 HS
286 F 38 30 8 - VPA - Left 1 HS
286 F 33 12 21 FH VPA, PHB Right 1 HS
305 F 21 14 7 FH, CET FHE Left 1 HS
TE M 54 13 41 FH, CET CBZ, LMG = Right 1 HS
2803 M 23 10 13 CET PHE, VPA, Right ;| HS
202 F 42 4 38 CBZ, LMG Left 1 HS
282 M v o 28 HYPOXIA VPA, CBZ SRT Right 1 HS
BT F 27 27 0.2 CET TPM Right 1 oM
106 F 28 12 17 F&, CET PHE, CEZ Left ;| oA
200 M 46 45 1 — FHE DEX Right  NA GBM
278 F 18 14 4 PHE Left 1 Gl A
309 M 48 14 a5 CBZ, LC SRT Left 1 Cyslicercosis
229 M 34 30 4 - cBZ SRT Left 1 cD
CTRL Gender Age Side Post-mortem intermal (hotirs) Cause of death
c1 M 33 Right 8-10 Fire arm missile
cz M 37 Left 2-5 Fire arm missile
ca ™ 30 Left 1012 Fire arm missile
G4 M 73 Left 1012 Preumania
Cs oM 36 Left 10-12 Fire: arm missile
CcsE F 22 Left 1214 Suffocation
o7 F: 18 Left 16-18 Suffocation
Ca | 45 Left 16-18 Suffocation
CET: raneoencephalic fraumi, FH: family history, FS: febrle sutzures; PHE. phenyicin sodium; VPA valproic acid, LMG: | | TPM: Topi LVT: Ik

CRZ cart ping. GBE:

FMD: pyrimidona. CNZ- clonazepam; FHB: phenobarbital, LG lacosamide. DEX dexamethasone, SRT Serraline; RSF

tdons; BP; bigariden; HE: hipp pal sl in: CM "

o, O

li tome; GBM: gliobl Gll A grasde Il astrooytoma: GO cortical

displasia; ENGEL 1. free of disabling seizure; 2° rare disabling seizures; 3; worthwhile improvement; NA: not available
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Hippocampus of eight individuals with a cause of
death unrelated to a neurclogical or psychiatric disorder
was obtained (Table 1) these samples were
immediately frozen at —70 *C.

Demographic data of the sample

The autopsy control group included six males and two
females (mean age at the moment of death: 35 & 12
years old). In all but one of the samples, the left
hippocampus was analyzed. In all cases, the post-
mortem interval (PMI) was <18 h.

Patients with TLE were 13 males and 11 females with
a mean age of 35 4 12 years. The male/female ratio
(* = 1.08, gl =1, p=005) and mean age (f = 0.37,
p = 0.08) were statistically similar with respect to the
autopsy group. Clinical features: age at seizure onset,
146 L 10.7; years with epilepsy, 20.2 L 148 and
number of seizures the month before surgery 2.2 + 4.5,
The anti-epileptic treatment most commonly used was
Carbamazepine (58.3%), followed by valproate (VPA)
(40.9%), Phenytoin (33.3%), Lamotrigine (20.8%]),
Topiramate (TPM) (12.5%), Levetiracetam (8.3%),
Clonazepam (4.2%) and Pyrmidine (4.2%). From six
cases that received adjuvant pharmacological treatment
for treating comorbidities, four used Sertraline (SRT) for
ameliorating anxiety and depression symptoms. The
post-operative putcome evaluated 1year after surgery,
indicated that in most cases (B7.5%) the seizure
freedom was achieved (Engel class l); in a single case
a worthwhile improvement was demonstrated (Engel
class |ll), while in two cases no data were available as
they did not return to post-operative studies.

Extraction of nucleic acids

Brain tissue (100mg) was homogenized in 1ml of
guanidinium isothiocyanate solution; the half of the
volume was used for RNA extraction as described in
Chomeczynski and Sacchi (1987). high-molecular weight
DNA was extracted from the remaining amount using
the chloroform—phenol technigue.

In order to assure appropriate comparisons between-
groups, every DNA/RNA sample was checked for
parameters of quantity and purty (NanoDrop
spectrophotometer); the integrity was evaluated by gel
electrophoresis. No differences were detected in these
vanables between hippocampus of cases and autopsies.

Since samples of hippocampus from patients with TLE
and those of autopsies wers not obtained under strictly
similar conditions, the following assay was performed:
12 rats were euthanized by decapitation and their skulls
left at room temperature for different PMIs: Oh (N = 4),
4h (N=2), Bh (N=2), 16h (N=2) and 24h
(N = 2). At the end of each pericd, the cerebrum was
removed and the brain cortex dissected. Two samples
of the experimental condition O h were stored for 2h on
ice in a Ringer solution (pH 7) containing DEPC while
the remaining were stored at —70°C for 24 h. Total
RMNA was then extracted as described above.

Even though the amount of RNA recovered was
inversely related to the postmortem interval; this

variable did not affect the integrity and purity, as well as
the expression of the mt BDNFIV. Similady, no
significant differences were detected between the
samples stored in Ringer/DEPC solution as compared
to those from PMis of 168 h. These results imply that
different collecting methods did not exert important
effects on the results obtained in the analysis of the
human BDNF gene.

Expression analysis of BDNF transcripts

Reverse transcription reactions were set up using 4 ug of
total RNA, and 200 U of the Moloney Murine Leukemia
Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT; Invitrogen,
Carsbad, CA, USA: Catalog: 28025-013). The cDNA
was stored until further use at —20 °C.

BDNF expression was assayed using the following
AB| probes: BDNFI (Catalog: hs00538277-m1), BDNFII
(Catalog: hs00538278-m1), BODNFIV  (Catalog:
hsD0380847-m1), BDNFVI (Catalog: hs00156058-m1)
(Wong et al., 2010).

TATA-binding protein (TBP) (Catalog: 4333769F) was
chosen as the endogenous control probe. The rationale
for its employment instead of glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) used in previous
reports (Mathermn et al., 1997; Wang et al.,, 2011) was
based on our experimental cbservation of an important
delay in the cycle threshold (CT) values when using
GAPDH (CT for epilepsy samples = 347 4+ 3.7 and CT
for autopsies =312+ 17, t=24, p<005 as
opposed to TBP (CT for epilepsy: 31.7 &£ 2.7; CT for
autopsies = 31.6 £ 1.2, U = 93, p = 0.05).

Similar results have been previously reported in
neocortical tissue of patients with TLE as compared to
autopsy control groups (Wierschke et al., 2010). More-
over, it has also been reported that in vitro administration
of BDNF changes GAPDH mRNA levels while TBP
expression shows mere stability (Santos and Duarte
2008).

Each 25-pl PCR reaction contained 250 ng of cODNA,
1.25 yl of probe and 12.5 pl of Tagman Universal PCR
master mix, No-Amperase UNG (Catalog 4324018). No-
template controls were included in each experiment.
Samples were run in duplicate. Sds software (version
2.0; Applied Biosystems) was used for obtaining the Ct
values.

Methylation analysis of BDNF promoters

One microgram of DNA was treated with sodium bisulfite
using an EpiTect 96 Bisulfite Kit, according to the
manufacturer's instructions. (Qiagen, USA).

After bisulfite modification, a promoter IV and
pomoter V| PCR was performed, employing a
biotinylated primer. In the first case, the PCR reaction
was carried out in a 25l solution containing 1l of
bisulfite-modified genomic DNA, 1X PyroMark PCR
Master Mix, 1X CoralLoad Concentrate, 1X Q-Solution,
MgCl, 2.5 mM (PyroMark PCR Kit, Qiagen, USA) and
0.5 pM of the forward (F: 5-[BIn]TTTGTTGGGGTTGGA
AGTGAAAAT-3') and reverse pamers (R: 5'-CCCATCAA
CRAAAAACTCCATTTAATCTC-3') (Keller et al., 2010).
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PCR conditions included an initisl denaturation step for
5min at 95 “C, followed by 49 cycles of 15s at 95 °C,
1 min at 59 °C, and 1 min at 72 °C and a final extension
step of 10min at 72°C. For BONF promoter VI, the
PCR reaction was carried outin a 25 ul solution contain-
ing 1yl of bisulfite-modified genomic DNA, 1x of
KAPA2G Robust HotStart ReadyMix (Kapa Byosistems,
USA) and 0.5 uM of the forward (F: 5-GAGGAGGTGAG
GATAGGTTT-3) and reverse primers (R: 5'-[Bin]CTCAT
TAAAACCCCCCRAACAAAAAATAA-3'). PCR conditions
included an initial denaturation step for 5 min at 95 “C; 40
cycles of 15s at 95°C, 16s at 80°C and 45s at 72°C
and a final extension step of 10 min at 72 °C.

For pyrosequencing analyses, 10 pl of bisulfite-PCR
products (previously cleaned with 2pl of exo-sap:
Affimetrix, USA) were processed according to the
manufacturer's standard protocol (Qiagen, USA) with
the following sequencing primers (Promoter IV S: §-AC
AAAAAAATTTCATACTAA-3; Promoter VI 8: &5-AGTT
TAATYAGAAGAGTTAAATAATG-3).

