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Resumen  
 
Estudios in vitro y en modelos animales sugieren que la función del Factor Neurotrófico Derivado del 

Cerebro (BDNF, de sus siglas en inglés) se ve afectada en la epilepsia; sin embargo, existen muy 

pocas investigaciones que evalúen cómo se expresa esta neurotrofina en tejido cerebral de 

pacientes con este trastorno neurológico. En el presente trabajo se evaluó la expresión de los 

transcritos I, II, IV y VI de BDNF, así como la metilación de los promotores 4 y 6 en hipocampo de 

pacientes con Epilepsia del Lóbulo Temporal (ELT) fármacoresistente. La presencia de Esclerosis 

del hipocampo (EH) y el tratamiento farmacológico utilizado antes de la cirugía 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 análisis con las variables clínicas mostraron 

una correlación positiva de este transcrito en pacientes con ELT que tenían comorbilidad con 

ansiedad/depresión y tomaron sertralina (SRT) como fármaco 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 fármaco anti-epiléptico (N=3) se 

detectó una disminución en la expresión del transcrito VI de BDNF al compararlo con pacientes que 

no utilizaron este fármaco (p≤0.05). Los niveles de metilación de los promotores 4 y 6 de BDNF 

fueron similares tanto en casos con ELT como en el grupo control de autopsias y en relación al uso 

de SRT y TPM. Los resultados anteriores sugieren un incremento en la expresión de un transcrito 

particular de BDNF en pacientes con ELT, efecto que parece depender del uso de cierto tipo de 

fármacos.  
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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 BDNF 

expression of transcripts with exons I (BDNFI), II (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.  
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Descripción 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 evaluó la 

expresión de los transcritos I, II, IV y VI  de BDNF  (Factor Neurotrófico Derivado del Cerebro) y la 

metilación de los promotores 4 y 6 en hipocampo de pacientes con Epilepsia del Lóbulo Temporal 

(ELT).  

 

La segunda parte constituida en el Anexo 1 que contiene el artículo 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 publicación de una revisión sobre los 

mecanismos de regulación de la expresión 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 añadieron los análisis de expresión de los 4 transcritos 

de BDNF, así como el de CREB (Elemento de Respuesta al AMPc) y GR (Receptor de 

Glucocorticoides) en corteza de pacientes con ELT, éste es el primer borrador de un siguiente 

trabajo que saldrá publicado como producto de esta trabajo.   

 

Y el quinto apartado contenido en el Anexo 4 presenta iformación extra sobre las estancias, 

presentación del trabajo en congresos nacionales e internacionales y los reconocimientos que 

recibimos al desarrollar esta tesis.  
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Antecedentes:  
 

La epilepsia es uno de los trastornos neurológicos más comunes (Engel et al., 1997, Goldenberg, 

2010) que afecta de forma considerable la vida social de aquellos que la presentan ya que estos 

sufren discriminación, lo que culmina en su aislamiento y exclusión (Lee, 2002). En México, se ha 

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

 

 El diagnóstico de epilepsia se presenta cuando una persona sin una causa determinada muestra al 

menos dos Crisis Epilépticas (CE) espontáneas, las cuales se definen como descargas eléctricas 

sincronizadas que ocurren de forma crónica y recurrente (Kanner y Campos, 2004, Scharfman, 

2007). En el año 2010 la Liga Internacional contra la Epilepsia, publicó su más reciente clasificación 

de las CE, en la que su división más 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 

Lóbulo temporal (ELT) el subtipo más común, representando al 70% de estos casos (Téllez-Zenteno 

y Hernández-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). 
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Epilepsia	del	Lóbulo	temporal:	
 
 
La epilepsia temporal, en sí misma es un síndrome epiléptico, dentro del cual se incluyen crisis 

originadas en las estructuras mesial/basal o la neocorteza temporal lateral. El lóbulo temporal, que 

en ambos hemisferios cerebrales se sitúa por bajo el surco lateral o de Silvio y del lóbulo occipital 

(Figura 1), desempeña funciones importantes en la percepción y reconocimiento de estímulos 

auditivos y olfativos, de equilibrio, de coordinación, de memoria y de emociones. No es por ello 

extraño que en pacientes con ELT se presenten alucinaciones (visuales, olfativas y/o gustativas), 

sensación de emociones o recuerdos ya vividos y una emoción abrupta, intensa no relacionada con 

lo que está ocurriendo en el momento. 

 

 

Figura1: Localización del Lóbulo Temporal en el cerebro 

 

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

farmacológico (Kanner y Campos, 2004, Alonso-Venegas, 2011); lo que indica que estos individuos 

no dejarán de presentar las crisis a pesar de que hubiesen recibido al menos dos tratamientos 

farmacológicos antiepilépticos (ya sea mono terapia o combinación de drogas) en dosis óptimas que 

fueron seleccionados apropiadamente para el tipo de crisis que presenta el paciente y utilizadas por 
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el tiempo estipulado (Kwan et al., 2010). Es importante destacar que en estos casos se incrementa 

el costo económico, 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 más indirecta incluye el costo que genera que estos pacientes no 

puedan trabajar, presenten una disminución en su productividad y trabajo en casa (Begley y Beghi, 

2002, Regesta y Tangenelli, 1999).  

 

La falta de respuesta a tratamiento farmacológico generalmente lleva a los neurólogos a recomendar 

como mejor opción terapéutica la resección del foco epileptogénico (Kelly and Chung, 2011). El 

tejido fresco obtenido de esta situación médico-quirúrgica resulta de trascendental importancia para 

el investigador biomédico, ya que puede ser procesada para su posterior análisis con la finalidad de 

identificar variables biológicas asociadas a la ELT y con ello intentar dilucidar los mecanismos 

fisiológicos 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 lesión más común 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 histopatológica más observada en adultos con fármaco-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 síntomas de ansiedad y depresión (Adda et al., 2008, de Oliveira et al., 2010).  
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En términos histológicos 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 , región hilar o endofolium); sin embargo las neuronas piramidales de CA2 y las granulares 

del giro dentado son más 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 (Blümcke et al., 2012). Se ha 

investigado ampliamente en modelos animales y en tejidos resecados de pacientes con ELT cuál es 

el mecanismo de la selectiva vulnerabilidad neuronal (Blümcke et al., 2000) y como está perdida 

neuronal contribuye para producir actividad convulsiva, tales mecanismos fisiopatológicos incluyen, 

entre otros el crecimiento aberrante de fibras musgosas (Sutula et al., 1989), patrones de 

reorganización de células inhibidoras (De Felipe et al., 1993) y una migración ectópica 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 

podrían estar involucradas las denominadas neurotrofinas. Estás, son moléculas que regulan 

la sobrevivencia neuronal y la transmisión sináptica, por lo que se pueden considerar como 

blancos relevantes en la epileptogénesis, siendo el Factor Neurotrófico Derivado del Cerebro 

(BDNF, de sus siglas en inglés) una de los moléculas candidatas más  interesantes (Danzer y 

McNamara, 2004, Casillas-Espinosa et al., 2012, McNamara y Sharfman, 2012), como se 

discutirá en el siguiente apartado. 
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Implicación	del	BDNF	en	la	epilepsia:	
 
 

El BDNF, descrito por vez primera en 1982 por Barde y colaboradores, es miembro de la familia de 

proteínas de secreción de tamaño pequeño, conocidas como neurotrofinas (NTs), las cuales están 

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 función importante en el 

cerebro adulto ya que participa en la formación del axón y en determinar el número y tamaño de las 

espinas dendríticas, siendo por tanto un elemento molecular importante en la regulación de la 

transmisión sináptica 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 

epileptogénico (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 químicos que  generan la aparición de CE; la fase de latencia, 

libre de crisis y la fase crónica que se caracteriza por la aparición de Crisis Epilépticas Espontáneas 

(CEE) (Löscher, 2002, Reddy y Kuruba, 2013, Kandratavicius et al., 2014). Cabe subrayar, para los 

propósitos de la posterior discusión, que es hasta la aparición de las CEE cuando se simula el 

estado de epiléptico de los pacientes con ELT, en tanto que los estadios previos son más bien 

importantes para entender el proceso epileptogénico o para estudiar los mecanismos de inducción y 

detención de la actividad epiléptica, así como las alteraciones post-ictales  (Löscher, 2002). Es de 

destacarse además que la mayoría de los estudios que evalúan 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 está molécula ejerce 

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

 

 Efectos pro-epileptogénicos del BDNF: 
 
 
Existen varios trabajos que apoyan la hipótesis de que el BDNF funciona como un agente pro-

epileptogénico; por ejemplo, en un ratón transgénico diseñado para expresar altas cantidades de 

BDNF, se observó un aumento en la severidad de las CE inducidas con ácido kaínico (Croll et al., 

1999). En un modelo de crisis convulsivas inducido por kindling, se observó una mayor sensibilidad a 

la estimulación eléctrica, mayor excitabilidad de las neuronas post-sinápticas y una mayor duración 

de las crisis, en ratas a las que se les inyecto BDNF vía intra-hipocampal los días 1, 5 y 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 incrementó al ser expuestas in vitro a una solución de 200ng/ml de BDNF; 

asimismo, este tratamiento también se asoció 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 maduración y la migración 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 Ácido Ribonucleíco 

Mensajero (ARNm) derivado del gen BDNF se incrementaron en hipocampo 3 horas después de la 

administración vía intraperitoneal de acido kaínico (Lee et al., 1997) o de litio/pilocarpina (Mudò et 
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al., 1996). De forma similar, se observó tanto un incremento de la proteína BDNF, como una 

crecimiento aberrante de las fibras musgosas de células granulares en cultivo organotípico de 

hipocampo de rata a las que se les indujo hiper-excitabilidad con picrotoxina; más aun, los autores 

de este estudio reportaron que esta última alteración no ocurrió cuando se bloqueó a la neurotrofina 

con un anticuerpo anti-BDNF (Koyama et al., 2004). Estos resultados sugieren que el incremento de 

BDNF puede promover la aparición de algunos fenotipos histopatológicos asociados al desarrollo de 

la epilepsia.   

 

Un dato importante a señalar 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 farmacológico. Por ejemplo, se reportó que en  

muestras de hipocampo humano, la administración in vitro de BDNF incrementó la amplitud y 

frecuencia de las corrientes post-sinápticas excitadoras (Zhu et al., 2001). Por otro lado, se ha 

reportado una co-localización 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 aplicación 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 administración continua de BDNF durante la inducción del kindling, inhibió el desarrollo 

de las CE agudas, (Xu et al., 2004). En un modelo similar, se observó que la perfusión intra-

hipocampal de BDNF por 7 días bloqueó el desarrollo de las CE, no sólo los días durante los que se 

perfundió esta neurotrofina, sino también por los siguientes 15 días (Larmet et al., 1995). De igual 

forma, este mismo grupo de trabajo reportó que la administración intra-hipocampal de un 

oligonucleótido anti-sentido que redujo la expresión de BDNF, agravó las CE (Reibel et al., 2000).  

 

Finalmente, Paradiso y colaboradores en 2009 reportaron en ratas que la administración intra-

hipocampal de un vector viral que incluía tanto al BDNF, como al factor de crecimiento de 

fibroblastos 2 (FGF2), corrigió las alteraciones en la neurogénesis y la migración inadecuada de las 

neuronas a la capa granular del giro dentado ocasionada por la administración de litio-pilocarpina. 

Más aún, tanto el número de crisis por día como la severidad de estas disminuyó durante el periodo 

crónico (Paradiso et al., 2009). Posteriormente estos mismos autores mostraron, en un modelo 

crónico de SE, que el crecimiento aberrante de las fibras musgosas se puede revertir con la 

administración de BDNF, efecto que también se asoció a la sobrevivencia de las células piramidales 

de CA1 y 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 

aparición de los cambios histológicos 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 

información que sugiere que el BDNF tiene un papel relevante en la epilepsia, aunque no está 

claro si su acción 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 evalúen como se encuentran los niveles de está neurotrofina en el tejido 

epiléptico de pacientes con ELT.  

Cambios	en		la	expresión	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 neurológicos; 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 expresión de BDNF. Más aún, y como se describe en la Tabla 1, también se 

ha reportado que otras variables clínicas presentes en pacientes con ELT como la EH, la 

frecuencia de las crisis, los años con epilepsia, la comorbilidad con depresión o incluso el 

tratamiento farmacológico utilizado por los pacientes antes de la cirugía pueden asociarse a 

cambios en la expresión de BDNF. 

 

Todo lo anterior lleva a proponer que un aumento en los niveles del ARNm y posiblemente de 

la proteína BDNF se asocia a la presencia de ELT y que este efecto puede verse modificado 

por otras características clínicas comúnmente presentes en estos pacientes. Sin embargo, es 

importante destacar que la expresión génica del BDNF no se limita a un solo transcrito 
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(Pruunsild et al., 2007) y como se discutirá en la siguiente sección, la expresión 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 clínicas asociadas a cambios en los niveles de proteína o ARNm en pacientes con ELT  

Tejido Variables Efecto Autor, año 
Hipocampo de 

pacientes con ELT 
Presencia vs. ausencia de EH Incremento 

ARNm BDNF 
Mathern et al., 1997 

Hipocampo de 
pacientes con ELT 

Tratamiento in vitro con ácido valpróico Incremento 
proteína BDNF 

Hou et al., 2010 

Corteza de 
pacientes con ELT 

Comorbilidad con depresión  Disminución 
proteína BDNF  

Kandratavicius et al., 
2013 

Corteza de 
pacientes con ELT 

Tratamiento con fluoxetina en pacientes 
con comorbilidad con depresión  

Incremento 
proteína BDNF  

Kandratavicius et al., 
2013 

Suero de 
pacientes con ELT 

Frecuencia de las crisis y años con 
epilepsia 

Disminución en 
proteína BDNF 

Hong et al., 2014 

 

Expresión	diferencial	de	transcritos	de	BDNF	y	su	relación	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 último consenso indica que consta de 11 exones, 9 de los 

cuáles presentan una región promotora específica, que en conjunto regulan la transcripción de por lo 

menos 17 ARNm distintos, y todos ellos codifican para una sola proteína madura (Pruunsild et al., 

2007), por lo que la disponibilidad final de esta molécula pudiese estar regulada por diferentes 

mecanismos de control de la traducción 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 hipotalámicas de roedores los 

transcritos sintetizados a partir de los exones I y IV se expresan predominantemente en el soma 
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neuronal, mientras que los transcritos sintetizados a partir de los exones II y VI tienen una 

localización somato-dendrítica -Figura 3- (Pattabiraman et al., 2005, Aliaga et al., 2009) y se ha 

propuesto que la expresión diferencial de estos ARNm dentro de la neurona (Baj et al., 2011) 

puede explicar los efectos contrastantes de BDNF en la ELT.  

 

 

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 números en la parte superior los 
pares de bases que los conforman. Los espacios en gris indican los intrones y los números en la parte inferior los pares 
de bases que los constituyen. Las flechas indican sitios de inicio de la transcripción, las marcas ASD son sitios en los 
que puede ocurrir splicing alternativos, mientras que las marcas ATG son los sitios de inicio de la traducción y las marcas 
(PA) corresponden a sitios alternativos de poli-adenilación de los transcritos. Es importante destacar que en la región 5’ 
de los exones I, II, III, IV, V, Vh, VI, VII y IX presenta promotores independientes que regulan la expresión de cada 
transcrito y que los exones I, II y VI presentan islas CpG que en este esquema están marcadas con óvalos. Finalmente, 
la región c del exón IX marcada con gris oscuro corresponde a la región codificante de proBDNF. B) Los trascritos mejor 
caracterizados hasta el momento son los que contienen los exones I, II, IV y VI, todos ellos se sintetizan por mecanismos 
de splicing alternativo junto con el exon IX (Martínez-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 maduración estructural del 

axón (Lowenstein y Arsenault, 1996, Danzer et al., 2002, Mai et al., 2009), la regulación de la 
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excitabilidad de las neuronas post-sinápticas (Altar y DiStefano, 1998, Dieni et al., 2012) y la 

arborización dendrítica 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 activación de procesos de 

muerte neuronal por una mayor síntesis de proBDNF que de BDNF maduro (Tongiorgi et al., 2004, 

Chiarruttini et al., 2008) y/o con el desarrollo y proliferación de los contactos sinápticos 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 podrían ser importantes en la 

recuperación de la comunicación entre el Giro Dentado y la región CA3 del hipocampo (Baj et al., 

2012). Para una revisión más detallada del tema, ver Martínez-Levy y Cruz-Fuentes, 2014. 

 

 

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

Toda esta información, nos llevó a preguntarnos como se expresan estos transcritos en tejido 

epiléptico de pacientes con ELT. Cabe señalar que durante el periodo de preparación de esta tesis 

se publicó un estudio relevante por Wang y cols. (2011) quienes reportaron un incremento en la 
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expresión de los transcritos que contienen los exones II, 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 comparación 

con pacientes en los que la ELT se asoció a otro tipo de lesiones. Sin embargo, a la fecha nadie ha 

evaluado la expresión de los 4 transcritos mejor caracterizados de BDNF (I, II, IV y VI) en 

tejido nervioso de pacientes con ELT en relación a un grupo control. Finalmente, la expresión 

de estos distintos ARNm puede estar regulada por mecanismos epigenéticos como la 

metilación del Ácido Desoxirribonucleico (ADN), como se discutirá en la siguiente sección. 

 

Metilación	del	gen	BDNF	y	sus	implicaciones	en	la	epilepsia:		
 

La metilación del ADN consiste en la adición de un grupo metilo a citosinas seguida de una guanina 

(CpG), en términos funcionales la unión de los grupos metilo puede inhibir la interacción del ADN 

con los factores de transcripción en estas secuencias, y por lo tanto afectar la expresión de los 

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

 

Pocos estudios han evaluado la relación entre la metilación del ADN con la expresión del gen BDNF. 

Por ejemplo, se reportó que el tratamiento in vitro con 5-aza-citidina (5AzadC, un inhibidor de las 

DNMTs) indujo la expresión, hasta ese momento nula, de diversos transcritos de BDNF, cambio que 

fue dependiente del tipo celular al que se le aplicó el tratamiento ya que en células de neuroblastoma 

de ratón (línea celular Neuro2A) incrementó la expresión de los transcritos I, III, IV y V mientras que 

en células de glioma de rata (línea celular C6) incrementó la expresión de los transcritos I, III, IV, V, 

VI, VIII y IX (Aid et al., 2007). Asimismo, en neuronas corticales de ratón, se ha encontrado que la 

despolarización de la membrana producida por cloruro de potasio (KCl) disminuyó los niveles de 

ARNm de las ADN metiltransferasas (DNMT)1 y 3A, enzimas encargadas de la metilación del ADN, 
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lo que se asoció con un incremento en los niveles de ARNm los transcritos con los exones I y IV de 

BDNF (Sharma et al., 2008), indicando que la expresión de diversos transcritos de esta 

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

 

Por otro lado, se ha reportado que el tratamiento con Zeburalina (otro inhibidor de las DNMTs) se 

asoció con una diminución en la metilación de promotor I de BDNF y un aumento en la expresión de 

este gen, teniendo como consecuencia el bloqueo del mecanismo fisiológico de potenciación a largo 

plazo, que se ve afectado en pacientes con epilepsia (Levenson et al., 2006). Además, se ha 

reportado que  la despolarización neuronal producida por KCl (Martinowich et al, 2003), así como el 

proceso de consolidación de la memoria asociada al miedo (Lubin et al., 2008), incrementó en la 

expresión del transcrito con el exón IV de BDNF asociado a una disminución en la metilación del 

promotor IV. Los datos anteriores indican que cambios en promotores específicos de BDNF se 

asocian a cambios en la expresión de transcritos particulares de esta neurotrofina, además 

muestran que estas modificaciones están asociadas a mecanismos fisiológicos necesarios 

para la memoria y el aprendizaje, que se ven afectados en pacientes con ELT, por lo que 

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

 

Finalmente algunos estudios en modelos animales han reportado que cambios en la metilación del 

gen BDNF se han asociado a la presencia de CE. Por ejemplo, en un estudio in vitro, la 

administración de picrotoxina (un inhibidor de los canales GABAa) incrementó la hiper-excitabilidad 

del hipocampo del ratón, lo que además se asoció a una des-metilación del promotor I de BDNF 

(Nelson et al., 2008). Asimismo, en un modelo animal de epilepsia producido con kainato, se reportó 

un incremento en la expresión del transcrito con el exón IX de BDNF asociado a una diminución en 

la metilación del promotor IX de este gen (Parrish et al., 2013). Indicando que las crisis 
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epilépticas pueden generar cambios en la expresión de BDNF a través de mecanismos de 

regulación epigenética, entre los que encontramos a la metilación del ADN, evento molecular 

que hasta el momento no ha sido evaluado en tejido humano.  
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Justificación: 
 

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 múltiples 

transcritos, que tienen una localización y función distinta dentro de las neuronas, de forma tal que su 

expresión diferencial podría ayudar a explicar los efectos disímbolos de BDNF en el proceso 

epileptogénico. Los transcritos de BDNF mejor caracterizados hasta el momento son los que 

contienen a los exones I, 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 expresión de transcritos específicos de BDNF se regula por 

la des-metilación de este gen; este efecto no ha sido evaluado hasta el momento en tejido epiléptico 

humano.  

 

Es importante señalar que en este trabajo analizamos diversas variables clínicas como la presencia 

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

se mencionó anteriormente  también pueden afectar la expresión de BDNF.  
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Hipótesis 
 

Se observará un incremento en la expresión 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 asociarán a la disminución en la metilación de los promotores respectivos en 

el gen BDNF. 

 

Los cambios en la expresión/metilación de BDNF también se verán modificados en relación a otras 

variables clínicas de interés como la EH, los años con epilepsia, el número de crisis al mes previo a 

la cirugía o el uso de fármacos específicos antes de la cirugía. 
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Objetivos 
 

Analizar en muestras de hipocampo humano el patrón de expresión de 4 transcritos de gen BDNF (I, 

II, IV y VI) y relacionar los datos obtenidos con el patrón de metilación de sus promotores. 

 

Objetivos	particulares:		
 

1. Comparar los niveles de  expresión de los cuatro transcritos entre las  muestras de 

pacientes con ELT vs. las obtenidas de  autopsias. 

2. Comparar patrón de metilación de los distintos promotores analizados entre  las muestras de 

pacientes con ELT vs. las obtenidas de las autopsias. 

3. Analizar la relación entre la expresión de los diferentes transcritos con el patrón de 

metilación de sus promotores específicos. 

 

Objetivo	secundario:	
 

Evaluar si diversas variables clínicas de interés como la presencia de EH, los años con crisis 

epilépticas y el número de crisis o el tratamiento farmacológico previo a la cirugía se relacionan con 

los cambios observados en los niveles de expresión de los diferentes transcritos  y/o el patrón de 

metilación de sus promotores.  
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Método 
 

Diseño: Observacional, comparativo, transversal. 

Evaluación	y	selección	de	los	pacientes:	
 

Los sujetos que ingresaron a este protocolo son pacientes del Instituto Nacional de Neurología y 

Neurocirugía “Manuel Velasco Suárez” (INNNMVS). Se identificó a los pacientes con diagnóstico de 

ELT y refractarios a tratamiento farmacológico empleando los siguientes criterios:  

 

Criterios de Inclusión 
 

1. Pacientes con diagnóstico de ELT 

2. Candidatos a cirugía de epilepsia (lobectomía temporal) por motivo de fármaco-

resistencia o por el tipo de lesión presente. 

3. Tanto del sexo masculino como femenino. 

4. Que supieran leer y escribir, con capacidad para cooperación adecuada, y coeficiente 

intelectual de 90 a 109. 

5. Con valoración preoperatoria completa. 

 

Criterios de Exclusión 
 

1. Padecimiento de enfermedades sistémicas graves que contraindiquen una neurocirugía 

mayor. 

2. Pacientes con diagnóstico de enfermedad neurodegenerativa. 

3. Falta de cooperación con el tratamiento. 
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4. Presencia de implantes, prótesis metálicas y claustrofobia.  

5. Pacientes que no hayan sido valorados adecuadamente. 

 

La Escala Hospitalaria de Ansiedad y Depresión (HADS, de sus siglas en inglés) en su versión 

validada en español (Herrero et al., 2003, Gómez-Arias et al., 2012) fue utilizada para detectar la 

presencia de ansiedad y depresión en los pacientes; este diagnóstico fue confirmado con la 

entrevista clínica estructurada para los trastornos del eje I del Manual Diagnóstico Estadístico IV 

(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 psiquiátricos, excluyendo a los trastornos de la personalidad y al retraso 

mental que se diganositcan con el eje II del DSM-IV (First et al., 2002), esta entrevista fue aplicada 

por un psiquiatra ciego al diagnóstico de epilepsia.  

 

Los datos de edad al momento de la cirugía, género, edad de inicio de las crisis, años con crisis 

epilépticas, factores precipitantes de la epilepsia, presencia de otros diagnósticos o enfermedades, 

tratamiento farmacológico y recuperación del paciente según la escala de Engel fueron obtenidos de 

la historia clínica de los pacientes, resguardada en el INNNMVS. De la misma manera, se obtuvo la 

información sobre la presencia de EH, estos datos fueron confirmados con las imágenes de 

Resonancia Magnética (RM), analizado por un experto en lectura de este tipo de estudios, los 

criterios usados para definirla están basados en una señal hiper-intensa y en la disminución en el 

tamaño del hipocampo que fueron observadas en la secuencia T2 de los estudios de RM 

(Resonador General Electric de 3 Teslas). 

 

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

cirugía se desarrolló utilizando el acercamiento trans-temporal T2 o T3 guiado por señales de 
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electrocorticografía (ECoG) obtenidos de la superficie cerebral (4 x 8 electrode-gird, Ad-Tech, 

Racine, WI), el procedimiento consistió en una amígdalo-hipocampectomía lateral que incluyó la 

microcirugía de la cabeza del cuerpo anterior del hipocampo, la amígdala, porciones del uncus y del 

giro para-hipocampal, seguida por la resección de un fragmento de corteza temporal según las 

necesidades quirúrgicas de cada caso (San Juan et al., 2011). A los pacientes sin EH se les aplico 

un procedimiento quirúrgico similar guiado por el ECoG; sin embargo, en estos casos la amígdalo-

hipocampectomía se llevó a cabo extrayendo por completo la región donde se localizaba el tumor o 

la lesión. Es importante además destacar que para el presente estudio se utilizaron muestras del 

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

	

Obtención	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 Inclusión 
 

1. Individuos que fallecieron y fueron trasladados a la SEMEFO 

2. Tanto del sexo masculino como femenino. 

Criterios de Exclusión 
 

1. Individuos que fallecieron por una afección neurológica  

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

 

Durante la cirugía  
 
En cada caso se obtuvo un segmento de alrededor de 1 cm2 de hipocampo, el cual se sumergió en 

una solución Ringer con pH=7.2 y dietilpirocarbonato, esto último con el objetivo de evitar la 

degradación del ARN. El tejido se transportó en hielo al Instituto Nacional de Psiquiatría Ramón 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 -70ºC, inmediatamente después de la autopsia y almacenadas 

para la posterior extracción de los ácidos nucléicos en el INPRF. 