Standard DNA samples (EpigenDX, USA) with
methylation levels of 0%, 5%, 10%, 25%, 50%, 75%,
and 100%, were also bisulfite-treated and analyzed for
each group of primers.

Statistical analyses

Expression levels are represented in graphs as 2 *¢'
values. The 2 3T formula, as described in Schmitigen
and Livak (2008) was used to calculate the fold of change
between experimental groups. Percentage of methylation
levels was obltained with the Pyromark CpG software.
The results are presented in the graphsas mean + 2stan-
dard deviation (SD) and were considered significant when
p < 0.05.

Statistical analyses were carried out with IBM SPSS
Statislic v.20. T test for independent samples was used
to evaluate differences between cases and autopsies,
while the effect of specific clinical variables was
evaluated using ANOVA and Dunnett's T3 post hoc test.
A non-Parametric Mann-Whitney U Statistic test or the
Kruskal-Wallis One-Way Analysis of Variance on Ranks
was performed when necessary.

For the premixed methylation samples of DNA, a
regression analysis was carried out for each group of
primers (exons IV and VI) and linearity was evaluated.

RESULTS
Changes in BONF mRNA ipts exp

The four assayed BDNF transcripts were detected in all
samples, with higher expression levels for those BONF|
and BDNFIV (Fig. 2) in the autopsy sample, as
previously reported (Pruunsild et al. 2007).

Compared to aulopsies, the fold-of-change for the
different BODNF transcripts analyzed in patients with TLE
were: (BDNFI: 2.3, BDNFII: 1.7; BDNFIV: 1.0; BDNFVI:
2.0) but transcript with exon VI {t = 2.1, p < 0.05) was
the only one that shows a statistical significant increase
(Fig. 2). At the individual patient level the expression of
the four BDNF transcripts changed in a similar way (i.e.

if a patient showed high levels of transcript with exon |,
high levels of transcript with exon I, IV and VI were also
observed). Nonetheless the degree of increment in
eplleptic tissue was higher for transcript VI.

Changes of BDNF expression with respect to other
clinical variables. Age, gender, age at seizure onset,
years with epilepsy, number of monthly seizures and
laterality of resection did not correlate with the
expression of BDNF transcripts. Likewise, BDNF
transcrpt expression in TLE-HS cases was similar to
that asscciated with other types of lesions (TLE non-
HS) (Fig. 3).

Among the different antiepileptic drugs used by
patients, only TPM (n = 3) was associated with a
significantly lower expression (F = 5.28, p < 0.05) of
BONFVI as compared to the remaining group of the
patients (0.2 times) and to the autopsy sample (0.5
times) (Table 2, Fig. 4). Moreover, a negative but not
statistically  significant  correlation  between the
expression levels and the dose of TPM used was found
(F = 83.5, R® = 0.97, p = 0.07).

In contrast, an increase in BDNF transcript with exon
VI was observed in TLE patients that used SRT (n = 4,
F=0642 p<005) as compared to the remaining
affected individuals (2.5 times), and to autopsies (4.5
times) (Table 2, Fig. 5).

Methylation levels and BDNF promoters 4 and 6

For the premixed methylation samples of DNA, the
analyses showed highly significant results (p < 0.01)
with R? ranging from 0.84 to 0.92, indicating that our
experiments adequately resemble the methylation levels
of the samples.

Low levels of methylation ( = 15%) were detected in the
first five CpGs located after the start site of transcription in
promoters 4 and 6, but non-significant differences
between TLE and autopsies were observed (Fig. B).

Mo changes on DNA methylation was observed either
with the presence of HS or with the use of specific
pharmacological treatments such as TPM and SRT.

DISCUSSION

We report here an increased expression of BDNF exon VI
in pharmaco-resistant TLE patients’ hippocampus
compared to an autopsy control group. The heightened
exprassion of a specific transcript is in agreement with
previous studies in human epileptic tissue where a rise in
BDNF protein and mRNA levels was reported (Mathem
etal., 1997; Murray et al., 2000; Hou et al., 2010).

An increase in the expression of BDNF has been
observed in the acute phase of the pilocarpine- or
kainate-induced SE (Shetty et al., 2003; Tongiomgi et al.,
2004). Some researchers (Heinrich et al., 2011; Pamish
et al, 2013), but not others (Shetty et al, 2003;
Tongiorgl et al., 2004) report that this increment is main-
tained during the late chronic phase (i.e. after at least
1 month of SE) when spontaneous recurrent seizures
are already present, suggesting that BONF could be impli-
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Table 2. Effect of ph in the exp of BONF i
Drug Sample BONF| BONFI BONFIV BONFVI
PHE 8 F=086pz= 005 F=09p>0086 F=049p > 005 F=214p =005
VPA 9 F =174 p = 0.05 F=211p =005 F=079p =005 F=232p=005
cez 14 F=119p= 005 F=062p=008 F=032p>005 F=214p =005
LMG 5 F=262p =005 F=066p =005 F=031p 30085 F=218p = 0.05
TPM 3 F=152p= 005 F=130p 3005 F=1.06p 3> 005 F =528 p < 0.05
LT 2 F=111p=005 F=064p > 005 F=041p 005 F=214p>005
SRT 4 F =089 pz=005 F=080p 005 F=033p 005 F = 6.28 p < 0.05
Sl W using a y ANOVA Taxt in hoid indicates statistical significant sfisct with p < 005

cated in the development of epilepsy while involvement in
maintenance of the epileplic state remains uncertain.
The analysis of the expression of differenl BONF
transcripls is of inlerest since they show distinct spatial
segregalion within the neuron (Paltabiraman et al,
2005, Aliaga el al., 2009). It has been proposed thal differ-
ential sorting of BDNF mRNAs lo specific sub-cellular

compariments may modify the synaplic architecture, with
possible implications for epilepsy (Tongiorgi el al., 2006).
Remarkably, in animal model studies, BDNFVI increases
in the dislal dendrites a few hours afler SE (Paltabiraman
el al., 2005; Chiarullini el al., 2008, Baj et al., 2013). It has
been speculated thal in this cellular location BDNF
mRNAs may increase the produclion of pro-BDNF,
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aclivale pro-apoplolic signaling cascades, potenliale
aexcilalory synapses as well as increase synaplogenesis
and dendrite arborizalion, eventually promoting epileptic
seizures (Chiarullini el al,, 2008).

Even though Wang el al. (2011) previously reported
an increase in BONF exons I, IV and VI in TLE-HS
patients as compared lo those non-HS; in the present
study HS did not affect the expression of the different
BDNF transcripts analyzed; in contrast lack of association
between BDNF protein levels and HS was also previously
reported (Hou el al.| 2010). Use of different endogenous
conlrols in quantilative PCR (as described in the method-
ology) andjor the clinical heterogeneity of patients could
also explain the lack of agreement among studies.

Variables such as age, gender, years with epilepsy,
seizure onsel age, number of seizures per day previous
to surgery and the laterality of resection did not modify
the results of BDNF expression. However, a decrease in
BODNFVI was detecled in three patients using TPM, a

drug with histone deacelylase inhibilor (HDACI)
properlies. An analogous dose-dependenl decline of the
expression of this neurotrophin was previously reported
in rats' hippocampus chronically Ireated with TPM (Shi
el al, 2010). Moreover, BDNF protein levels also
decrease in hippocampal slices oblained from palients
with pharmacoresistanl TLE after in vitro infusion of
another HDACI: VPA (Hou el al., 2010). Lack of effect
of VPA on BDNF mRNA levels observed in the present
sludy could be due lo the suspension of this drug two
weeks before surgery, in order to prevent the risk of hem-
orrhage during operation.

We also found an increment in the expression of
BDNFVI in hippocampus of four palients thal used the
serotonin reuplake inhibitor (SRI) SRT to treat anxiety
and depression symploms. A similar result was
observed when the Iimmunoreaclivity for this
neurotrophin_ was measured in TLE palients’
hippocampus using fluoxetine (Kandralavicius el al,

77



G.AM Levy etal /N ience 314 (2016) 12-21 19

(b)

-
TR AR TR I E L FE SRR & oot
| ™ - LV ~ 3 Autopsy
L
g‘
L]
3. .
.
]
. G) CpGd 301 CpGd G4 o

Fial & Cpd afier e sirel s0e of ansciption at BONF exon Vi

(d) = Epiepsy

{c} 0 Autopsy

[RTTFTTEATTC /TaOG L/ TG TAAGGE (TG TAG TTTGEAG TTTC/ TG GG TTTTC TETIGT
L] o]

104
L1
00|
a

200|

T rr i reid Tt rirer ce it radverTeta vyt
s 0 15 P ' ) 1] = = v
Frat § CoGs aher fe st sée of tramacripion @ BONF exon VI

Fig. 6. C of the ylation levels at the first five CpGs | d afler the ion start site at exons IV and VI, betwean TLE cases
and autopsies. Left panel: dmmmalhBWpr«IWn}amvltc} Rnghtpand m;ltwumlamism
NBONFWN(I:J:M\H(#} mnﬁ::mtmhus)mdmlupﬂu(wﬁiubln] Statist g was using an

unpaired, two-lailed f-tesl.

2013). In addition, in depressive patients a rise in serum order to understand BDNF expression regulation and ils

BDNF protein and mRNA BDNF has been associated to role in epilepsy.

the use of a variely of SRI's (Molendijk el al, 2014,

Hong el al,, 2014). Interestingly, in animal models it has

been reported thal anti-depressive trealment as well as CONCLUBION

exercise specifically increase BDNFVI, promoting the for- The role of the different BONF transcripts in epilepsy is

mation of new distal dendrites in the CA3 neurons (Baj still controversial, Even though, previous studies have

al al., 2012). This effect could enhance the communica- analyzed the steady-state expression of BDNF gene in

tion with the dentate gyrus promoting the hippocampus’ relation to SE, reports in epileptic lissue are scarce. To

funclional recovery (Baj el al., 2011, 2012). our knowledge this is the first study thal analyzed these
The effect of the pharmacological treatments on the variants in epileplic lissue of TLE patients in comparison

expression of BDNF transcripts has barely been lo autopsies. Changes in the expression of specific

studied, especially in epileptic tissue, and our results BONF transcripls, as reported here could have

suggest thal they probably affect its mRNA levels. functional implication in epilepsy or could be related to

Nonetheless, due lo the discrete number of individuals the use of other pharmacological treatments. Fulure

laking these drugs, caution should be taken when in vitro and animal model sludies are warranted lo

interpreling the association related to the use of TPM or further investigale these possibilities.
SRT. Future research including higher number of

samples |s required in order to further discriminate Acknowledi {s— This article co a partial req
between the eflects dependent on pharmacological to obtain the PhD qmda in ma Pasfgrno‘uare program of Brahg.‘-
treatment from those associated with epilepsy. cal Sch at the A / us Ul ity of A
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levels in specific promoters (Martinez-Levy and Cruz-
Fuenles, 2014). Nonetheless, under our experimental
conditions, the analyzed regions near the start siles of
transcriplion atl exons IV and VI were complelely un-
methylated in aulopsies and cases. Other mechanisms
like the intra-nuclear position of BDNF gene (Waiczak
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The BDNF is required for the development and proper function of the central nervous sys-
tem, where it is involved in a variety of neural and molecular events relevant to cognition,
learning, and memeory processes. Although only a functional mature protein is synthesized,
the human BDNF gene possesses an extensive structural complexity, including the pres-
ence of multiple promoters, splicing events, and 3'UTR poly-adenylation sites, resulting in
an intricate transcriptional regulation and numercus messengers RNA. Recent data sup-
port specific cellular roles of these transcripts. Moreover, a central role of epigenetic modi-
fications on the regulation of BDMF gene transcription is also emerging. The present essay
aims to summarize the published information on the matter, emphasizing their possible im-
plications in health and disease or in the treatment of different neurologic and psychiatric dis-
orders.
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Figure 1. BDNF human gene structure. The white boxes indicate exons, the numbers
below show the base pairs that comprise them. The grey spaces point to introns, and the
numbers above the base pair that constitute them. The arrows designate the alternative
start transcription sites. ASD represents Altemative Splicing donors, while ASA represents
Alternative Splicing acceptor sites; the AT G symbols indicate start translation codons. The
PA inscription correspond to altemative poly-adenylation sites, and the TAG mark desig-
nates the only termination codon for translation within this gene. Itis imporiant to point out
that the 5° regions of exon |, Il [Il, IV, ¥, ¥h, VI VI, and X correspond to independent pro-
moters that regulate the expression of at least 17 transecripts and that exon |, ||, and V|
present CpG islands that in this figure are marked by ovals, Finally, the region ¢ of exon X
marked with dark grey corresponds to the codification region of proEDNFE

INTRODUCTION

The Brain-Derived Neurotrophic Factor
(BDNFT}, purified from the porcine brain in
1982 by Barde etal. [1]. is member of the nen-
rotrophins (NTs} family. is involved in the de-
velopment of the vertebrate nervous system
(NS) [2.3]. and regulates synaptic plasticity in
the adult brain, influencing the migration of
axons and adjusting the number and size of
dendrite spines in neurons [4]. Tt is also in-
volved in neurogenesis [3] and synaptogene-
sis [6] and facilitates the physiological
mechanism of long-term potentiation (LTP}in
hippocampus [7]. so it has been associated
with processes of learning and memory [8]. Tn
contrast, the immature isoform (proBDNF}
has beenassociated with the activation ofnen-
ral apoptosis [9] and facilitation of long-term
depression in hippocampus [10].

In addition to its neurotrophic fmction.
BDNF strongly promotes cell survival in
various animal models of neurclogical dis-
arders such as the Amyotrophic Lateral Scle-
rosis (ALS) Parkinson’s and Alzheimer’s
diseases [11]. and epilepsy [12]. Moreover.
the observation that the fa vifro application
of some antidepressant drugs increases the
levels of BDNF [13] supports a relevant role
of this neurotrophin in the patho-physiology
of depression [14]. Overall, this leads to con-
sider that failures in the regulation of BDNF
synthesis could be related to diverse neuro-
logical and psychiatric disorders [15]. as well

as sustains the proposal of its possible thera-
peutic nse [11-13].

The BDNF possess a structural and fune-
tional complexity reflected in 1} the presence
of multiple gene promeoters; 2} the expression
of multiple transcripts, susceptible to alterna-
tive splicing events and/or different poly-
adenylation patterns; 3} the synthesis of
diverse precursor isoforms (pre-pro-BDNF},
but only a single mature molecule; 4} the ac-
tivation of two different receptors regulating
apposite effects. ITn summary, all of these fea-
tres imply the existence of a very selective
maolecular mechanism that regulates the
prapet production of BDNF [16.17].

This review will attempt to summarize
the complex BDNE transcription regulation,
taking mnto consideration relevant epigenetic
mechanisms. A strong similarity in sequence
and gene strueture for BDNF among verte-
brates is acknowledged; therefore. although
some mportant aspects of the lhwman BDNF
gene are still unknown, inferences can be
obtained frenm other species. For instance,
the BDNF 57 exon sequence identity among
the human (Heome sapicas). rodent (Reatius
norvegicus, My musoulus), and fish (Di-
centrarchus lubrax) ranges from 95 percent
te 38 percent, with the exon 1T showing the
highest valne (=90%:} [18]. In the same way,
exon [, TV, and VT are quite similar when ro-
dents and Imumans are compared [ 15]. More-
over, they share the same alternative 57 exon
splicing mechanism [15.18].
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PROMOTERI
183pb  -178pb 72pb ok
AP1RE PAS RE CRERE
tcactca  cacgac tcacgta
PROMOTER IV
-89 pb -7iph -49 pb -38pb -13pb  +Bpb +1pb +140 pb
PASRE  CaREl UBERE  CRERE BHLHB2RE NFRPRE NFAT RE
eglg teatttegag teatatg gcacgtea ctegt  BEACICCA TTTCCA
PROMOTERIX
+1pb +743pb  -748pb
—_—
PAS RE CRE RE
CICGTG  GACAGCA

Figure 2. Structure of the human BDNF promoters pl, plV, and plX. Describes the
transcription factors that in vitro studies have demonstrated that can join this gene. The ar-
rows correspond to the site where the start transcription codon is located. The numbers
above the line indicate the base pairs where the consensus regions for each transcription
factor were identified. The legends below the line specify the transcription factor that binds
to that locus and the sequence of nucleotides important for that. Abbreviations: AP1 RE:
Adaptor Protein 1 Response Element; Pas RE: Pas Response Element with a reverse di-

rection; CRE RE: cAMP/Ca~ Response Element; Ca RE1: Calcium Response Element
type 1; UBE RE: Upstream Stimulatory Factor Binding Response Element; bHLHB2 RE:
Basic Helix Loop Helix B2 Response Element; NFkp RE: Nuclear Factor kp Response El-
ement; NFAT RE: Nuclear Factor of Activated T cells Response Element.

We will also attempt to discuss the pu-
tative implication of these molecular events
to health and disease. Other important cel-
lular processes involved in the proper func-
tion of the mature protein as the regulation
of post-translational modifications or the
constitutive or regulated secretion will not
be covered here.

HUMAN BDNF GENE STRUCTURE

The human BDNF gene is located at
chromosome 11, region p13-14. The current
expert agreement indicates the existence of
11 exons (Figure 1), nine of which contain a
specific promoter that regulates its expres-
sion [17,19]. Although the use of alternative
promoters is not uncommon (i.e., the pres-
ence of two to three promoters has been de-
scribed in approximately 50 percent of the
human genes [20]), the existence of nine dif-
ferent promoter sequences is an exceptional
characteristic of the BONF gene. Moreover,
the intron-exon boundaries possess the ar-

chetypical GU-AG consensus signals for al-
lernative splicing events [19,21].

Additionally, an interesting but fre-
quently ignored feature of the structure of
the BDNF gene is the existence of a 200 kb
antisense region that includes 10 exons tran-
scribed from a single promoter [22] with the
ability to synthesize a wide variety of anti-
BDNF small non-coding RNAs (miRNAs)
[17.19,20].