	

Procedimiento	experimental:	

 

Extracción de ácidos nucleicos: 
 

Para ello se homogenizaron 100 mg de tejido en 1ml de la Solución D que contiene tiocianato de 

guanidina + β mercaptoetanol, para favorecer la disgregación de los tejidos. Posteriormente el 

homogenizado se dividió en dos tubos Eppendorff: uno sirvió para la extracción de ADN con la 

técnica de fenol:cloroformo reportada en el Sambrook y Russell (2001), a la cual se le añadieron 2 

lavados con etanol al 70% para tener el extracto limpio de sales; en tanto que el segundo tubo de 1.5 

ml se utilizó para la extracción de ARN con la técnica reportada por Chomczynski y Sacchi (1987).  
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Análisis de expresión de ARNm: 
 

Debido a que los procedimientos para la obtención y almacenamiento de las muestras clínicas y de 

las muestras control no fueron necesariamente idénticas, decidimos realizar una serie de estudios 

para demostrar que los niveles de expresión 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 

solución Ringer/DEPC con respecto a la congelación 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 solución Ringer/DEPC y el resto de las muestras fueron 

congeladas inmediatamente a -70°C por 24 horas. Posteriormente se hizo la extracción de ARN y se 

evalúo la expresión de BDNFIV con respecto al gen endógeno GAPDH.  

 

Se observó una disminución 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 expresión de BDNFIV (F=2.01 p ≥ 0.05), con respecto al 

tiempo post-mortem (Figura 4) no se observó ningún efecto de la expresión de BDNF al comparar 

las muestras de 0 horas post-mortem almacenadas en la solución 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 colección 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 expresión de BDNF 

 

Fue necesario otro estudio piloto para definir que gen endógeno era el más adecuado para 

establecer el nivel de referencia de la expresión de nuestros transcritos experimentales. Se analizó 

tanto al gen TBP (proteína de unión a cajas TATA), como al que codifica para la enzima GAPDH 

(Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa). Cabe mencionar que si bien este último gen había sido 

utilizado como referente en los 3 estudios anteriores que habían analizado la expresión de BDNF en 

pacientes con ELT (Mathern et al., 1997, Murray et al., 2000, Wang et al., 2011), otro reporte mostró 

en cambio que a diferencia del gen TBP, el GAPDH si incrementó sus niveles de expresión en 

relación a la variable patológica (i.e ELT) (Wierschke et al., 2010). En este mismo sentido, se reportó 

que la administración de BDNF in vitro a cultivo primario de hipocampo de rata aumentó 

significativamente la expresión de GAPDH, mientras que en contraste los niveles de expresión de 

TBP se mantuvieron relativamente estables (Santos y Duarte, 2008). Finalmente, nuestros 

resultados mostraron que el valor del Ct (equivale al número de ciclos necesarios para que cada 

curva alcance un umbral en la señal de fluorescencia) del gen GAPDH se incrementó 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 endógeno.  

 

En consecuencia, se analizó la expresión de los transcritos por PCR en tiempo real con se las 

siguientes sondas Taqman: 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 utilizó el 

TBP como el gen de referencia.  

 

 

Figura 5: Cambio en la expresión de los genes endógenos GAPDH y TBP en corteza temporal pacientes con ELT 
y autopsias. 

La prueba estadística utilizada fue una t de Student para muestras independientes. Los resultados muestran la Media ± 
la Desviación Estándar. (*) Muestran los efectos significativos con una p≤0.05. 
 

Análisis epigenéticos:  
 

Metilación	por	clonación	y	secuenciación:	
 

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

nuestro interés se amplificaron con primers diseñados con el programa Methprimer (Tabla 2).  
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Se extrajo el amplicón del fragmento del gel de agarosa y se limpió con el kit Qiaex II. 

Posteriormente el DNA fue ligado a un vector con el kit PGEMTeasy de Promega y se hizo la 

transformación en células TOP10 termo-competentes. A continuación se extrajo el ADN con el kit 

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

 

Tabla 2: Primers utilizados para los experimentos de metilación 
Primers para clonación y secuenciación 
BDNFII F: 5’-TAGGATGGTTTTGGTAAAGTTAT-3’; R: 5’-ACTTACCAAAAATCTATTCCAAC-3’ 
BDNFVI F: 5'-GAGGAGGTGAGGATAGGTTT-3'; R: 5'-ATAAATATCTCATTAAAACCCCC-3' 
Primers para piro-secuenciación 
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’ 
 

Cuantificación	de	metilación	por	piro‐secuenciación:		
 
Se transformó un microgramo de ADN con el kit EpiTect 96 Bisulfite Kit según el protocolo 

establecido, se analizaron las 24 muestras de casos con ELT y las 4 muestras de autopsias. 

También transformamos estándares de ADN con porcentajes de metilación pre-estableidos (0%, 

10%, 25%, 50%, 75% y 100%), lo que nos permitió 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 diseñados 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 nucleótidos no incorporados con el kit exo-SAP-IT de Qiagen), 

fueron analizados en el piro-secuenciador PSQ96 de Affimetrix.  
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Variables	clínicas	y	análisis	Estadístico	
 

Además del análisis primario de los datos de la expresión y metilación de distintos transcritos y 

promotores de BDNF, en este trabajo también analizamos información relevante de la historia clínica de 

cada paciente cómo frecuencia de crisis epilépticas, duración de la epilepsia, inicio del padecimiento, 

duración del tratamiento farmacológico, tipo de fármacos utilizados antes de la cirugía, antecedentes 

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

 

Los análisis estadísticos se llevaron a cabo con el software SPSS versión 20.0. Se utilizó un análisis 

de regresión para calcular si el porcentaje de metilación esperado era similar al observado y con ello 

se validaron los experimentos de piro-secuenciación. 

  

En relación a las variables clínicas se hicieron pruebas de t para muestras independientes cuando se 

compararon casos con ELT vs. autopsias. Al realizar las comparaciones entre más de dos grupos se 

hizo ANOVA, utilizando la prueba post-hoc T3 de Dunnet. Cuando se compararon datos cuantitativos 

se hizo un análisis de regresión lineal.  
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Resultados 
 

Características	de	la	muestra:		
 

Se colectaron muestras de hipocampo de 8 autopsias en la SEMEFO y de 24 pacientes con 

diagnóstico 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 

años.  

 

Tabla 3: Características relevantes de las autopsias evaluadas en el presente estudio 

Muestra  Genero  Lateralidad de la 
resección 

Edad 
(años) 

Causa de muerte Tiempo post-
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 Izquierda 73 Neumonía 10-12 horas 

CH5 Masculino Izquierdo 36 Proyectil de arma de fuego 10-12 horas 

CH6 Femenino Izquierda 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 clínicos y epidemiológicos importantes de cada uno de los pacientes con ELT se 

describen en la Tabla 4. En resumen, la edad fue de 35 ± 12.1 años; la edad de inicio de las crisis 

epilépticas fue de 14.6 ± 10.7 años; el tiempo desde que se presentó la primer crisis epiléptica fue 

de 20.2 ± 14.8 años y el número de crisis en el mes previo a la cirugía fue de 5.4 ± 3.9. En relación 

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 clínicos de los pacientes evaluados en el presente estudio 

Px  Género Edad  
Edad de inicio 

epilepsia 
(años) 

Duración 
epilepsia 

(años) 

Número 
de crisis 

en un mes 

Factores 
precipitantes 

Fármacos 
utilizados antes 

de la cirugía 

Otras drogas 
usadas previo 

a la cirugía  

Lateralidad 
de la 

resección 
ENGEL 

Resultados  
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, LMG, TPM, 

LVT 
‐  Derecha 1 EH 

275 F 23 13 9 1  AHF CBZ, 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 ‐  Izquierda 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 ‐  Izquierda 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 II

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 cráneo encefálico; AHF: Antecedentes heredo familiares,  DFH: Fenitoína sódica; AVP: ácido valpróico; 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. 
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La presencia o 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 sólo fármaco antiepilépticos antes de la cirugía, mientras que 

45.8% empleó dos fármacos y el 16.6% tres o más fármacos. De estos, el tratamiento más común 

fue la Carbamazepina utilizada por el 58.3 % de los pacientes, seguida por el Valproato 40.9%, la 

Fenitoína 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 farmacológico para 

tratar comorbilidades, de los cuáles 4 pacientes recibieron Sertralina para tratar síntomas de 

ansiedad y/o depresión.  

 

En la evaluación post-operatoria realizada a un año de la cirugía, el 87.5% de los pacientes 

mostraron mejoría que se caracterizó por la desaparición de las CE, puntuando con la clase I según 

la escala de Engel, solo uno de los casos puntuó en la clase 3 de esta escala indicando una mejoría 

meritoria (hay intervalos prolongados libres de crisis observándose una reducción de más del 50% 

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

 

En relación a la edad, el género y la lateralidad de la resección, no se encontraron diferencias 

significativas entre los pacientes que mostraron EH en relación a los que la epilepsia se asoció a otro 

tipo de lesiones. Solamente se identificó que los pacientes con EH tuvieron una edad de inicio de la 

enfermedad menor en comparación con los casos en los que la Epilepsia se asoció 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 Estadística 
Edad 35.44±12.56 años 33.8±11.8 años t=-0.28 gl=22 p≥0.05 

Edad de inicio de las 
crisis 

13.05±8.57 años 23.58±12.7años t=-2.31 gl=22 p≤0.05* 

Duración de la epilepsia 22.27±15.56 años 10.11±13.65 años 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 
de resección 

Derecha 50% 38.9% 2=0.23 gl=1 p≥0.05 
Izquierda 50% 61.1% 

*EH: Esclerosis del Hipocampo S/EH: Sin Esclerosis del Hipocampo.  
Análisis estadísticos: t: te de student, U: U  de Man Withney y 2: Chi cuadrada. 

	

Análisis	de	expresión:	
 
 
Se realizaron los análisis de expresión (ARNm) por PCR en tiempo real para los transcritos I, II, IV y 

VI de BDNF utilizando como gen endógeno a la Proteína de Unión a cajas TATA (TBP de sus siglas 

en inglés). Los datos fueron graficados de acuerdo a la fórmula  2-CT, donde ΔCT = (CT del gen 

blanco –CT del gen endógeno) e  indica  las tasa de cambio entre la expresión del gen endógeno y 

el gen blanco en una muestra particular.  Para mostrar cuanto cambia la expresión de los distintos 

transcritos de BDNF entre los grupos de estudio (pacientes vs. autopsias o pacientes que usaron un 

tratamiento farmacológico vs. quienes no los utilizaron) se utilizo la fórmula 2-CT como lo proponen 

Schmittgen y Livak (2008), donde ΔΔCT = (ΔCT del grupo de casos – ΔCT del grupo de controles).  

 

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

muestras analizadas, se observó que  los transcritos de los exones I y IV  mostraron los mayores 

niveles de expresión 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 observó  un 

incremento en los niveles de expresión en los 4 transcritos en pacientes comparado con los 

controles; específicamente el transcrito del exón VI mostró un incremento significativo en la 

expresión de 2.0 veces con respecto al grupo de autopsias (t= 2.1, p≤0.05) (Figura 6). 

 

 

 

 
 

 

Figura 6: Grafica que muestra la expresión de 4 transcritos de BDNF en hipocampo de pacientes con ELT en 
comparación con el grupo control. 

Las figuras (círculos, triángulos, cuadrado o rombos) blancas representan a los casos con epilepsia, mientras que las 
negras a las autopsias. Los círculos representan la expresión del transcrito del exon I de BDNF; los triángulos los del 
exon II, los cuadrados los del exon IV y los rombos los del exon VI. Las barras  muestran la media ± la desviación 
estándar.  (*) p≤0.05 t de Student para muestras independientes. 
 

En relación a la presencia de EH, no observamos diferencias en la expresión 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 cirugía solamente encontramos que el 

Topiramato (TPM) influyó de forma negativa sobre la expresión 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 relación negativa entre la dosis de 

TPM usada antes de la cirugía con los niveles de expresión de este transcrito, resultado que si bien 

no fue significativo, si refleja una tendencia (F= 63.5, R2= 0.97, p= 0.07). Dado el tamaño de las 

muestras analizadas, estos resultados deberán ser tomados con reserva y replicados en estudios 

dedicados a evaluar estas variables. 

 

 

Figura 7: Grafica que muestra la expresión de 4 transcritos de BDNF en hipocampo de pacientes con ELT en 
relación a la presencia de EH y en comparación con el grupo control. 

Las figuras (círculos, triángulos, 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 círculos representan la expresión del transcrito del exon I de 
BDNF; los triángulos los del exon II, los cuadrados los del exon IV y los rombos los del exon VI. Las barras muestran la 
Media ± la Desviación Estándar. (*) p≤0.05 ANOVA de una vía. 
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Tabla 6: Efecto del tratamiento farmacológico en relación a la expresión de 4 transcritos de BDNF 

Droga Tamaño de muestra BDNFI BDNFII BDNFIV BDNFVI 

DFH 8 F=0.01 P≥ 0.05 F=0.64 P≥ 0.05 F=0.01 P≥ 0.05 F=0.03 P≥ 0.05 

AVP 9 F=1.26 P≥ 0.05 F=2.35 P≥ 0.05 F=0.01 P≥ 0.05 F=0.28 P≥ 0.05 

CBZ 14 F=0.48 P≥ 0.05 F=0.13 P≥ 0.05 F=0.01 P≥ 0.05 F=0.01 P≥ 0.05 

LMG 5 F=2.53 P≥ 0.05 F=0.19 P≥ 0.05 F=0.01 P≥ 0.05 F=0.08 P≥ 0.05 

TPM 3 F=0.96 P≥ 0.05 F=1.15 P≥ 0.05 F=0.01 P≥ 0.05 F=4.59 P≤ 0.05* 

LVT 2 F=0.36 P≥ 0.05 F=0.17 P≥ 0.05 F=0.01 P≥ 0.05 F=0.02 P≥ 0.05 

SRT 4 F=0.54 P≥ 0.05 F=0.40 P≥ 0.05 F=0.01 P≥ 0.05 F=6.08 P≤ 0.05* 

DFH: Fenitoína sódica; AVP: ácido valproico; CBZ: Carbamacepina; LMG Lamotrigina; TPM: Topiramato; LVT: 
Leviacetram ; SRT: Sertralina. (*) p≤0.05 ANOVA de una vía. 

 

 
Figura 8: Gráfica que muestra la expresión de 4 transcritos de BDNF en relación al uso de TPM antes de la 

cirugía  en hipocampo de pacientes con ELT y en comparación con un grupo control. 
Las figuras (círculos, triángulos, 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 círculos representan la expresión del transcrito del exon I de BDNF; los triángulos los del exon II, los 
cuadrados los del exon IV y los rombos los del exon VI. Las barras muestran la media ± la desviación estándar. (*) 
p≤0.05 ANOVA de una vía. 
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Por otro lado, con respecto al uso de sertralina (SRT), utilizado para el tratamiento de síntomas 

depresivos y de ansiedad en el grupo de pacientes con ELT, se asoció a un incremento de 2.5 veces 

en la expresión del transcrito del exón VI en relación al resto de los casos y de 4.5 en relación al 

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

 

Finalmente, no encontramos cambios en la expresión de los distintos transcritos de BDNF 

analizados en relación a la edad, el género, la edad en la que se reportó la primera crisis epiléptica, 

el número de crisis al mes antes de la cirugía y la lateralidad de la resección. 

 
Figura 9: Gráfica que muestra la expresión de 4 transcritos de BDNF en relación al uso de SRT antes de la 

cirugía en hipocampo de pacientes con ELT y en comparación con un grupo control. 
Las figuras (círculos, triángulos, 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 círculos representan la expresión del transcrito del exon I de BDNF; los triángulos los del exon II, los 
cuadrados los del exon IV y los rombos los del exon VI. Las barras muestran la Media ± la Desviación Estándar. (*) 
p≤0.05 ANOVA de una vía. 
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Análisis	de	metilación	por	clonación	y	secuenciación:	
 

No encontramos diferencias significativas al analizar 2 muestras de hipocampo de autopsias y 6 de 

casos con ELT, en relación al promotor 6 de BDNF con la técnica de clonación y secuenciación 

(Figura 10). Las primeras 5 CpGs localizadas justo después del sitio de inicio de la transcripción, 

parecen mostrar una región hipermetilada, aunque no se muestran diferencias entre los casos y las 

autopsias. 

 

 
 

Figura 10: Patrón de metilación del promotor 6 de BDNF. 
Se muestra el gen BDNF y la región que fue amplificada del promotor 6. Del lado izquierdo se representan las CpG antes 
del sitio de inicio de la transcripción y del lado derecho las CpGs después del sitio de inicio de la transcripción. Cada 
línea representa una clona amplificada y son alrededor de 10 clonas por muestras. Los puntos negros representan los 
CpG metilados y los blancos los no metilados 
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Es importante destacar, que la región hipermetilada podría representar un artefacto metodológico 

como consecuencia de un problema de la transformación 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 cuáles se reflejarían como Timinas (T) al momento de obtener los resultados de 

secuenciación, mientras que las C metiladas, se mantienen como C. En la región analizada vemos la 

presencia de C que deberían haberse transformado a T, ya que no están 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 razón que desconocemos esta región del alrededor de 30 pares de bases no se logró 

transformar adecuadamente, por lo que consideramos sería importante analizarla con otra 

metodología.  

 

 
 

Figura 11: Primeras 5 CpGs después del sitio de inicio de la transcripción del promotor 6 del BDN, región que 
parece tener algunos problemas de transformación. 

a) Resumen de los resultados b) Secuencia de la región localizada justo después del sitio de la transcripción que 
muestra que citocinas NO seguidas de una guanina se mantienen como C, indicando un problema de transformación. c) 
Se muestra toda la secuencia analizada, donde se evidencia que el problema solo se ve en la región justo después del 
sitio de inicio de la transcripción. *BDNF6 es la secuencia de ADN no transformada y BDNF6 Transf. muestra que C son 
susceptibles de estar transformadas en T sí no están metiladas. 

a

b

c
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Análisis	de	metilación	por	piro‐secuenciación:		
 

En comparación con los resultados obtenidos con la técnica de clonación, en estos experimentos el 

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

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

de estándares que presentan diferentes niveles de metilación (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 regresión lineal entre el porcentaje de metilación 

esperado y el obtenido (Figura 12), indicando que los niveles de metilación se están 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. 

	
	

 

	
Figura 12: Regresión lineal de los resultados de metilación de los promotor 4 y 6 de BDNF en los análisis de 

piro-secuenciación con muestras estándares 
(0, 10, 25, 50, 75 y 100% de metilación). 
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Tanto en el promotor del exón VI como el exón IV encontramos que las primeras 5 CpGs localizadas 

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

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

ni en relación a ninguna de las variables clínicas analizadas.  

 

 

 

Figura 13: Patrón de metilación promotor del exón 4 y del exón 6 de BDNF en los análisis de piro-secuenciación. 
a) Promotor 4 de BDNF; b) Promotor 6 de BDNF. 
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Discusión:  
 

Este es el primer estudio que ha intentado contrastar los niveles de expresión de 4 transcritos de 

BDNF en hipocampo obtenido de pacientes con ELT con respecto a un grupo control de autopsias, 

así como  en tratar de dilucidar si estos cambios están regulados por cambios en la metilación de 

sus promotores. 

 

Lo anterior es de interés ya que además de sus efectos tróficos, el BDNF parece tener una 

participación importante en los mecanismos de remodelación sináptica 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 

expresión 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 regulación y 

expresión de los distintos transcritos de BDNF podría ser relevante para entender los efectos de esta 

molécula durante el proceso epileptogénico. Asimismo, se ha reportado que la expresión de los 

distintos transcritos de BDNF pudiesen estar regulados por mecanismos como la metilación de sus 

promotores (Aid et al., 2007).  

 

Datos	clínicos	y	epidemiológicos	de	la	muestra	estudiada	de	
pacientes	con	ELT:		
 

Los datos clínicos de la población de estudio mostraron que la edad y el número de años con crisis 

epilépticas fueron muy similares con lo reportado por los dos estudios previos que han evaluado la 

expresión 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 Fenitoína, y han sido reportados como los fármacos más comúnmente empleados para el 

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

 

Asimismo, la comorbilidad más común en nuestra muestra de estudio es la presencia de depresión 

y/o ansiedad (Adda et al., 2008, de Oliveira et al., 2010); cabe señalar que la sertralina, un inhibidor 

selectivo de la recaptura de serotonina se ha reportado como un medicamento seguro y eficiente 

para la disminución de los síntomas depresivos, sin incrementar las crisis epilépticas (Kanner et al., 

2000, Thomé-Souza et al., 2007), por lo que no resultó extraño que fuese este el medicamento más 

frecuentemente identificado en nuestros pacientes.  

 

En relación con la EH, encontramos que los pacientes con esta lesión mostraron un mayor número 

de años con CE 22 vs. 10 años (U=84 p=0.04) y una edad de inicio de las CE significativamente 

menor 13 vs. 23 años (t= 2.31 p=0.03) al compararlos con pacientes en los que la epilepsia se 

asoció a otro tipo de lesiones (Tabla 5). Estos resultados son distintos a los reportados por Wang y 

colaboradores (2011) quienes muestran una duración en años 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 tenían los pacientes sin 

EH por lo que es difícil 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	expresión	de	BDNF	en	pacientes	con	ELT	
 

El presente trabajo es el primero en evaluar la expresión 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 podrían ser consideradas como punto de referencia) los transcritos I y IV fueron los 

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

 

Aunque observamos un incremento en la expresión de todos los transcritos de BDNF en el grupo de 

casos con respecto a los controles, el único efecto que resulto significativo fue el aumento en los 

niveles de expresión del transcrito VI de BDNF en el hipocampo de pacientes con ELT con respecto 

a las obtenidas de autopsias (Figura 6). Estudios previos ya habían reportado un incremento de los 

niveles proteicos (Takahashi et al., 1999, Hou et al., 2010), así como también de la expresión del 

ARNm total (Mathern et al., 1997, Murray et al., 2000) del BDNF en una comparación similar.  En 

este sentido, nuestros resultados sugieren que el incremento en los niveles globales vistos 

en los estudios previos podría estar dado primordialmente por el incremento en la expresión 

de la variante BDNFVI. 

 

Cabe mencionar que hay pocos trabajos publicados en los que se haya evaluado la expresión del 

gen BDNF en modelos animales de epilepsia. En al menos dos de estos estudios se observó un 

incremento en la expresión (ARNm y proteína) de BDNF, en la etapa aguda (1-4 días) después de 

haberse inducido el status epilepticus por la administración de Pilocarpina o Ácido Kaínico; no 

obstante, dicha elevación se revirtió paulatinamente en el lapso de un mes hasta alcanzar los niveles 
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basales, coincidiendo con la presentación de crisis epilépticas espontáneas, lo que llevó 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, más recientemente se reportó 

que posterior a la administración de Ácido Kaínico se mostró un incremento en la expresión de 

BDNF, efecto que se mantuvo en la etapa crónica (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 últimos datos son congruentes a lo que estamos 

reportando en el presente estudio.  

 

Es importante destacar, que en los estudios descritos en el párrafo anterior no se evaluó que 

transcritos específicos fueron los que se veían incrementados, aunque Timmusk y cols. ya desde 

1993 los habían descrito, no se sabía en ese entonces, si su regulación diferencial pudiera llegar a 

tener alguna implicación fisiológica, como se ha discutido en estudios más 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 organización del gen BDNF es la evidencia sustentada tanto 

por los análisis in silico, como por estudios in vitro, de que si bien existen diferentes transcritos, estos 

codifican para una misma proteína 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 localización particular dentro de la neurona y dependiendo del 

compartimento celular dentro del que se encuentren, ejercen efectos fisiológicos 

diferenciales, como se describe en la página 12, Figura 3 del presente trabajo (Martínez-Levy y 

Cruz-Fuentes, 2014).  
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En particular el transcrito VI de BDNF se ha localizado en las regiones del árbol dendrítico alejadas 

del núcleo (Figura 3) tanto de neuronas del hipotálamo 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 proteína madura en las dendritas (Baj et al., 2011).  

 

En relación con la epilepsia,  Chiaruttini y colaboradores (2008) han discutido la posibilidad, de que 

el incremento en el transcrito VI de BDNF podría inducir la producción de pro-BDNF lo que a su vez 

se podría asociarse con la activación del receptor p75, el cual                                

media procesos de muerte celular, y/o bien en la producción de un BDNF maduro que pudiese 

promover la formación de nuevas sinapsis excitadoras, presentes de forma más prominente en las 

dendritas distales, lo cual a su vez podría favorecer el proceso epileptogénico. Por otro lado, un 

estudio más reciente reportó un incremento en la expresión del transcrito del exon VI de BDNF en 

respuesta al tratamiento con antidepresivos y al ejercicio, lo que asoció con un aumentó la formación 

de dendritas distales en la región CA3 del hipocampo, sugiriendo que esto podría implicar una 

recuperación de las conexiones con el giro dentado; asimismo, el incremento en la expresión de este 

transcrito se asoció con la activación del receptor TrKB promoviendo la sobrevivencia celular, 

implicando un efecto trófico de remodelación y recuperación 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 específico 

en el tejido afectado, no podemos saber si pudiera asociarse al proceso epileptogénico o 

alternativamente pudiese generar un mecanismo de recuperación del tejido como lo proponen Baj y 

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

discutirá más adelante en el presente trabajo 

Cambios	en	la	expresión	de	BDNF	en	relación	a	la	presencia	de	EH: 
 

En contraste con un trabajo previo en el que se reportó un incremento en la expresión de los 

transcritos con los exones II, IV y VI en pacientes con EH (Wang et al., 2011), en el presente estudio 

no encontramos ningún cambio en la expresión 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 comparación 

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 más 

evidente en relación con la presencia de EH. 

 

Una explicación alternativa a la falta de similitud de resultados con respecto al artículo de Wang y 

cols. (2011) podría 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 discutió en el apartado de metodología muestra características de expresión 

más adecuadas para ser empleado como control endógeno (Figura 5).                                       	

	

Sin bien la heterogeneidad clínica de la muestra analizada pudiera ser otra posible explicación (lo 

cual no fue analizada por Wang y cols. (2011), en el presente estudio encontramos que las variables 

de  edad, el género, los años con epilepsia, la edad de inicio de la epilepsia, el número de crisis por 
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día y la lateralidad de la resección no afectaron los niveles de expresión de los 4 transcritos de 

BDNF analizados, sin embargo y como lo mencionaremos en el siguiente apartado el tratamiento 

farmacológico si influyo sobre la expresión del transcrito VI de BDNF. 

 

Cambios	en	la	expresión	de	BDNF	en	relación	al	uso	de	diversos	
tratamientos	farmacológicos:		
 

Por otro lado, se ha reportado que diferentes medicamentos que se emplean de rutina en el 

tratamiento de síntomas asociados a la epilepsia como el Valproato, el Litio, la Fluoxetina, la 

Imipramina y el Topiramato, pueden incrementar o disminuir, según sea el caso, la expresión 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 reportó una diminución en los niveles proteicos de 

BDNF cuando el hipocampo obtenido de pacientes con ELT farmacoresistentes, fue expuesto a una 

solución 0.3mM de Ácido Valpróico por un lapso de 3 horas (Hou et al., 2010). Es de destacarse que 

este fármaco induce alteraciones hematológicas que incrementan el riesgo de sangrado durante la 

cirugía, por lo que de manera rutinaria es suspendido de una a dos semanas antes del 

procedimiento quirúrgico y esta podría ser la causa por la que no observamos ningún efecto con este 

tratamiento farmacológico en el presente estudio (Tabla 6). 