As illustrated in Figure 2, a number of
DNA binding sites for distinct transeription
factors have been characterized in the differ-
ent promoters of the rodent BDNF gene [23-
26). Interestingly, an increase in intracellular
calcium (Ca*) levels has been associated with
the activation of these binding sites [27,28].
This is relevant because it has been described
that either the activation of glutamate recep-
tors or voltage-gated calcium channels
(VGCC) promotes the differential expression
of particular BDNF transcripts [29,30]. In-
triguingly, in cultured primary neurons ob-
tained from a transgenic mice to which the
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human BONF gene was inserted, the Caleium
Response Element (CaRE), the Nuclear Fac-
tor Activated T cells Response Element (NFA-
TRE), and the Nuclear Factor kf Response
Element (NFkfiRE) [19] — activated by an
nflux of Ca'' in the rodent BDNF gene after
the glutamate receplor stimulation [31-34] —
showed otherwise to be msensitive to the neu-
ral depolanzation elicited by the activation of
L-type VGCC [19]. These results underscore
the notion that the involvement of specific in-
tracellular second messenger pathways (acti-
vated by intracellular Ca™) dictates the
expression ol different BDNI' transcripts, pos-
sibly via the synthesis and binding of different
transcription factors to a particular promoter
sequence [35].

Morcover, the preferential activation of
certain promoters could have a significant
role in the susceptibility of developing cer-
tain neurological or psychiatric disorders
[15,22], as exemplilied in reports on de-
pression [36], bipolar disorder [37], schizo-
phrenia  [37,38], epilepsy [39], and
Alzheimer’s disease |40, where changes in
the BDNF expression have been described.

EPIGENETIC REGULATION OF
BDNF

Other molecular events involved in the
regulation of BDNF expression are those re-
lated to the epigenetic modifications. In a
broad sense, epigenctics refers to the way in
which chromatin structure is remodeled
without affecting the sequence of nu-
cleotides within the DNA. For many years,
these processes were only implicated in cel-
lular differentiation and development; how-
ever, 1t is currently recogmzed that they are
also relevant for differentiated cells [41-44].
A case in poinl are neurons in which the cell
plasticity, necessary for processes of learn-
ing and memory, needs Lo be long-lasting or
permanent; therefore, epigenetic mecha-
nisms could help to explain, for example,
why neurons do not actively divide [45].

Experimental results obtained from in
vitro and amimal models support the role of
epigenetics mechanisms on the regulation of
BDNF gene expression. For instance, the in

silico analysis of the gene sequence shows a
number of CpG 1slands in promoters (p) pl,
pIl and pIV of the human gene and pl. plI,
IV, pV, pVI, and pIX in the rodent gene
[16]. Moreover, the treatment with the DNA
methyl inhibitor 5-azacitidyne (5azadC)
stimulates the expression of exons I, [V, V,
VIIL, and IX in C6 rat glioma cells and
exons I, [11 [15] and IV [46] 1n mouse neu-
roblastoma cells (Neuro2A). On the other
hand, addition of the histone deacetylase in-
hibitor Trichostatin A (TSA) promotes an in-
creased expression of exons IIT, VII, and
VI in C6 cells, although it did not affect
the expression of any transcript in Neuro2A
cells [15]. Nonetheless, in the latter exam-
ple, an increment in the expression of exon
[and TV was detected when higher concen-
trations of TSA were used, an outcome also
linked with an increase in Histone (H) 3 and
H4 acetylation in the BDNF pl, an epige-
netic mark linked with gene expression [46].
Interestingly, in the latter study |, the highly
methylated status of the 57 proximal region
of the BDNF exon | — but not the exon IV

observed under basal conditions disap-
pears aller (reatment with 5AzadC [46]. As
a whole, these results suggest that there must
be an exiremely specilic epigenelic regula-
tion of BIINF expression regarding promot-
ers and cell types.

On the other hand, several molecules
participate in the epigenetic regulation of
BDNE, One example is the methyl-CpG
binding protein 2 (MeCP2), identified by its
ability to add methyl groups in the genome
|47] and for recruiting the type | histone
deacetylase (HDACL) Sin3A [48]. It was re-
cently described in cultured mouse corfical
neurons that the MeCP2-Sin3A complex
generates a long-term inhibition of the
BDNF plV [49]. Moreover, he experimen-
tal observation of the phosphorylation and
further dissociation ol MeCP2 from this
locus, either after depolarization of cultured
rat neurons [28.49,50] or following the acti-
vation of the cyclic adenosin monophos-
phate (AMPc) pathway in the human
neuroblastoma cells [51], support a relevant
role of MeCP2 in the regulation of BDNF
gene expression.
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Table 1. Epigenetic effects of the pharmacological treatment for neuropsy-

chiatric disorders.

Reference Treatment Model mRNA Epigenetic Brain region
BDNF
[59] Fluoxetine Perinatal stress ft 1 H3 acetylation in  Hippocampus
in rats plv
80 Imipramine  Social defeated fr I H3 acetylation in  Hippocampus
mice plV and pVI and
H3K9 methylation in
plil
[61] Valproic Fear TIV 1 H3 acetylation in Prefrontal
acid conditioning rats plV cortex
62] In Vitro fland T H3and H4 acety-  Rat cortical

v lation in pl and H4
acetylation in plV

neurons

Another relevant instance is the growth
arrest and DNA damage-inducible 45B pro-
tein (Gaad45B) involved in the demethyla-
tion of neurogenesis-related genes [44,52].
This molecule binds to pIX ol the ral gene,
promoting  hippocampal neurogenesis
[44,53]. Additional germane examples with
a pulative epigenetic ellect over this neu-
rotropin are 1) the transcription factor NFkp,
since a di-methylation of lysine 4 residue at
H3 histone on the BDNF pl has been de-
tected 1n a locus containing a potential NFxp
binding site [54]); and 2) the CREB binding
protein (CBP), which adds acetyl groups to
histones in other gene sequences (like the
Major Histocompatibility Complex class IT
gene) [55,56]. [t 1s known that CREB binds
to different BODNF promoters (Figure 2)
[19,23], although it remains to be demon-
strated that the complex CREB/CBP can
acetylate histones at BDNF specific loct.

Lastly, the anti-BDNF transcripts (miR-
NASs) may also have the polential lo regulate
the expression of this neurotrophin through epi-
genetic mechamsms. For instance, in viro stud-
ies show that these molecules can diminish
both the expression of mRNA and synthesis of
the protein through the recruitment of EZH2, a
methyl-transferase promoting the three-methy-
lation of lysine 27 residue at H3 on the BONF
locus, an epigenetic mark frequently linked
with repression of transcription [ 20]. Moreover,

the genetically engineered over-expression of
miRNA 212 in the rat striatum decreases the
BDNF protein levels through deactivation of
MeCP2 [57]. However, no changes were ob-
served 1n the expression of BN aller expo-
sure to an enrichment environment in which an
increment of mirl 24, mirl32, mirl 33, and
mirl4 were also noted [58].

It is worth to note that epigenetic marks
in different promoters of the murine BONE
gene have been described in relation to sev-
cral “external/environmental™ events like
consumption of cocaine, stress in the early
stages of life, memory related to fear, vol-
untary excreise, and enriched environment
[16], as well as after psychopharmacologi-
cal manipulation (Table 1) [59-62]. Re-
markably, in some ol these studies, there 13
a significant correlation among specific his-
tone modification, DNA methylation pat-
terns at pl, pIV, and pV1, and changes in the
expression of the correspondent transcripts
|61-63]. Unlortunately, changes in epige-
netic marks related to neuropsychiatric dis-
orders has been analyzed only recenily in a

limited number of studies (Table 2) [64-74].

TRANSCRIPTIONAL REGULATION
OF BDNF

As result of the existence of multiple
promoters and alternative splicing events, at
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Table 2. Epigenetic modification in BDNF human gene.

Reference Study Variables BDNF Epigenetic Tissue Sample
Subjects Changes Status
[64] Schizophrenia ~ BDNF U Methylation Frontal corlex Posl-
Val66Mel SNP al exon IX morlem
[65] Suicide victims ~ Suicide death U mRNA I Methylation Wernicke Post-
and protein - at plv Area mortem
[66] Healthy Smoking 1 Methylation Peripheral In viva
adolescenls during al pvl, bulno  blood
pregnancy al plV
[67] Mather Prenatal Any effect Peripheral Invivo
matemal blood and
depression umbilical cord
68] Deprassion Anlidepressant 1T mRNA U H3K27me3 Fronlal corlex Posl-
treatment al plv martem
[69] Alzheimerand  Cases vs. U mRNA fl Methylation Frontal cortex Post-
bipolar disease  conlrols mortem
[70] Bipalar Cases va. U mRNA 11 Methylation Peripheral In vivo
disorder controls at pl blaod
[71] Schizophrenia  Cases vs. T mRNA U Melhylation Peripheral In vivo
controls blood
[72] Bipolar Cases vs. 1t protein [l Methylation Peripheral In vivo
disorder conlrals but not at pl and blood
associated  exon IV
with
mealhylalion
slalus
[73] Posl-slroke Presence of U Methylation Peripheral fn vivo
depression depression blood
74 Major Antidepressant U protein U Methylation Peripheral Invivo
depression treatment {non signifi- at plV in non-  bload
disorder cant) responders

least 17 transcripts with different 5" and
JIUTR (untranslated region) segments could
be synthesized [rom the BDNF human gene
[17]. Nonetheless, all these messengers share
a common coding region included n exon IX
that comprises the complefe sequence of the
proBDNF molecule. Additionally, this exon
conlains two poly-adenylation sites general-
ing transcripts with either a long or a short 3°
UTR [17]. The putative functional relevance
of this structural feature is revealed by ani-
mal model studies showing that mRNAs
with a long 3" TITR are primarily located in
dendritic spines [75] and only translated in
response to neuronal activation. In contrast,

those with a short 3"UTR are actively trans-
lated in the soma to maintain the protein
BDNF basal levels [76].