 

El TPM fue el único fármaco anti-epiléptico que se asoció con una disminución en los niveles de 

expresión del transcrito de BDNF con el exón VI (Tabla 6, Figura 8), lo que a su vez de manera 

interesante, presentó una correlación negativa con el incremento en la dosis de droga utilizada; un 

resultado similar fue reportado por Shi y cols. (2010) quienes también mostraron una disminución 

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 algún tipo de tratamiento 

farmacológico; esto es, seguían presentando crisis epilépticas antes de la cirugía, por lo que 

la diminución en la expresión 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 expresión del transcrito del exon VI en 

relación al uso de SRT para tratar los síntomas de comorbilidad con ansiedad y depresión; (Tabla 6, 

Figura 9). En este sentido, se ha reportado que medicamentos que tienen como mecanismo de 

acción la inhibición de la recaptura de serotonina, como lo son la SRT y la Fluoxetina, incrementan la 

expresión de BDNF (Molendijk et al., 2014, Hong et al., 2014); este efecto ha sido recientemente 

replicado en pacientes que manifestaron ELT con comorbilidad con depresión, en quienes se notó 

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, así como a un mejor desempeño 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 habrá que explorar en futuros 

estudios en modelos animales.  

 

Como se mencionó anteriormente, se ha reportado un incrementó en la expresión de BDNFVI en 

respuesta tanto al uso de ciertos medicamentos empleados en el tratamiento contra la depresión, 

como al ejercicio en ratones; este efecto estimulante de la producción de esta neurotrofina podría 

proveer un soporte trófico local para la sobre-vivencia y diferenciación de los precursores 
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neuronales, así como la formación de nuevas dendritas y la ramificación axonal (Baj et al., 2012). 

Todo lo anterior podría llevarnos a apoyar hipótesis de que el incremento de BDNFVI 

observado en el presente estudio, puede asociarse a un efecto trófico de remodelación y 

recuperación del funcionamiento del hipocampo.  

 

Si bien este efecto pudiera llevar a considerar ciertas aplicaciones terapéuticas, no consideramos 

factible que la sola administración de BDNFVI pudiera ser suficiente para detener las CE, ya que 

como mencionamos anteriormente, la mayoría de estos pacientes tenían altos niveles de expesión 

de este transcrito y fueron refractarios a tratamiento farmacológico presentando CE antes de la 

cirugía. Probablemente y como lo proponen Simonato y Zucchini (2010), la administración conjunta 

de esta neurotrofina con otros factores tróficos pudiera ser más eficiente en el tratamiento de la 

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

 

Patrón	de	metilación	de	los	promotores	6	y	4	de	BDNF	en	pacientes	
con	ELT:	
 

Los cambios en la expresión de genes pueden estar regulados por mecanismo epigenéticos como la 

metilación de sus promotores, siendo este el primer estudio en evaluar la metilación del promotor 6 

de BDNF en tejido humano. El primer abordaje experimental que utilizamos fue a través de la 

metodología de clonación y secuenciación, 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-secuenciación observamos la región que se localiza justo después del 

incio de la transcripción también está 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 metilación de su promotor, 

entonces podríamos especular sobre otras alternativas. Por ejemplo, se ha observado en un modelo 

animal de epilepsia producido por kainato, se induce la separación del gen de la membrana nuclear 

hacia regiones más céntricas en el núcleo, efecto que se mantiene desde las 2 horas hasta las 4 

semanas después de inducido él SE (Walczak et al., 2013). Otro mecanismo pudiera relacionarse 

con la liberación de enzimas como la histona deacetilasa 1 o la proteína de unión a sitios metilados 

2, lo que se ha asociado con un incremento en la excitabilidad neuronal producida por la 

estimulación de los NMDAR (Tian et al., 2009). Asimismo, la sobre-expresión de la Proteína de 

Enlace de respuesta a Adenosin Monofosfato cíclico (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 expresión de BDNF observada en el presente estudio.  
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Limitaciones 
 
El tamaño discreto de nuestra muestra representa una limitación importante, reduciendo el poder 

estadístico necesario y aumentando la posibilidad de generar errores tipo II. Esto fue particularmente 

importante en los casos en donde se analizaron las variables farmacológicas. Por todo esto será 

importante que otros investigadores repliquen estos resultados en muestras independientes con un 

mayor número casos. Además investigaciones futuras in vitro y en modelos animales son necesarias 

para identificar la implicaciones reales del cambio en la expresión del transcrito VI de BDNF, ya que 

la discusión 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 podría ayudar a mejorar el funcionamiento de esta estructura cerebral; además, los estudios 

previos que han evaluado los cambios en la expresión 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 expresión de BDNF previamente reportado en 

otros estudios, podría estar dado por el aumento en la expresión del transcrito d el exón VI. Por los 

resultados observados en relación al uso de distintos tratamientos farmacológicos, podríamos 

proponer que este incremento está involucrado en intentar recuperar la organización 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 farmacológico. 

Falta investigación básica para poder corroborar esta hipótesis.  

 

La metilación del promotor 6 de BDNF no parece ser un mecanismo molecular que ayude a explicar 

los cambios en la expresión este transcrito, por lo menos en las regiones analizadas, por lo que 

investigar otras marcas epigenéticas y otros mecanismos moleculares será de gran relevancia en el 

futuro.  
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Anexo 1: Artículo Requisito    

Increase	expression	of	BDNF	
transcripts	with	exon	VI	in	
hippocampus	of	patients	with	
pharmacoresistant	Temporal	Lobe	
Epilepsy	
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INCREASED EXPRESSION OF BDNF TRANSCRIPT WITH EXON 
VIIN HIPPOCAMPI OF PATIENTS WITH PHARMACO-RESISTANT 
TEMPORAL LOBE EPILEPSY 
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AMlrad _ A putativo m io 01 the br.ain_d8fillO>d naurolrophic 

Iletor( BDNF) in I pilo"" , has ...... ,ged Irom In ~itro Inl! I n;,.,..1 
molle'., but few .tudies havo Inllyud human so"'pl ... W. 
....... d Ihe BDNF e~preSlion 01 tnn""ript8 wtth .~onl I 
(BDNA), 11 (BDNFI), IV (BDNFIV) ud VI (BDNFVI) .nd mlt1hyla. 
tion levels olpromoters 4 Ind 6in the hippocampi 01 patients 
.. ~h phlnnaco ...... tlnt temporal lobe . pilotP8Y (TLE) 
(n ~ 24), Hippocampll .clero." (HS) Ind prt!-5urgical phlr· 
mKoIogical trN tml nt _ o conoid ...... as clinical indopen. 
dont viril bies. A Itatillical ligniflcant incre lse lo. th. 
BDNFVI (p <: 0.05) was ob1UlNed in TLE p"!;'n •• coml"'rtld 
'0 Ih • • ",o¡>sy control group (n "a). BDNFVI .. u all o 
IlIcroased in anAiIt1y/deprluion TLE (N " 4) .. hen compared 
11> ."'""sln <>r 10 Ih. ",m. ining groupl>! p"'lfInts (p" O.O§). 

In contrast, .1>0 uU 01 'he anliepilflptie drug T",,"""'&I. 
fTPM){N " 3)wasauociated'0Idec:re .. e in BDNFVI upr .. · 
.ion (p <: n.OS) .. hen compartid lo 'he nmaining group of 
pationtl. Mlt1hylalion leve ll 11 th e BD NF promoterl 4 and 6 
w ..... imilar bel ..... n TLE Ind lutoplill Ind in rel.ti"" lo 

'~g a~, T.,., _ ~·M-41605074 . 
E·mal _re'''' cru$rrp .~ .mx (C. S. Crwt F...""",,). 
Abbr<MMic",.: BOl>lr. l)cajn dcri">'l "",,,<*opI>iclacl<r, 60 .... TI, BOl>lr 
"",,"(Jipl."'''!'».''" 1: BD:-.JFII , BDNf "...,.."pI. ....... cxon 11: BDNnv. 
BDNr IrlInscripl. \OiIh exm N : 6 ()1'.:f"VI . BDI>IF .. ~I";1h exm \11: 
Cl. cyeIe 1kr>_: DEPe. 1k1h)1 pyrOtArIxIn.lo; GAPDfi, 
gI)"""_h)ido 3.pI"<>s¡fl"'" daO)"Irogm"'., HDAa, ,," ono 
<Ic~ ... riti;.iIor; HS, rip¡¡oca~ "' ... "' . .. ; MRI, magnc1ic 
"'SOfIanc. mallE: PMls, post-monem ¡"",,,,als: SE, s lOl,," 
1!fliI"!"i(llo; SRT, s-.lne; lOP, lATA-I:inding proIM>: rtE. 
~'" lobo """1'51; TPM, TOj>i<,...."le; VPA, ,alproa'" 

Ihe use 01 e~hor Sertraline (SRT) orTPM. Th .. e reau kl l ug· 
gUlan up .... gulaled Ixpression 01 a lpeCiftC BDNFtranscripl 
in palionl1 .. ~h TLE, In olflC1lhl1 aHmllo bldl plndl nt on 
Ihe uN o/ lpecifkdrugl . C 2015 Publi. ".., by EIN vier LId. on 
""hallo/ IBRO. 

Kly WOrd l: ph.rmaco ..... ;allnl tlmp .... 11 I<>t.. Ipilflply, 
BDNF, mRNA .. presa""" .pige .... tic., promotor mlt1hylat""" 
human . 

INTRODUCTION 

Epilepsy alfects 1- 2% 01 Ihe wolldwide population. The 
mosl prevalenl Iorm 01 ep~epsy is Ihe one lIlal af!écts 
Ihe lempo",1 lobe e pilepsy (TlE) (Enge! el al .. 1997; 
GoIdenberg, 2010); very olten lIlese patients are ref",e· 
lory lo pharmacological treatment (70% 01 H E patients) 
and in mosl cases surgery is indicated (Jardim el al. , 
2012). 

S"¡zures in TLE are produce<! by lile synchronized 
hyperae~yilY 01 neuron poPulalions due to Ihe disruplion 
01 Ihe balance betwee n e ><Citalory and in hibitory 
synaplic IranslY"Óssion (Casilas-Espinosa el al. , 2012) . 
Cumulalive evidence supports a role Ior Ihe bra¡n· 
derived neu rotrophic fador (BONF), ¡nvolved in synaptic 
plaslicilY, as a critical mediator In Ihis palhobgicaJ pro· 
eess (Koyama and I~a)'<l . 2005; Cllnha e l al. , 2010). 

Several sludies have eval uated BDNF expression in 
Ihe brain lissue 01 TLE palienls For instance , in 
comparison 10 aulopsy conlrol~, T8kaha~ 11i e l al, (1999) 
found an incremenl 01 BDNF protein In the epileptic eor_ 
lex. Similarty. an increased immunoreactivity of BDNF 
and its assodated Tyrosine receplor kinase B (Tr1<B) 
was observed In Ihe TLE hippocampus (Hou el al. , 
2010). Moreover, an ;nerease<! hybridi¡:alion of the BDNF 
mRNA 15 detected in hippoc~mpal gr.¡nule cells from 
aflecled in dividuals (Murrny e l a l .. 20(0). 

It has also been re¡x>rted Ihat expression of BONF is 
aflected by: hlppocampal scterosis (HS) (Malhem el al. , 
1997; Wang el a l .. 2011). duraoon and seve rily of sej . 

zures (Hong el 81. , 2014), fiuoxetine lreatmen! in palients 
wilh cornorbid depression (Kand",taYicius el a l., 2013) 
a nd by antie pileplic drug~ (Hou e l al. , 2010 ). Therefore , 
Ihese variables war",nl further considernlion when the 
expression 01 lhls nllurotrophin is being assessed . 
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BDNF is highly expmssed in brain amas implicaled in 

limbic seizures (Lee el al , 1997). Sludies in animal mod­
els have relaled se izure aclivily wilh changes in lhe 
expression 01 lhis neurolrophin (Mudó el al .. 1996. Lee 
el al., 1997). For example, Iransgenic miee overexpress­
ing BDNF, display an increased seizure severily in 
response lo kainic acid. aSsoOated lo a hippocampal 
hyperexcilabilily (Croll el al. , 1999). S;mila~y, the admin­
istration 01 an inlra--hippocampal Mlus 01 BDNF, oolore 
eleclrical stimulation increases the susceptibilily aOO 
ÓJration 01 kiOOled seizures (Xu el al. , 20(4), MorE!OV<lr, 
lile chronic inhibition 01 Trk8 receptor, initia ted after the 
status epOleplicus (SE), prevents the oonsequent genera­
tion of spof"llaneous aOO recurrent se;zures, ameHora les 
lile anx;ely·hke behavior aOO reduces !he loss 01 hip­
pocampal neurons (Liu el al., 201~ ). AII !hese oOserva· 
tions supporl a !"de 01 this neurolrop!¡in in lhe 
developmenl 01 epilepsy. On the contrary, the reporls 
showing lhal viral veclor-medialed 01 BONF/Fibrotllasl 
Growlh Faclar 2 decrease !he severily aod number 01 
sponlaneous seizures in lhe pi locarpine-induced SE 
model (Paradiso et al. , 2009, 2011 ) lhese have led lo con· 
side,!he use 01 BONF as an al temalive lherapy lor epO' 
lepsy Ireatmefll (Simonalo el a) .. 20(6). 

The oonlrasting eflects 01 lIl is neurolrophin could be 
associa led wilh lhe multipOicily 01 transcripls synthesized 
lrom !he BDNF gene (lo' a review see Martinez·Levy 
and Cruz·Fuentes, 2014). Messenger RNAs containing 
exons I (BDNFI), II (BDNFII), IV (BDNFIV) and VI 
(BDNFVI) (Fig. 1) are !he mosl oommonly expressed in 
differenl lissues (Garzon and Fahneslocl<, 2007, 
Pruunsi ld el al. 20(7). In lhe tlrain. lhey aretocal izedindi l­
lerenl neuronal comparlmenls (Pattabiraman el al., 2005, 
Aliaga el al. , 2009), aflecling syl"\ilplic ptasticily wilhin eam 
area (Baj el al., 2011 ). The specifoc ce llu lar localion 01 lhe 
lranscripts 'aises!he possibilily tilat a distorted regulaled 
lraflicking aod locali zed synlhesis of BDNF might impacI 
lile delicale ba lance belween excilalory and inhibilory 
transmission, wi lh pOssit>le neuro-patlvrphysiotogical 
consequences, induding epileptogenesis (Cunha el al. , 
2010). II is worth noling that no studies have evalua ted 
lile expression ollhese lranscripts in human TlE. 

Finally, a relation between DNA methylation aOO 
BONF expression has been descrilled lor some (.). 

L. 
(b) 06 Gj 

neurological aOO psychialric disorders (Martinez_levy 
aOO Cruz·Fuentes. 2014). De_melhytalion 01 BONF pro­
moler 1 iOOuced tlypicrolo";n (a GASAA recepto' chloride 
channel tlIocker) has beIln associated willl a synaplic 
hyper_excilabi lily in stices Irom mouse hippocampus 
(Nelson el al., 20(8). Similarly. anincrement in!he exp,es-­
sien oll,anscriplS wilhexon IX has been associaled wi lll a 
deaease in the melhyta tion levels on ilS speci ficpromole, 
in the ka inle acid model 01 TlE (Parrish el al. , 201~). Addi­
tionally, valp.oc acid (VPA) aOO Othe, anliepileplic drugs 
(D'Addario el al. , 2013, Guidolb and Gryson, 2014) seem 
to affe.:1 ONA methytation al specifoc BONF pmmoters. 
lhese data indicale Ihat changes in BDNF gene methyta ­
tion oou ld be associated wilh epOlepsy: hewever. ils rote in 
human lissue ramains lo be analyzed. 

lOO aim oIlhe presenlsludy is 10 assess the exprassion 
01 four BONF Iranscripls aOO melhylalion levels al specifoc 
BDNF promolers in lhe surgically resecled hippocampi 01 
palienls wi lh pharmacorasistanl TlE, in oomparison lo 
lile aUlopsy samples. Age. duralion 01 epilepsy. HS aOO 
pre-surgical pharmacological lrealmenl were considered 
as independenl variatlles. 

EXPERI MENTAL PROCEOURES 

SutljecIs 

A11 experimenls were performed wilh !he approval 01 lhe 
Elhics Commillee 01 lhe Nalional Instilule 01 Neu!"dogy 
aOO Neurosurgery "Manuej Vetasoo Suárez· (INNNMVS) 
in MexÍ<)) Cily (projecI 70/12). A11 participanls signed an 
inlorme<! oonsenl. Patienls (n - 24) mel diagnos!ic 
crileria lo, TlE and were relraclory lo pharmacological 
lrealmool. They underwenl a detailed medical history, 
video eleclroencephalography (EEG) recoróngs aOO 
magnelic resonance image (MRI ) sludies. Hippocampus 
ScIerosis was defined tly lhe presence 01 hippocampus 
alrophy aOO a hyper-inlense signal on T2-weighled MRI 
(Genera l Electric 3T uní!). 

The presence 01 depression aOO an";ely disorders 
was assessed t>y means 01 lOO Hospilal and Amiely 
Depression Seale (HADS: Spanish version) (Herrero 
el al. , 2003, G:\mez-Arias et al .• 2012). Diagnoses we,e 
confirmed with !he Slructu 'ed Clinical Inlerview lo, 
DSM-IV Axis I Disorders (SCI!)'I) (Firsl Michael el al. , 

6 

- H ·. ·I e 

• 

• 

• 

• 
FIII . 1. IiIDNF pene .trur;lu,," aro ttle ""-,, lron..,.iI>~ analyzad. WMe bo.e. _le e_ ., g'''l' """""" poin! lo .,!"". 800 8frOWS deoq,a\e ttle 
~tive lranserip!ion . tan siles. $<;/le ..... ~ \he organilolion o'lI1e ""-,, aJlemaIive .. onocri¡lls an.o!y>"ed in Ihis slUdy. 
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20(2). applied by a psychiatrist who was bI;nd to Ihe epi­
lepsy diagnosis. 

Relevant clinical data Ineluding: age of Ihe subje<:ts at 
111" mom.mt 01 surgeJ)', gender, onset date year of 
epilepsy, epilepsy duralion, ep~epsy sUl',;le J)' date, 
precipitating tacto~ ot epilepsy, other 
diseaoos/diagnoses and treatmen!>; associated witll 
epilepsy or with olher cnmorbiditi"s and th" surgiea l 
oulcome, were oblained from Ihe d inical records. 

Hippo<:ampal samples from 18 p~tients displaying HS 
(10 men and 8 women) and from "ix patienls wilhoul HS 
(3 m"n and 3 "",men) _re coIleded. Clínical dat3 hom 
eaeh palient and Iocalion ot !he ep~eptie focus are 
shown in Table 1. 

Surgenes were performed between FebruaJ)' 2012 and 
June2013_ The SUl',;leJ)' procedure in patlentswllh HSwas 
earried out using !he T2 or T3 tr;ms_l"mporal approach 
guided by Ihe eleclrocorticographic (ECoG) signals 
recorded On th" bmin surfa"" (4 " 8 eleclrode.gird, M ­
Tech, Radn .. , WI, USA). The procedure consisll!d of!he 
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un~aleral amygdalo-hippocampeclomy, which indudes 
Ihe micmsurgical excision 01 Ihe head of the anleliar 
body 01 Ihe hlppocampus, amygdala, portions of Ihe 
uncu5, lile parahippocampal gynJs and wa s followed by 
Ihe la~ored resecoon 01 the temporal neocortex (San 
Juan el al .. 2011 ). Palienls wilhoul HS "", re submitted lo 
a sim~ar surgical procedu",: in Ihis case amygdalo_ 
hippocampectomy \O'3S praeticed depending on Ihe local ­
i~ation 01 Ihe lesion. Afler a ca...,ful dissec~on, Ihe hip­
paeampus was stored for the foIlowing prooedures. 
Biopsies from lumors, malformaoons or any olher alter_ 
atian were nOlinc!uded in Ihe presenlsludy: in Ihosecases 
where lumors or lesions were restnc:l" d lo Ihe hippocam­
pus: lesion'" mar¡¡ins were used Ior Ihe presenl study. 

Al $amples from TLE patients were slOred 
Immedialely al te r resecoon in a Ringer soluoon (pH 7) 
conlaining diethyl-pyrocar'bonate (DEPC) and W<ilre 
lransportad on Ice 10 Ihe laboratoJ)' within a ma.><imum 
0 1 :1 h, where RNA edradion was performed. 
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Hippocampus 01 e ight individuals with a cause of 
deatll unrelated lo a neurological o, psyehi ~trlc disorde' 
was obtalned (Table 1): tIlese samples were 
immediately lrozen al - 70 OC. 

D&mographic dala 01 Ih& sampl& 

Th'" aulopsy control group Ineluded six mal",s and tw::> 
lemales (mean age at Ihe moment 01 death: 35..l 12 
y"'ar.l oId). In al bul One 01 the :.amples, tIle left 
hippocampus was analy~d . In al cases, tIle post_ 
mortem interval (PMI) was '" la h 

Pat;"nts witll TLE were 13 males and 11 females with 
a mean age 01 35 "- 12 years. The male/female ratio 
(/ - 1,08, 91 - 1, P '" 0.05) and mean age (1 - 0.37, 
P ;. 0.05) were statisticaly similar with respect lo tIl", 
aulopsy grnup. C~nical I!!atu,es: age at se!¡ure onsel, 
14.6"- 10.7: year.l with epilepsy, 2O.2..l 14.a aod 
number 01 seizures Ihe month befom surgery 2.2 :1: 4.5. 
lhe anti-epileptic trea!ment most commonly used WaS 
Carbamazepine (sa.3%), loIowed by valproate (VPA) 
(40,9%), Phenytoin (33,3%), Lamotrlgine (20,8%), 
Topiramale (lPM) (12.5%), Levetim~tam (8.3%), 
Clonazepam (4.2%) and Pyrlmidine (4 ,2%). Frnm six 
cases that ,eceived adjuvant pharmacological treatment 
fur lreating comorbidities , lour used Sertrai ne (SRT) lor 
ameliorating anxiety and depression sympIQms, lhe 
post-<>pemlive outcome evaluated 1 year after surgery, 
indicated that in mest cases (87.5%) Ihe seizure 
lreedom was acttieved (Enge l dass 1); in a single case 
a "",rthwtt~e improvement was demonstrated (Engd 
elass 111) , whiie in IwO cases no data were ava~able as 
Ihey dld nOI relum 10 posl-<>peralive sludies 

Exlraelion 01 nucl.ie ac ids 

Brain tissue (100 rng) WaS homogenl¡ed In 1 mi of 
guanidinium isolhiocyanate solution: the hall 01 tIle 
volume was used for RNA extraClion as described In 
ChomCZ)'nski and Sacchi (1981): high-moIecula r weight 
DNA was extractad fmm !he ~mai ni ng amount using 
th .. chlomlorrn-phenol tecnnique. 

In order lo assure apprnpriate comparisons between_ 
groups, every DNA/RNA sample was ehecked fur 
p¡! rameters of quanlity and purity (NanoDrnp 
spectrnphotomete,); tIle integrity was evaluated by gel 
elec:tmpho,,",sis, No dif!erenees were deteeted in lheS!! 
variables belween hippocampus 01 ca""'s and aulopsies. 

Sinee samples 01 hippocampus from p~tients wilh TLE 
and !hose of autopsles weM nol obtained under Slrielly 
similar conditions, the 100Iowing assay was performed: 
12 rats were eUlhanized by decapitation and their skuls 
left al room temper<lture lor different PMls: O n (N - 4), 
4h (N _ 2), 8n (N _ 2), 16h (N _ 2) end 24h 
(N - 2), Al Ine end of eaen period , Ih .. eerebrum was 
removed and Ine brain cortex dissected , Two s¡¡mples 
01 Ihe experlmental condition Oh were stored fur 2 h on 
ice in a Ringer soIution (pH 7) containing DEPC while 
th", remaining were storfld at - 70 · C lo, 24 h. Total 
RNA was ¡hen extracted as described above, 

Even Ihough the amounl 01 RNA recovered was 
inversely related 10 Ihe postmorlem interval; Ihis 

variable did not affect tIle integrity and purity, as well as 
Ihe expression 01 tIle mt BDNFIV. Sim~a~y , no 
signifteanl difleren~s were delected between Ihe 
samples Slorfld in Ringe,{DEPC soIulion as compared 
to those Imm PMls 01 16 h, -mese results Imply thal 
di"e",n! coIleding methods did no! e:<ert important 
effeclS on ¡he results obtained in Ine analysis of the 
human BDNF gene. 

Expl'1lssion analysls DI BDNF Iranseripts 

Reverse transcription reactions were sel up uslng 4 ~ 01 
lotal RNA, and 200 U of the MoIoney Murine Leukemia 
Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT; Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA: catalog: 2802MlI 3) . The cONA 
w3s stored untl furthe, use al - 20 · C. 

BONF expression was assayed using tIle loUowing 
ABI pmbes: BDNFI (Catalo¡¡ : hsOO538277-ml ), BDNFII 
(Cataiog: hsOOS38218-m1), BONFIV (Catalo¡¡: 
hsOO380947-ml ), BDNFVI (CalaJog: hsOOI 5605B-ml) 
(Wong et al , 2010). 

TATA-binding protein (l BP) (eatalog: 4333769F) was 
ehesen ~s tIle endogenous control probe. The rntionale 
for ilS employment instead of glycerakleh~e 3-
phosphate denydrogenase (GAPOH) used in previous 
reporl!¡ (Malhem el al. , 1997; Wang et al. , 20 11 ) was 
based on our experimental observation of an important 
delay in the cycle th reshold (Cl) values when using 
GAPDH (CT lo, epilepsy samples - 34.7 :i 3.7 and eT 
lor autopsies - 31.2 ~ 1.7, t - 24, p '-; O.OS) as 
opposed 10 TBP (el lor epilepsy: 3 1.7 :1. 2.7: Cl lo, 
aulopsies - 31.6 :lo 1.2, U - 93, p .. 0.05) , 

Sim~a r results have been previously reported in 
neocortieal tiS$ue of patients wilh TLE as compare<! lo 
autopsy control groups ('Mef1lchke et al. , 2010), More­
over, it ha~ also been reported Ihat in vitm administration 
01 BDNF ehanges GAPDf.l mRNA levels while TBP 
expression shoViS more stabil~y (Santos Bnd Duarle , 

""'''1 Eaeh 2S.¡d PCR reaetion con!ained 250 ng of cONA, 
1..25 Id 01 pmbe and 125 Id of Taqman Unive!!;al PCR 
master mix, No-Amperase UNG (C3talog 4324018). No­
template controls \\'ere included in each experiment. 
Samples we", run in duplica te. Sds :5011w~re (version 
2.0; Applied Biesystems) was used lor obtaining the Ct 
values 

Mlllhylnlion analysis 01 BDNF promolll'" 

One mlerogram of DNA W3S !I'I!Sled tMih sodium blwlfill! 
using an EpiTecl 96 Bisulfite Kit, according 10 the 
manufacturer's instructions, (Oiagen , USA), 

Afler bisuffite modiflG3tion, a promoter IV and 
promoter V I PCR was perlormed, amploying a 
bio6nylaled prlmer. In the fi rst case, tIle peR ""aetion 
was carried oul in a 251d solu~on conhlining lid 01 
b;'¡ulfite4llQdified genomic DNA, IX PyroMarl< PCR 
Master Mix, I X Coralload Con~ntrate , 1X Q-SoIution, 
MgCI, 2.5 mM (PyrnM~r1< PCR Kit , Oiagen, USA) and 
0,5 IlM 01 Ihe 10fWard (F: S';BtnlTTTGTTGGGGTTGGA 
AGTGAAAAT -3' ) and reverse primees (Re 5'-CCCATCAA 
CRAAAAACTCCATTTAATCTC_3') (KeIIQr et al. , 2010). 
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" 
PCR condti;)ns included a" ¡nml denaturation Slep for 
5 mln al 95 "C. foIIowed by 49 cydes 01 15 s al 95-e, 
I min el 59 "C. ~nd 1 mln al Tl"C 300 a final extension 
atep 01 IOmln lit 72 °C. Far BONF promot....- VI, !he 
PCR reacdon was can1ed out In 11 25 ¡.d soIutlon contain­
ing 1 ¡.d of bi3u1fite-modified I1"nomic ONA, 1 x 01 
KAPA2G Robos! HoISf.3rt ReadyMix (Kapa Byos;stems, 
USA) and 0.5 ¡1M of!he fo<ward (F, S'·GAGGAGGTGAG 
GATAGGTTT-3') and _ primel'$ (R: 5'-[BtnJCTCAT 
TAAAACCCCCCRAACAAAAAATAA-3'). PCR coooi!lons 
Induded 8n Inltial denaturetion slep Ior 5 min 8t 95 ' C; 40 
c)lClel 01 15. at IIS ' C, 155 al 5O "e arld 45 s at 12"C 
100 I final extanslon s te p 01 10 min at 72 · C. 