Furthermore, a preferential location of
specific transcripts, in particular cellular com-
partments, has been described. For example,
in the rodent visual cortex and hippocampus,
the messengers [rom exons | and IV are pre-
dominantly expressed near the neural soma,
whereas those generated from exons [ and
VI are mainly located in distal dendrites [77-
79]. Interestingly, the aforementioned tran-
scriptional compartmentalization appears to
have functional consequences, as indicated
by recent in vitro experiments in which the
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Table 3. Changes in BDNF transcript expression in humans.

Reference Variables

Changes in BODNF Tissue

Samples status

transcript expression

[88] Alzheimer's I, land IV Parietal Cortex Post-mortem

[89] Cocaine Addiction U land IV Cortex Post-mortem

[89] Cocaine Addiction U IV Cerebellum Post-mortem

[20] Schizophrenia Un Frontal Cortex  Post-mortem

[e0] Antidepressant U, 1, IvVand Vi Frontal Cortex  Post-mortem
Treatment

[90] Antidepressant Uland il Parietal Cortex  Post-mortem
Treatment

[eq] Antidepressant b Hippocampus  Post-mortem
Treatment

over expression or silencing of these specific
BDNF 5'splice variants affect in a spatial
lashion the dendritic branching and phospho-
rylation of the BDNF Tyrosine Kinase B
(TriKB) receptor. These experimental dala
also suggest that the different splice variants
could represent a spatial code used by neu-
rons (o larget the ellects ol BDNE to distinel
neural compartments [80].

Finally, although the BDNF expression
along the ontogeny of the brain has been de-
scribed clsewhere [81,82], the analysis of
the different transcripis has been barely ad-
dressed. For instance, Pattabiraman et al.
[77] noted a pattern of differential expres-
sion in the rat visual cortex of various splic-
ing forms at different postnatal days (I*). In
this brain area, exons IV and VI were no-
ticeable at P13 (a developmental carly pe-
riod linked with the start of eye opening),
while exons | and Il were detected only until
P40 (a mature stage of this sensory cortex
and where monocular deprivation has no el
fect). Moreover, an important increase in the
expression ol exons IV, and in lesser extent,
exon VI, is observed, an effect that remains
stable throughout adulthood (PP90). Interest-
ingly, it was also found that the expression
of exons I, IV, and VI were importantly re-
duced at P40 in the occipital cortex, as a
consequence of temporary blocking the
clectrical activity of retinal ganglion cells,

suggesting a link between the rat visual ex-
perience and the BDNF gene transcription
during the critical period of formation of oc-
ular dominance columns in the Visual Cor-
tex [83,84|. Unflortunately, an equivalent
developmental event in the human visual
cortex has not been yet described.

On the other hand, the developmental
BDNF expression in the human Dorsolateral
Prefrontal Corlex was recently reported
[85]. In this cortical region, exons [ and VI
were steadily expressed throughout the first
phases of infancy (neonate, infant, toddler)
but decline in the following years (6 to 40
years). In contrast, transcripts IT and TV,
barely detected in neonates, increased their
expression in infants and toddlers to finally
diminish and reach a steady level [rom 5
years through adolescence and adulthood.
These data show important brain regional
and temporal variation in BONF expression
and important differences among species.

Another putative implication ol the ex-
pression of this neurotrophin during devel-
opment  was recenlly discussed by
Calabrese et al. [86], who reported that
compared to wild type animals, SERT
(serotonin transporter) knockout rats dis-
played a reduced expression of BDNF tran-
serits I, TV, VI in ventral hippocampus and
prefrontal cortex | to 4 weeks after birth.
The simultancous decrease of both SERT

88



180 Martinez-Levy and Cruz-Fuentes: Genelic regifation of BDNF

i B2 B o @
< % 2 2
632 509 =18kh 244 To 187 497 =25kb =140 478
| ] I W ¥ Vh W Wil Win Wiiin ¥a | b d
64 #54 257 a7 B2 35 £ 15 28 "7 i
B
c
D
A
A 247 az 14 of the 17 mRNA
B 255 3a mRNA Exon |
C 262 aa mRNA Exon V|
D 328 aa mRNA Exon VIl

Figure 3. EDNF protein products. Shows the protein isoforms that can be synthesized
fromr the BONF gene and the transcripts that give them origin.

and BDNF in these animals seems to ex-
plain the evident signs of depression and
anxiety observed in these genetically mod-
ifiec animals [87]. probably affecting neural
plasticity. Moreover, it is tempting to as-
sume that changes at critical time windows
of development of the expression of this
nenrotrophin can increase the risk for
mocdfanxiety, particularly m those individ-
ual carrying certain genetic variants of the
SERT [86].

In summary. there is solid experi-
mental evidence of the existence of mul-
tiple BDNF transcripts with apparently
distmet functional properties. Further
studies are encouraged. as the accurate
time and spatial description of the splice
variants might provide key information
about the particular cell types or neuronal
circnits invelved in specific neuropsychi-
atric disorders, also stimulating the de-
velopment of alternative pharmacological
treatments [80]. Regrettably, only few
studies have determined the expression of
more than a single transcript at once
{Table 3} [RE-90].

POST-TRANSLATIONAL
MODIFICATIONS AND BDNF
ISOFORMS

As illustrated m Figure 3. exons T, VIT,
VTIL, and TX possess an alternative transla-
tiom start codon, but only exon X includes a
translation stop codon. Therefore, theoreti-
cally. four different pre-pro-BDNF protein
isoforms could be synthesized differing in
an extended amino terminal region accord-
ing to the particular transcribed exon (exon
LWL and VTIT: 8. 15 and 8 | amino acids. re-
spectively} [17]. Tt has been proposed that
the length of the pre-domain could affect the
intracellular BDNF trafficking. with the
lemger versions preferentially promoting the
secretion of the immature isoform [15].

Inn the brain, the 32 kDa proBDNF can
experience at least three final paths: 1} to be
edited mainly in Golgi and secreted as the
mature BDNF molecule; 2) to be secreted as
proBDNF and procesed to mature BDNF in
the synaptic space; or 3} to be secreted as
proBDNF without any subseguent digestion
[91]. Tn any case. the proper understanding
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of the different mechanisms and circum-
stances associated with the neurotrophin se-
cretion will be of great biological relevance
as the fine-tuned equilibrium between the
different isoforms could dictate different
physiological outputs.

ProBDNF binds to the receplor p75 (a
member of the tumor necrosis factor receptor
[armily). This binding has been associated with
the boosting of long-term depression in neu-
rons of the hippocampus [10] and neuronal
pruning in the nervous system [92] or with ini-
tiating programmed neuronal death [93]. Sim-
ilar elfects have also been reported when
proBDNF  binds to the hetero-dimeric
p75/sortilin receptor [94]. Moreover, the p75
receptor can also be associated with the Nogo
receptor complex (NogoR, Lingo, p75NTR)
that mediates inhibition of axon growth [95],
In any case, the binding of proBDNF to p75
activates the Jun kinase signal cascade path-
way (JNK), more specifically iriggering INK3
[93], causing apoptosis through the activation
ol p53 tumor suppressor gene and caspases
[95]. Moreover, proBDNF/p75 also activates
the small GTPase RhoA and its downstream
ellector Rho Kinase that has been associaled
to inhibition of neurite outgrowth [96].

On the other hand, the mature BDNF
molecule has an important affinity for TrKB
(Kd = 9.9 » 10 " M) [97]. Binding to this
membrane receptor has been related to the
increase of synaptic transmission and plas-
ticity, neural proliferation and survival, and
axonal sprouting [91,92]. In the absence of
TrKB, mature BDNF could also bind to p75
receplor in order fo regulale axon pruning
[91.92]. The BDNF/TtKB interaction leads
1o the activation of three intracellular signal-
ing cascades: 1) the phospholipase C: 2) the
phosphatidyl-inositol-3 phosphate  kinase
(PI3K); or 3) the kinases regulated by extra-
cellular signals. These mechanisms promote
calcium entrance inio the cell thal leads (o an
increment in gene expression, associated
with cellular differentiation [8] and dendrite
formation |98]. Moreover, TrKB activation
stimulates AKT signaling pathway through
PI3K to modulate cell survival [99,100].

As previously mentioned, the fran-
seripts with a long 3'UTR are located

mainly to distal dendrite. This could largely
lead to the secretion of the proBDNF mole-
cule, as this neural compartment does not
possess Golgi [75]. Remarkably, in the fish
Dicentrarchus labrax, the differential ex-
pression of BDNF transcripts after stress can
produce an increment in the secretion of
proBDNF [18]. To our knowledge, no sin-
gle study has evaluated if the dilferential ex-
pression of BDNF transcripts could affect
the proportion of which proBDNF and
BDNTI isoforms are secreted in the human
brain, information that could have important
implications for neuropsychiatric disorders.

CONCLUSION

As revealed by the increasing number
and variety of papers in recent years related
to a very broad spectrum of BNDF-associ-
ated topics, including health, discase, ncu-
roscience, or cognition, this neurotrophin
has become a paradigmatic example of a
“multitask™ neural molecule.

More specifically, the multiple neural
Tunctions associated with its effects in the
nervous system have foreseen certain thera-
peutic applications for a variety of neuro-
logical and psychiatric disorders, mncluding
ALS, epilepsy, depression, Parkinson’s, and
Alzheimer’s discase [11,12,14,101]. Of spe-
cial interest is the case of ALS, where the
administration of BDNF (and other neu-
rotrophins) has been already evaluated in
humans. Although the preclinical studies ap-
peared promusing, phase III trials showed
only mimimal benelicial effects for a sub-
group patients (e.g.. those in an advanced
stage of the disease) [101], a failure proba-
bly related to the complex regulation of
BDNT within the nervous system.

Moreover, the recent description of an
accurate distinction between patients with
major depression or healthy controls, based
on the methylation profiles of CpG units
within the BDONF pl in peripheral samples
(e.g., leucocytes, blood mononuclear cells),
envisage its putative use as an cfficient di-
agnostic biomarker of depression [102].

This approach has been recently at-
tempted for other psychiatric conditions
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such as schizophrenia [71], borderline per-
sonality disorder (BPD) |72, depression
after a stroke event [73], and bipolar disor-
der [70], or as a surrogate marker of clinical
response for psychopharmacological re-
sponse in depression [74.102] or psy-
chotherapy in BPD [72]. Interestingly, in the
latter example, the methylation status of
BODNF was positively associated with the
history of child malireatment | 72|, showing
that this neurotrophin is an important mod-
ulator of the gene/environment interplay, as
we have previously reported by evaluating
the genetic variance ol BDNF in depressive
patients [ L03].

As it has been highlighted in this review,
the functional effects of this molecule in a
particular brain region would depend on mul-
tiple time/location-regulated  molecular
events, including the synthesis of their differ-
ent transcripts: the presence of specific tran-
scription  factors:  the recruitment  of
molecules with epigenetic effects; and the ac-
tivation of particular receptors: among others,
Moreover, epigenetic mechanisms that seem
to be strongly dependent on external/envi-
ronmental events must be included in this
complex molecular equation. This is particu-
larly important to neuropsychiatry shmulal-
ing new avenues for clinical experimentation
(c.g.. by using methylation/acetylation his-
tones-modifying drugs) as currently at-
tempted in cancer treatment.

In any case, further investigation at
clinical and basic levels of BDNF produc-
tion is warranted.
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Anexo 3: Resultados de las cortezas
cerebrales

Incremento de los transcritos [y VI de
BDNF asi como de CREB y GR en

corteza temporal de pacientes con
ELT
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Antecedentes:

La epilepsia es uno de los trastornos neuroldgicos mas comunes (Engel et al., 1997, Goldenberg,
2010) que afecta de forma considerable la vida social de aquellos que la presentan ya que estos
sufren discriminacion, lo que culmina en su aislamiento y exclusion (Lee, 2002). En México, se ha
estimado una prevalencia de por vida de este trastorno del 1-2 % (Rubio-Donnadieu, 2011). Se ha
reportado que en el 66% de los pacientes, estas crisis tienen su inicio el sistema limbico, incluyendo
el hipocampo, y en consecuencia se les clasifica como Epilepsia del Lobulo temporal (ELT) (Semah

etal., 1998).

Estudios de electro encefalogramas (EEG), de Tomografia por emisién de Positrones (PET) y de RM
han propuesto a la ELT como una enfermedad que afecta a una red neuronal mas que a una region
particular del cerebro como es el hipocampo (Reiderer et al., 2008). En particular, los estudios de
RM han demostrado consistentemente que la atrofia cerebral presente en los pacientes con ELT
afecta regiones que estan funcional y anatdmicamente comunicadas con el hipocampo como la
corteza temporal y las regiones limbicas (Bonilha et al., 2003, 2004; Mueller et al., 2006, Bonilha et
al., 2010) y se ha especulado que la aparicion y el progreso de esta atrofia puede asociarse a la
pérdida de las fibras eferentes del hipocampo que disminuyen la conectividad entre estas regiones

cerebrales (Sutula et al., 2003).

En términos histologicos, la atrofia global del I6bulo temporal en pacientes con ELT se asocia en el
10 al 50% de los casos con la presencia de displasia cortical (Diehl et al., 2004) y con EH en el 70%
de los pacientes con ELT (Tassi et al., 2009, 2010). La displasia cortical se caracteriza por la
desorganizacion laminar o columnar de la Corteza Temporal (CT), la presencia de células

piramidales hipertréficas fuera la capa V de la CT y/o la presencia de neuronas dismorficas y en
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forma de balon (Palimini et al., 1994), lo que implica una afeccion en la migracion y maduracion de
las neuronas; procesos, que como mencionamos en el cuerpo de la presente tesis, pueden estar

regulados por el BDNF.

En este sentido, existe una gran cantidad de informacion que sugiere que el BDNF tiene un papel
relevante en la epilepsia; sin embargo, la expresion de esta molécula no se limita a un solo transcrito
(Pruunsild et al., 2007) y los distintos ARNm de BDNF pudieran llegar a tener un efectos
diferenciales en términos del proceso epileptogenico (Tongiorgi et al., 2006). En particular, nosotros
encontramos que después de analizar la expresion de los transcritos de los exones |, II, IV'y VI de
BDNF solo incremento la expresion del transcrito del exén VI en hipocampo de pacientes con ELT,
como se observa en la figura 6 de la presente tesis. Como primer objetivo de este trabajo
consideramos corroborar si este cambio también se observa en la corteza temporal de estos
pacientes, ya que es una region que guarda comunicacion intrinseca con el hipocampo y como

mencionamos en los parrafos anteriores se encuentra afectada en pacientes con ELT.

Por otro lado, evaluamos si la ELT se encuentran asociados a cambios en la expresion de la
proteina de unién al elemento de respuesta del Adenosin Monofosfato Ciclico (CREB), que es una
de nuestras hipdtesis alternativas para explicar los cambios en la expresion de BDNF que no
parecen estar asociados a cambios en la metilacion de los promotores analizados al estudiar las
muestras de hipocampo. En este sentido, recientemente se identificaron sitios de union CREB en los
promotores 1, 2, 4 y 6 de gen BDNF de ratas y se reportaron cambios en la unién de pCREB en el
area tegmental ventral lo que se asoci6 con cambios en la expresion de los transcritos Il, IV, VI (Koo

etal., 2015).
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La proteina CREB se fosforila en la serina 133 y acttia como factor de transcripcion, promoviendo la
expresion de diversos genes que regulan procesos como la diferenciacion, sobrevivencia y
plasticidad neuronal que parecen estar involucrados en el desarrollo de las CE, entre los que se
encuentra BDNF (Tanis et al., 2008). Estudios en modelos animales transgénicos han reportado que
la inactivacion de CREB suprime o disminuye el desarrollo de las CE (Zhu et al., 2012) y estudios en
pacientes con ELT han encontrado un incremento en los niveles de esta proteina, tanto fosforilada

como no fosforilada en tejido cerebral de pacientes con ELT (Park et al., 2003, Guo et al., 2014).

Finalmente, también analizamos la expresion del receptor de glucocorticoides (GR, de sus siglas en
inglés), ya que existen trabajos que indican que el estrés exacerba las crisis epilépticas (Nakken et
al., 2005, Sperling et al., 2008); y se ha reportado un incrmento en los niveles de cortisol en
pacientes con ELT en comparacién con un grupo control (Galimberti et al., 2005). Asimismo, un
aumento en la expresion de GR gen se ha asociado con altos niveles de expresion del BDNF en
respuesta al trataiento antidepresivo (Ridder et al., 2005 and Schulte-Herbriiggen et al., 2006) y
nosotros encontramos que el uso de sertralina como tratamiento antidepresivo se asocié a un
incremento en la expresion del transcrito del exon VI de BDNF en hipocampo de pacientes con ELT
(Martinez-Levy et al., 2016). Sin embargo, hasta el momento solo un par de estudios han evaluado
la expresion del GR en paciente con ELT y se compararon con los niveles de expresion de este
receptor en otros tejidos de los mismos pacientes, siendo importante destacar que no se consideré

un grupo de referencia o control (Watzka et al., 2000a, Watzka et al., 2000b).