For p)'rt>Sequem:inll a "alyses, 10 Id of bisulfote-PCR 
prodllCllI (prevlously de~ned wilh :2 ¡.d 01 exo-sap; 
Allirnetrix, USA) ware processed accordinll 10 Ihe 
manufaclurer's llaMan:! protocol (Qiagen, USA) with 
the fOlo'MfIg sequendng primers (promoter IV S: 5'-AC 
AAAAAAATTICATACTAA.3'; Promoter V I S: 5'-AGTT 
TAATYAGAAGAGTTAAATAATG-3'). 

Standard ONA samplas (EpigenOX, USA) with 
meth~atlon levels of 0%, 5%, lO%, 25%. 50%, 75%, 
al1d 100%. wel1l ¡¡Iso tjsulfile-Cn.mled and analy:zed for 
each group ot prime~. 

Slatlal lc.1 analysn 

Expl'e'$$lOn levels are represented in graphs as 2 ..cT 

vekJe&. The 2 ....el formula. as describe<! in SclunillgM 
alld l.M1k (20(8) was used ro calculate Ihe I~ ot ch3nge 
between experlmenlal grnups. Percenlolge Df melhylation 
levels _ obl3lned wilh lhe Pyromarl< CpG $OfIware_ 
The l1ISull5 are presented in tIle gmpha as mean ,¡, 2 stao­
dero deYletion (SO) end ~cor>sidered ~gnlfieant whe-n 

p '" 0.05. 
Stallsllcal analysn were carried out with 16M SPSS 

St8~stic .... 20. T test 101' independent samples was used 
ro evaluate dltfere~ be'-en cases and autopsles. 
whlle me efle<:t of specific clinical variables was 
evaluated usl~ ANOVA and OunneU's T3 post hoc ~t. 
A non.Parametrk: Mann-Whitney U Sta~s!ic test or tila 
Kruskal-Walh One·Way Analysis of Vañance on Ranka 
was performed when nece5Ury. 

For the preml~ed melhyla~on samples 01 DNA. a 
"'1I",ssicn ene ly~s MIS carried out Ior elleh group Df 
p~mel1l (lI~onti IV and VI) and l inea~ty was IIvalua ted. 

RESULTS 

Changes In 60NF mRNA transcripts OOXprotSSiOfl 

The fOl.lr assayed BDNF transcrlplS were detected In 1111 
samples, with hlghar exprllsSon l""eI!; 101' mose BONFI 
aOO BONFlV (FIg 2) In !he autopsy sampla. as 
pr8w,usly I1Ipo!UJd (Prul,lnsik! el al. 20(1) . 

Compered 10 autopsies. me foId-of-change for !he 
diflefenl BONF Ir.IrrscrIpIS ana~ed in palients wilh TLE 
were: (BONFI: 2.3. BONFII: 1.7; BONFIV: 1_0: BONFVI: 
2.0) bu! IniInscript wim ewn VI (/ - 2_ 1. p " O.05) was 
!he ~ one lhal $hows a statistical significant increwe 
(Fig 2) . Al me ndMdu'" p;!Ilienl leve! !he I:JIpresSon ot 
the Iour BONF tmnscripts ch3nged in a simiar way Q_e_ 

if e palient showed high IeveIs d Inlllscript with 60n 1. 
hlgh leveIa of transcrlpt wilh von 11. N aro;! VI _re <Jls.o 
observed). NOl'llllheles.s !he de.gree ot increment in 
ephptlc hsue wu hlgher for IniInscript VI. 

Change~ 01 SONF e~pression wilh resp9Ci /o olher 
cinC« vlJrlebles. Age. ;ender. ~ge at seizure onset. 
)'fleJ'S wim epIIepsy. number of monthly seilures and 
laterelilY of reae<:lion dld not correlata witI1 tIle 
expresslon of 80NF lransoipts. likewise. 80NF 
transc~ pt expresslon In TlE.~S cnes wn simi ar '" 
Ihal usodated with olher types Df lesicns (TLE non­
~S) (FIg . 3). 

Among the dlfferent antlepYeptic dnJgs used by 
patienls. only TPM (n " 3) was assoclated wilh a 
I lgnlflCenlly lower expl1lsslon (F .. 5_28. p ';;; 0.05) 01 
8DNFVI as compated te Ihe remalnlng group of Ihe 
patients (0.2 times) and lo the autopsy sampte (0_5 
times) (Table 2. F1g . ). Moreover. a n89ative but not 
stllllstlcaly i!JgnlficMI eon-ela ~on belWeen me 
expression levels .00 lhe dese of TPM used was found 
(F " 63.5. R' .. 0.97. P " 0.01). 

In conlfS5l, en Incfeese In 80NF transcript wilh ""00 
VI wn observed In TLE p;!Itien~ Ih8I ulJed SRT (n - •. 
F .. tU2, P ' 0.(5) al compol1ld 10 me ",maining 
ellected individll8b (2.5 times). and lo aulDp";",, (4 _5 
times) (T1tbItI 2. FIsI 5). 

Methyl.tion 1 • .,.1. and BDNf promolar.o4 and 6 

For \he premlxed "",thyIlItion IlImples of ON". \he 
analysu lhowed hlghly slgnificant "'5\1113 (p O; 0.0 1) 
wilh Rl renging from 0.84 lo 0_92. indicalin¡¡ tIlat our 
e>!pllrimenlll adequalely _mbIa !he memylation leveIs 
of \he samples. 

Low level. of methyl8llon ( ;.. 1 5%) we<e detec:ted in !he 
first ~ve CpGs Iocated efler!he atart sile of transcriptioo in 
promoters • eOO 6, bul non-slgnirocanl diflarences 
betweef'l TLE 3nd autopsias _re observed (Flg 6). 

No changes on ONA melhylation was obse¡ved e~her 
with Ihe pnllence of ~S or wllh lhe ule of specif lC 
pharmacologlcal lreatments iuch as TPM and SRT. 

OISC USSION 

We report here en Incl1lased expressicn DfBONF e""n VI 
in phsrrneco-~stent TLE p;!I tienl s' hippoc~mpus 

compared 10 an ill,ltoPiY control grtlup. The heighlened 
expresslon of e Sj)eo:ifie trMset1P! 18 In egreerl'lllnl \14th 
prevloosstlldlesIn human epóleptk: !in ... where a Jlse in 
BONF proteln ami mRNA levels was repenad (Malhllm 
et el , 1997: MUmly el al • 2000: 11011 eleL. 2010). 

An Increase In !he expresslon ot BONF has been 
ObselVed In the eCUIe phase ot !he piIoc:arpi ..... or 
kainate-lnduoed SE (Sheny el al .• 2003; Tongiorul el al .• 
20(4). Soma _rch8fll (I-IeInrlch 111 al" 2011; PafTish 
el ... . 2013). bul not others (Sheny et el" 2003; 
TongIorvI et 111 • 20(4) reportmat lhis I""",,,,,,nl is main· 
tained durlog !he 131e chroric pIIHe Q.e. aflef al leasl 
1 monm ot SE) ..... en sponteneous recumml "";zu...s 
are already PfMIInt, suggecdng!hal BONF could be impli_ 
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FIg. 2. E.<inuion 01""" 8DNF Uanocrip1s in ~ips>oc8mpuI of T\.E PI"""" encr ' "IOP'*, Eteh oymboI c:orr.lI¡XIn(Il'" 1nóVidu. data. CitdfIS 
__ 1 !he I "PI_ oIBDNFl,lIIanglesBONFlI, __ 6DNFIV __ o BDNFYI. Open ,~ .. pr._ITLE coo_ ""'iIo da1c ¡¡<ay 
1)'I'I"IbOII """11I¡XIn(I1O I>IJklp ..... The mean lo ~~ ... ... in .. _ IN bo • .pIoI. Slatislic8l ~ _ ~ ......... "" 
""paIrt<I. __ ~","l. 'p < 0.015. 

• 

FIg. ' . ~oI""" 8ONFIr~In""''''''IO~ __ (liS). HS,pr_oI~ __ ; ........ S . • "-oI 
~mpIII-"" Eod'I oymboI ~IO~ dalO. CiIdoI_I Ihe.~ o/BONFI, ~ BONFII, _ 80NFrII 
M<lcIomono;ll BONFVI. ()poon .,...-~_I H$-TlE "'H'; IigIlI gta)/lymboiIlndica .. f'IOIIoHSo T\.E ..... _ 11,,,11 1/'''' lymboiI c:orr~ 
lOaJ~. T""mun._,,".linttin_""'bo>.-J!IoI . S_lic;.olalgn __ do_uoir\f¡'''''_.yI\NOVA_by 
T3 Oun""n', MlJIIipio comporioon 1111. 

TIbie 2. EIIKt 01 p/Iar~ ~ ... ~I in Ihe """"""'" 01 BONF , ....... ;p .. 

"'" ,,- 60Nfl BONFII 80NFIV 60NFVl 

~, • F _ 0.&6 P .. 0.05 F _ 0.95 P ;O 0.05 F _ 0.49 P .. 0.05 F_V4p ", 0,05 

'" • F_1.14 p ;o O.05 F -2.11p ;¡, O.05 P-O.79p ;o O.05 F_2.l2p ;o O_O.'i 
,~ " F - l .1Sp ;o O.05 F _ 0.62 P .. 0.05 F _ 0.32 P :o 0.05 F_2. 14p ;¡, O,Oi'i 

"" • f _ 2.62 P .. 0.05 F _O.l!I6p;oO.05 F-O.31p ;o O.C15 F _ 219p ;¡, O.05 
,~ , F_l.52p ;o O.05 F -l,30p ;. O.05 l'-lC16p ;. O.05 F _ S.28 p , 0 .M · 
,~ , l' - 1.11 p ;. O.M 1'_ O.64p ) 0.05 F-O,.\p ) O,05 1' - 2.1.p ;. 0.C15 .. , l' _ 0.89 P ;. 0.05 F _ 0.\10 P ;. 0,05 F-O.:I3p ;' O.05 F _ 1.28 p , O.OS· 

_ _.. ___ " __ ONrWA T ......... _____ ~ < n""· 

caled in \he deYelopmenI 01 epilepsy \OIhi1e invoIvement in 
mainleoance o f \he eplepk stale ,emaios uncertain. 

The anaIysis 01 \he e~pression 01 diff8f801 BONF 
lranscripts ;1 of inlefesl lince Ihey show dis~ncl spa~at 
segregation wilhin \he netJfOIl (Pattabtraman el al .• 
2005, .... g. el .... , 20(9).11 M I been propasad lhal difler· 
enlilll torting 01 BONF mRNAs \o specific sulH:ellular 

compartmenls may modily \he lynaptiC ardliledure, wilh 
poslible implications Ior epilepsy (TonglOlgi el at .. 2(06). 
Remark.abty, in ani",.1 modeI sludiel. BONFVI incteases 
in \he disllll dendrites.1ew hoors afler SE (Pattabtraman 
el al .• 2005. OloaA,llbni el 111 ., 2008, Baj el al .. 2013). tt MS 
been specutated lhal in lhis ceHutar Ioc:alion BONF 
mRNAs may inctN5e Ihe produdion o f pro-BONF. 
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ac~vate pro·¡¡poptotic signaling cascados. potontiale 
axdtatory .ynapses liS woll as increase synaptogenesis 
en<! ócndrito arboriza tkln. eventually promoting epileplic 
sei.l~re, (ChoanJI~ni el al " 2008). 

Even Ihough Wang et al. (2011) previoosjy reportad 
an InctaaS8 in BONF exons 11. IV ano;! VI in TLE·HS 
palienlS as OO"llarad 10 !hose non-HS: in lile presen l 
Sludy HS did not alreel !he expression 01 too dilrerenl 
BONF transc:tipls analyzad: incontrasllackof assodation 
belween BONF protein level$ and HS was atso prellioosly 
"'po<led (Hou et . _. 2010). U:oo of different endogonou~ 
conlrola in quantitative PCR (as described in !he method· 
o1ogy) IInd}or lile dinical heterogeneity 01 palient$ oould 
aI80 explain!he Iack 01 agreement among studies. 