Por lo tanto, el objetivo del presente anexo fue analizar en muestras de corteza humano el patrén de
expresion de 4 transcritos de gen BDNF (1, I, IV y VI), asi como del GR y CREB en relacion a un

grupo control obtenido de autopsias. Asimismo, evaluamos si diversas variables clinicas de interés
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como la presencia de EH, los afios con crisis epilépticas y el nimero de crisis 0 el tratamiento
farmacoldgico previo a la cirugia se relacionan con los cambios observados en los niveles de

expresion de los diferentes transcritos analizados.
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Especificaciones metodoldgicas:

En términos globales seguimos la misma metodologia planteada en la tesis objeto del presente
trabajo. Sin embargo solamente se obtuvo corteza temporal de 19 pacientes con respecto a las 24

muestras de hipocampos (las muestras faltantes fueron la 67, 106, 207, 215y 279).

Las muestras de autopsias utilizadas para esta segunda parte del proyecto, corresponden a los

mismos sujetos de las muestras de hipocampos.

En este segundo esfuerzo, la reaccion de PCR en tiempo real se realizd con 100 ng de cDNA, en

comparacion con los 250ng utilizados para los estudios con los hipocampos y para los genes de

CREB y GR se utilizaron las sondas Hs01081733_m1 y Hs00353740_m1 respectivamente.
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Resultados

Encontramos un incremento en la expresion del transcrito del exon |y replicamos el aumento del
transcrito VI de BDNF observado en hipocampo de pacientes con ELT (BDNF I: MW=38.5 p<0.05;

BDNF II: MW=62.5 p= 0.05; BDNFIV: t=75.5 p= 0.05; BDNFVI MW=31 p<0.05 (Figura I)).
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Figura I: Expresion de 4 transcritos de BDNF en corteza temporal de pacientes con ELT en comparacion con
el grupo control

Las figuras blancas representan a los casos con epilepsia, mientras que las grises a las autopsias. Los circulos
representan la expresion del transcrito del exon | de BDNF; los triangulos los del exon Il los cuadrados los del exon IV y
los rombos los del exon VI. La prueba estadistica utilizada fue una t de Student para muestras independientes. Los
resultados muestran la Media + la Desviacion Estandar. *p<0.05.

Por otro lado, reportamos un incremento significativo en la expresion de CREB y GR al comparar

casos con ELT con respecto al grupo de autopsias (Figura I1).
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Asimismo, encontramos que si bien los pacientes que usaron SRT como farmaco antidepresivo no
mostraron un aumento significativo, si se nota una tendencia estadistica en el transcrito del exon |
(p=0.08) y un incremento significativo del transcrito del exon VI de BDNF con respecto al grupo de
autopsias (BDNFI: H=4.8 p=0.05; BDNFII: H=2.6 p=0.05; BDNFIV: H=3.2 p=0.05; BDNFVI: H=7.5
p< 0.05 Figura ). Por otro lado, observamos un aumento en la expresién de CREB y GR en

respuesta al tratamiento con SRT (Figura IV).
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Figura Il Expresion de de CREB y GR en corteza temporal de pacientes con ELT en comparacion con el
grupo control
Las figuras blancas representan a los casos con epilepsia, mientras que las grises a las autopsias. Los pentagonos
representan la expresion de CREB, mientras que los tridngulos de cabeza la expresion del GR. La prueba estadistica
utilizada fue una t de Student para muestras independientes. Los resultados muestran la Media + la Desviacion
Estandar. *p<0.05.
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No se hicieron los analisis con respecto al TPM ya que dos de las muestras faltantes pertenecian a
este criterio. Tampoco se observd ningin efecto con respecto al resto de las variables clinicas
analizadas como la edad, el género, la edad en la que se reporto la primera crisis epiléptica, el

numero de crisis al mes antes de la cirugia y la lateralidad de la reseccion.
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Figura Il1: Expresion de 4 transcritos de BDNF en relacion al uso de SRT antes de la cirugia en corteza de
pacientes con ELT y en relacion a un grupo control

Las figuras blancas representan a los casos con epilepsia que usaron sertralina, mientras que las grises los casos con
epilepsia que NO usaron sertralina y las negras a las autopsias. Los circulos representan la expresion del transcrito del
exon | de BDNF; los tridngulos los del exon |l, los cuadrados los del exon IV y los rombos los del exon VI. La prueba
estadistica utilizada fue una ANOVA. Los resultados muestran la Media + la Desviacion Estandar. *p<0.05.
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Figura 1V : Expresion de CREB y GR en relacion al uso de SRT antes de la cirugia en hipocampo de pacientes

con ELT y en relacion a un grupo control
Las figuras blancas representan a los casos con epilepsia que usaron sertralina, mientras que las grises los casos con
epilepsia que NO usaron sertralina y las negras a las autopsias. Los pentigonos representan la expresion de CREB,
mientras que los tridngulos de cabeza la expresién del GR. La prueba estadistica utilizada fue una ANOVA. Los

resultados muestran la Media * la Desviacion Estandar. *p<0.05.
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Discusion:

Este es el primer estudio que ha contrastado los niveles de expresion de 4 transcritos de BDNF, GR
y CREB en corteza obtenida de pacientes con ELT con respecto a un grupo control de autopsias. Lo
anterior es de relevancia ya que estas moléculas parecen tener una participacion importante en la
epilepsia (Binder, 2004, Sperling et al., 2008, Zhu et al., 2012) y nadie ha evaluado cémo se

comportan en corteza de pacientes con ELT.

Aumento de la expresion de los transcritos | v VI de BDNF en pacientes con ELT:

Existen dos estudios previos que han evaluado la expresion de BDNF en pacientes con ELT y
encontraron en el hipocampo, un incremento tanto del ARNm como de la proteina (Murray et al.,
2000, Hou et al., 2010). Solamente un estudié evalud los niveles de esta neurotrofina en corteza de
individuos con ELT reportando un aumento en sus niveles proteicos (Takahashi et al., 1999). Este es
el primer estudio en evaluar como se expresan los 4 transcritos mas comunes de BDNF en la
corteza temporal de estos pacientes y encontramos un incremento en la expresion del transcrito del
exon | en casos con ELT, efecto que NO se identificd en el hipocampo de estos pacientes; aunque
es importante destacar que si se detectd una tendencia, como se muestra en la figura 6 de la
presente tesis. Este transcrito se expresa principalmente en el sistema nervioso y su localizacion se
restringe al soma neuronal, donde puede promover la fosforilacion de TrKB y la proliferacion de

dendritas primarias (Baj et al., 2011).

A diferencia del resto de los transcritos analizados de BDNF, el que contiene al exon | se caracteriza

por presentar un sitio de inicio de la traduccion dentro del exon 5° (Pruunsild et al., 2007), que se ha
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asociado a una traduccion mas eficiente resultando en un incremento en los niveles de proteicos de
esta neurotrofina (Jiang et al., 2009, Koppel et al., 2015). A partir de este mecanismo se sintetiza la
proteina precursora preproBDNF que contiene 8 aminoacidos extra, los cuales al ser removidos
generan a proBDNF, que es idéntica a la proteina inmadura que producen el resto de los transcritos
analizados, posteriormente esta molécula es digerida por enzimas particulares para producir a BDNF
maduro (Martinez-Levy y Cruz-Fuentes, 2014). Se ha reportado que la presencia del péptido sefal
en la preproBDNF puede afectar mecanismos fisioldgicos asociados al funcionamiento de la proteina
y en este sentido Jiang y cols. (2009) reportaron que en comparacion con proBDNF se observé un
incremento en el mecanismo de secrecion regulado de la proteina madura BDNF, lo que podria

implicar una mayor secrecion de esta neutrotrofina en la corteza de pacientes con ELT.

Por otro lado, replicamos el incremento en la expresion del transcrito del exon VI de BDNF que
reportamos previamente en hipocampo de estos pacientes. Como ya se menciond en el texto de la
tesis, el transcrito del exon VI de BDNF tiene una localizacion preferente en las regiones distales de
las dendritas de neuronas del hipotalamo y células piramidales del hipocampo y la corteza (Aid et al.,
2007, Chiaruttini et al., 2008, Aliaga et al., 2009). Asimismo, en cultivo de neuronas del hipocampo,
el ARNm que contiene al exon VI de BDNF se traduce a proteina en esta region celular (Baj et al.,
2011). El incremento en la expresion de este transcrito se ha asociado con un aumento en la
formacion de dendritas distales (Chiarrutini et al., 2008, Baj et al., 2011, Baj et al., 2013); asi como a

la activacion del receptor TrKB promoviendo la sobrevivencia celular (Baj et al., 2012).

Nuestros resultados indican un incremento de solo algunos de los transcritos de BDNF, efecto que
ademas parece depender del tejido que estemos analizando (corteza vs. hipocampo). Por otro lado,

el aumento tanto del transcrito del exon | como el del exon VI de BDNF en individuos con ELT podria
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implicar un incremento la sobrevivencia neuronal, la arborizacion a todo lo largo de sus dendritas en
la corteza temporal, asi como en la secrecion de esta neurotrofina, que promoveria este mismo

efecto en neuronas vecinas.

Aumento en la expresion de CREB vy GR en pacientes con ELT:

Con respecto al factor de transcripcion CREB, previamente se habia reportado un incremento en l0s
niveles de la proteina CREB y pCREB en hipocampo de pacientes con ELT en relacion a un grupo
de autopsias (Park et al., 2003) y un incremento de pCREB en corteza de paciente con ELT en
comparacion con corteza de pacientes con trauma cerebral que entraron a cirugia como tratamiento
para disminuir la presion intracraneal (Guo et al., 2014). Sin embargo, hasta el momento no se ha
evaluado la expresion del ARNm de CREB en pacientes con ELT. Nuestros resultados indican que el
incremento en este transcrito puede explicar los resultados previos observados en relacion a los

niveles proteicos de esta molécula.

Asimismo, se han reportado elementos respuesta a CREB en los promotores I, IV 'y IX del gen BDNF
humano (Pruunsild et al., 2011); a los que se les suma el promotor VI del gen de la rata (Koo et al.,
2015). Asimismo, en neuronas corticales de raton tratadas con fenciclidina, un farmaco que produce
sintomas parecidos a la esquizofrenia, se reporto una disminucion en los niveles proteicos de
pCREB, asociado a un decremento en la expresion global de BDNF y en particular de transcritos con
los exones I, IV y VI (Katanuma et al., 2014), apoyando la idea de que CREB puede ser importante
para regular la expresion de los transcritos de BDNF, como se planted en la introduccion de este

escrito.
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Por otro lado, se ha reportado que el aumento en la expresion de BDNF se asocia a un incremento
en la expresion de GR (Ridder et al., 2005 and Schulte-Herbruggen et al., 2006, Chen et al., 2012) y
hasta el momento no existen estudios que hayan evaluado la expresion de GR en pacientes con ELT
en relacion con un grupo control. Sin embargo, existen algunos estudios en modelos animales que
muestran resultados contradictorios, por ejemplo Bao y cols. (2011) reportaron una disminucion en
los niveles de ARNm de GR en hipocampo de ratas, al ser evaluadas 24 horas después del kindling;
en este mismo sentido se reporto un decremento en la inmuno-reactividad de GR en el hipocampo
de jerbos sensibles a las crisis epilepticas (jerbos que desarrollaron crisis epilépticas (CE) después
de ser estimulados vigorosamente en la espalda con un lapiz), al compararlos con aquellos que bajo
el mismo tratamiento no desarrollaron CE (Hwang et al., 2005); asimismo, una disminucion de los
niveles proteicos de GR se observé en corteza temporal de ratas a las que se les indujo CE con
fluoretil via inhalada por 6 dias consecutivos, en comparacion con un grupo control (Wang et al.,
2010). Por el contrario Clark y cols. (1994) reportaron en el hipocampo de ratas un incremento en el
ARNm de GR 4 horas después del kindling, valores que regresaron a sus niveles normales después
de 24 horas; de igual forma, al comparar un grupo de ratas tratadas con kainato con un grupo control
se observo que despueés de 15 dias de la lesion incrementaron los niveles proteicos del GR (Nyakas
et al., 1983). Este es el unico estudio que evalud los niveles de este receptor en un modelo semi-
cronico de epilepsia, siendo importante recordar que los pacientes de nuestro estudio ya llevan

muchos afios con el trastorno.

Previamente, el estudio de Nyakas y cols. (1983) ya habia especulado que el incremento en la
expresion de GR podria compensar los receptores perdidos por las CE, lo cual podria ser también
una posible explicacion para nuestros hallazgos. Por otro lado, aunque no se ha detectado un sitio

de unién a GR en los distintos promotores de BDNF (Martinez-Levy y Cruz-Fuente, 2015) si existen
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algunos estudios que han reportado que un incremento en la expresién de BDNF en respuesta a la
incremento de corticosterona, probablemente por un mecanismo transcripcional indirecto que parece

estar regulado por GR (Chao et al., 1998, Hansson et al., 2000).

Este es el primer estudio en evaluar los niveles de expresion de CREB y GR en tejido nervioso de
pacientes con ELT, nuestros datos son consistentes con algunos estudios tanto en humanos como
en modelos animales; asimismo la literatura indica que el incremento en la expresion de estos
transcritos podria tener alguna implicacion en el incremento que observamos en la expresion de

transcritos particulares de BDNF.

Efecto de la sertralina sobre la expresién de BDNF, CREB y GR:

Con respecto a BDNF encontramos un incremento del transcrito VI pero no del | en los pacientes
que utilizaron SRT como tratamiento para sintomas de ansiedad y depresion; como mencionamos
en el cuerpo de esta tesis esto es similar al incremento en los niveles proteicos de esta neurotrofina
previamente reportado por Kandratavicius y cols. (2013) en hipocampo de pacientes con ELT.
Asimismo, estos resultados son consistentes con el incremento en particular del transcrito del exon
VI de BDNF en respuesta tanto al uso de ciertos medicamentos empleados en el tratamiento contra
la depresion, como al ejercicio en ratones; en este estudio se propuso que este incremento podria
estimular la sobre-vivencia y diferenciacion de los precursores neuronales, asi como la formacion de

nuevas dendritas y la ramificacion axonal (Baj et al., 2012).

En relacion a CREB, una revision reciente reporté que en diversos estudios en modelos animales los
niveles de esta molécula incrementan en respuesta al tratamiento antidepresivo; asimismo, varios
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estudios postmortem también han reportado un aumento en los niveles de CREB en pacientes que
utilizaban tratamiento para la depresion al momento del deceso (Blendy, 2006). En particular, un
incremento en los niveles de ARNm de CREB se reporto en hipocampo de ratas tratadas con
sertralina y fluoxetina, lo que de forma interesante se asocio a un aumento en los niveles globales de
ARNm de BDNF (Nibuya et al., 1996), lo que es concordante con lo que encontramos en el presente

estudio.

Finalmente, el incremento en la expresion de GR principalmente en pacientes con ELT que usaron
sertralina como medicamento para controlar sintomas de ansiedad y depresion también es
concordante con estudios previos en modelos animales que ha encontrado un incremento en el
expresion de GR en respuesta a distintos tratamientos con antidepresivos, como lo reporta Anackery

cols. (2011) en una revision reciente.

Los anteriores resultados indican que el tratamiento para sintomas de ansiedad y depresion en
pacientes con ELT muestran un incremento en el ARNm de transcrito con el exon VI de BDNF,
CREB y GR, similar a lo que se ha reportado en pacientes con depresion y refuerza nuestra
hipétesis de que el incremento en transcritos particulares de BDNF, CREB y GR pueden ser
relevantes pare generar un efecto tréfico de remodelacion y recuperacion del funcionamiento del

tejido nervioso en pacientes con ELT.
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Estancias

Febrero — Abril 2012
Estancia de Investigacion en el Laboratorio 122 Norte del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM,
a cargo del Dr Felix Recillas Targa

Actividad: Aprender las técnicas necesarias para evaluar patrones de metilacion en el ADN.

Junio- Agosto 2014:

Estancia de Investigacion en la Universidad de Birmingham en Alabama, en el laboratorio a cargo de
la Dra Farah Lubin

Actividad: Evaluar el patron de metilacion de promotores de BDNF en hipocampo de pacientes

con ELT con la técnica de Pirosecuenciacion.
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Presentacion de trabajo en reuniones,
congresos nacionales e
internacionales

Tercer Congreso de Alumnos de Posgrado. 25-26 de Abril, 2013. México, DF. Ciudad

Universitaria. Estudio de la expresion de 4 transcritos del gen BDNF en tejido nervioso de

pacientes con Epilepsia del Lébulo Temporal.

Neuroscience 2013. 9 al 13 de Noviembre; San Diego, California. Specific transcripts of the Brain

Derived Neurotrophic Factor in Hippocampus of Patients with Sclerosis-Associated Temporal

Lobe Epilepsy.

XXIX Reunién Anual de Investigacién. 8 al 10 de octubre, 2014 Instituto Nacional de Psiquiatria

“Ramon de la Fuente Mufiiz”. Cambios en la expresion del transcrito VI de BDNF en pacientes

con epilepsia del I6bulo temporal.

Quinto Congreso de Alumnos de Posgrado. 23-25 de marzo, 2015. México, DF. Ciudad

Universitaria. Estudio de la expresion del gen BDNF y andlisis de la metilacion diferencial de

distintos promotores de este gen en pacientes con Epilepsia del Lobulo Temporal.

9th World Congress of the International Brain Research Organization. 7 al 11 de Julio del 2015,

Rio de Janeiro, Brasil. Increased expression of BDNF transcript with exon VI in hippocampus

of patients with pharmacoresistant Temporal Lobe Epilepsy.
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XXX Reunién Anual de Investigacion. 7 al 9 de octubre, 2015 Instituto Nacional de Psiquiatria

“Ramodn de la Fuente Mufiiz’. Cambios en la expresion de GR y CREB en pacientes con

Epilepsia del Lobulo Temporal.
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