Variables auch as age, geoder, yealll wilh epiepsy, 
seizuf8 onsel age, ...... mbef DI seirures per day pre'liQus 
lo surgefy and lile laterality of resecIion did nol l'rIO<ify 
!he resulla of BONF el<Pf8SSion. However, a decrease in 
BONFVI WilI delecled in lhree palienls using TPM, a 

drug wilt\ histone deacetylase inhibilor (HOACi) 
properUes, AA analogous dose·dependenl decl ine 01 lhe 
expresslon of lhis neurotrophin was preYiously reporte<! 
In rals' hippocampus chronioolly treale<! wilh TPM (Shi 
el al. , 2010). Mor80ve •. BONF prolein !avals also 
decrease In hippocampat slice$ oblained lrom patients 
wi lh pharmac:oresislanl nE afie. in vi/ro infusion 01 
anolhltr HDACio VPA (Hau el al , 2010). Lack 01 effect 
01 VPA on BONF mRNA levols observe!! in !he present 
sludy c:oukI be due 10 the suspension 01 lhis drug Iwo 
_h befo ... aurgery, in Q<der 10 pre_ \he ri~k gf hern. 
ormage during operalion. 

We allIO Iound an incremenl in lile expression 01 
BONFVI In hippocampul 01 tour patients lhat usad !he 
serotonin reuptake inhi:bitor (SRI) SRT lo I/eal aru<iely 
and depression Iymploml. A similar r6$utt wa$ 
observed when lhe ImmunoreactiYily Ior this 
neurotrq)hin wal measurad in nE patients' 
hip¡:IoeampuI using lIuo~eline (KandralaYicius el al ., 
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2013). In ae:tdilion, in deptessive palients a r!se in serum 
SONF prolttin !Ind mRNA BONF has been associa\ed \o 
1M! usa al a variety of SRl'$ (MoIeno:ijk et al.. 201 4, 
Hong el 111 , 2014). Intereslingly. in animal modeIs il has 
been repoo1ed Iha! anIi-depres.si-.e treatmeot as -'1 as 
BxerDse specifically increase 8DNFVI, promoliog !he /0<. 
matlon 01 new liSia) deodri\e$ in Ihe CAJ neurons (Ba¡ 
e l al., 2012). Thii elfeel eouId enhance!he communica· 
~oo wilh !he dentale Oyrus promoting Ihe hippocampus' 
furoctional rerovery (Saj e l al .. 2011. 2012). 

Tila olfee! 01 !he pharmacological .'!'!almen!s on ¡ha 
BlqlfOssion 01 BDNF traf\$Cripts has barely been 
studied. espoo al ly in BPll eptic tissue, and oo. resull$ 
l uggesl lhal Ihoy pmbably atreel ¡ts mRNA levels. 
Nooolholoss. due \o lile discreta numoo. of indivióuals 
laking lhose drugs. caution should be \a~en whefl 
intorpre1ing 1he assooalion relaled lo lhe use 01 TPM or 
SRT. Future rasearch inctuding higher num!)er 01 
samptos is required in order lo further d;scriminalO 
!)elwaOn !he clfecta dependent on pharmacotogical 
traalmenl l rom thosa associated wittl epitepsy. 

Final1y. dlfarent sludies t>ilve repoOOd an inversa 
oelationship betwcen BONf cxpression and methytation 
Ie~als in specifoc promo"',. (M .. rtin .... -L .. ..,. ....,.¡ Cru~' 
Fuenle., 2014). Nonelhclcss. unde< OlOr clq)erimentat 
oondilions. 1he anaIyzed regions near !he start si les 01 
Iranserip!ion al a~ons IV and VI wefa completety un­
molh)'laled in autopSleS and eases. OIher medlanisms 
~ka !he inlra·f'lUdear posilion of BONF geno (Wa6czak 
al al, 2013). histone modification (Toan el al .• 20(9) Of 

c:hanges in !he axpression 01 spec:ifie Irans.eriplion lactors. 
such as CREB (Gua al al., 2014) mo.r.¡l be considcted in 

ordef to understand BONF oxpression reotAalion and its 
role in epilaps.y. 

CONCLUSION 

The role of tha dilferenl BONF Iranscripls in epilepsy is 
stilt conlroversial. Even thougll. previous sludies llave 
anatyzed 1he sleady-stata axpression of BDNF gene in 
relalion lo SE. reporta In epi leplic tissue are scarce. To 
/)Ur l<nowIedga this is the fl rst slu<ly thal a.natyzed thase 
varianls In &pileptic tiswe 01 TLE palients in comparisoo 
10 autOpsies. Changos In !he expre-ssion 01 specific 
BONF I'anscripts. a8 reportad hore could have 
tunelional impticat;on In epilapsy or could !)e relatad lo 
lila use 01 o1her pha,mill:Oogical IreatmenlS. Futura 
in vil'" 8I\d animal modal studias a,a warranted 10 
turther invas~galo lhase possibili tias. 

A~Thi. ~ OO<Istilul .. . pI11itI; r.q"'""""nr 
/O 0/)/ .... 'he PItO grII(1ot .. IN PoMgtadlHIe PfOQfDfTI 01 BioiogI­
"'" ScMncu ., ,,,. N._ A<IIotIomous ~ 01 Mexico 
(UNAM) for GAM-L ThiIt 1ttJdy .... ~ suppot1fId 11M ROOS8/JI'Ch fund 

01 ,,. N.1ioMi /nsJjtut. 01 Pqc/IiItIty "RIImótr "" ,. F.-Ie 
Mullir p,.,;.c. 1C'.f2040 e Wtt _ fk. /O _ Get>t¡:ina 
a.- A~. G.i8MW Corta Gonz"z _..fIwt _ 
l.<tM fot lhIIt 1KIWcII"..,. 
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Anexo 2: Artículo de revisión BDNF 
Genetic	and	epigenetic	regulation	of	
the	Brain	Derived	Neurotrophic	Factor	
in	the	Central	Nervous	system  
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REVIEW 

Genetic and Epigenetic Regulation of the 
Brain-Derived Neurotrophic Factor in the 
Central Nervous System 

Gabrie la A. Martínez-Levy and Carlos S. Cruz-Fuentes· 

Psychiatric Genetics Depal1ment, Clinical Research Branch, National /nstitute al 
Psychiafry Ramón de la Fuente Muñiz, Mexico Cify, Mexico 

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 molecu lar events re levant to cognition, 
!eaming, and memory processes. Although only a functional mature prolein is synthesized, 
the hum/In BDNF gene possesses:m extensive structura l complexity. including the pres­
ence of multiple promoters, splicing events, and 3 'UTR poly-adenylation siles, resu lting in 
an intricate transcrlptional regulation and numerous messengers RNA. Recent data sup­
por! specific cellular roles of !hese transcripts. Moreover, a central ro le of epigenetic modi­
flCations on Ihe regu lation of BDNF gene transcription is also emerging. The present essay 
aims lo summarize the published information on the malter, emphasizing Iheir possib!e im­
plications in health and disease or In the lreatment of drtferent neurolog ic and psychiatric dis­
orders. 

'To whom all correspondenee should be addressed: Carlos S Cruz Fuentes, Calzada 
Mexico Xochimilco 101, Colonia San Lorenzo Huipuloo, Delegación Tlalpan, CP 14370, 
Mexioo DF; Tele: 015541605073; Fax: 0155-55133722; Email: cruz@imp.edu.mx. 

tAbbreviations: BDNF, brain-derived neurolrophic factor; NT, neurotrophin; NS, nervous 
system; LTP, Iong-term potentiation; proBDNF, BDNF Immature isoform; ALS, Amy­
olroph ie Latera l Sclerosis; pre-pro-BDNF, precursors of proBDNF; p, promoter; miRNAS, 
smal l non-coding RNAS; Ca". calc ium; VGCC. voltage gatad calcium channels; APtRE. 
Adaptor Protein 1 Response Element; PasRE, Pas Response elemenl with a reverse di­
reclion; CRERE, AMPdCa" Response Element; CaREo calcium response element Iype 
1; UBERE, Upstream Stimulatory Factor Binding Response Element; bH LHB2RE, Basic 
Helix Loop Helix B2 Response Element; NFKPRE, Nuclear Factor KP Response Element; 
NFATRE, Nuclear Factor of Acl ivated T cells Response Element; 5aL..,dC, 5-...,zacitidyne; 
Neuro2A, mouse neural crest-derived eell2A; TSA, Trichostatin A; H, Histone; MeCP2, 
methyl-CpG binding prolein 2; HDAC1, Type I hislone deacelylase; AMPe, eyclic 
Adenosin monophospohate; Gaacl45B, DNA-damage-inducible 45B protein; CBP, CREB 
binding protein; UTR. untranslated region; TrKB. TyrosJne kinase receptor B; p. postnata l 
day; SERT, serotonin transporter, JNK, Jun Kinase; PI3PK. phosphaUdyl-inositol-3 phos­
phate kinase; BPD, borderline personallty disorder. 

Keywords: BDNF, a~erna tive promoters, transcripts, epigenetic, psychiatric and neurologi­
cal disorders 

Aulhor oontributions: GAML: Search of bibliography; review, summary and discussion of 
Ihe informalion, draft of the work; CSCF: Discussion of the reviewed information, evalua­
tion and comments of the draft. 
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Figure 1. BDNF human gene structure. The white boxes indicate exoos, the numbers 
below show ttle base pairs that comprise them. The grey spaces point to introns, and the 
numbers aboye the base pair that constitute them. The arrows designate ttle alternative 
start transcription sites. ASO represents A lemative Splicing donors, while ASA represents 
Alternative Splicing acceptor sites; ttle ATG symbols irldicate start translation codons. The 
PA inscriptioo correspond to alternative poly-adenylation sites, and the TAG mark desig­
nates the ooly terrninatioo codoo for translatioo within this gene. It is important to point out 
thatthe 5' regions ofexon 1, 11 , 111 , IV, V, Vh, VI, VII, and IX correspond to independentpro­

moters ttlat regulate the expressioo of at least 17 transcripts and that exoo 1, 11, and VI 
present CpG islands that in this fi;;)ure are marked by ovals. Finally, the regioo e of exon IX 
marked with dar!< grey correspoods to the codificatioo regioo of proBONF. 

INTRODUCTION 

The Brain-Derived Neurotrophic Factor 
(BDNFt). pmified frm11 the porcine brain in 
191Q by Barde et al. [1]. is member oftheneu­
rotrophins (NTs) family. is involved in the de­
velopment of the vertebrate nervous system 
(NS) [23]. and regulates s)~1aptic plasticity in 
the adult brain. influencing the migratim1 of 
axons and adjusting the number and size of 
dendrite spines innetUm1s [4]. Tt is also in­
volved inneurogenesis [5] and synaptogene­
sis [ó] and facilitates the physiological 
mechanism oflm1g-ten11 potentiation (LlT') in 
hippocampus [7]. so it has been associated 
\\ith processes ofleaming and memory [R]. In 
contras!. the immatme isofom1 (proBDNF) 
has been associated with the octivatim1 ofneu­
ral apoptosis [9] and facilitatim1 oflong-ten11 
depression in hippocampus [10]. 

In additim1 to its neurotrophic function. 
BDNF strongly promotes cell smvival in 
various animalmodels ofnenrological dis­
orders such as the Amyotrophic Lateral Scle­
rosis (AL';). Parkinsm1's and Alzheimer 's 
diseases [11]. and epilepsy [12]. Moreover. 
the observation that the ill ~'illTl applicatim1 
of some antidepressant drngs increases the 
levels ofBDNF [13] supports a relevant role 
of this nemotrophin in the patho-physiology 
of depression [14]. OveralL this leads to con­
sider that failmes in the regulation ofBDNF 
synthesis could be related to diverse nemo­
logical and psychiatric disorders [15]. as well 

as sustains the propasal of its possible thera­
peutic use [11-13]. 

The BD?vFpossess a stmctnral and 11111C­
tional complexity reflected in 1) the presence 
of nmltiple gene promoters; 2) the expression 
ofnmltiple transcripts. susceptible to alten1a­
tive splicing events and,/or different poly­
adenylation patterns; 3) the s)~1 thesis of 
diverse precnrsor isofom1s (pre-pro-BDNF). 
but only a single matme molecnle; 4) the ac­
tivatim1 of two different receptors regulating 
opposi te effects. In summary. all of these fea­
tmes imply the existence of a very selective 
molecular mechanism that regulates the 
proper production ofBDNF [1 Ó. 17]. 

This review \\ill attempt to summarize 
the complex BD?'y'F transcription regulation. 
taking into cm1sideratim1 relevant epigenetic 
mechanisms. A strm1g similarity in sequence 
and gene stmctnre for BD,VF among verte­
brates is acknowledged; therefore. al though 
some important aspects of the human BDl'v'F 
gene are sti11 unknO\\11. inferences can be 
obtained frm11 other species. For ins tance. 
the BDl'v'F S' exm1 sequence identity amm1g 
the human (Horno supirms). rodent (Rullus 
IUlrvegicus, Afus muscu/us). and fish (Di­

celllrare/m.\' /unrux) ranges from 95 percent 
to 3R percen!. \\i th the exm1 TI showing the 
highest value (;..~90%) [1 R]. In the same way. 
exon L IV. and VI are qui te similarwhen ro­
dents and lmmans are compared [15]. More­
over. they share the same al temative S' exon 
spli cing mechan ism [15.1 R]. 
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Figure 2. Structure of the human BDNF promoters pi, plV, and plX. Descnbes the 
transcription factors that in vi/ro studies have demonstrated that can join this gene. The ar­
rows correspond lo the site where the slart transcription codon is tocated. The numbers 
aboye the tine indicate the base pairs where the consensus regiolls for each transcription 
faclor were idenl ified. The tegends betow lhe line specify Ihe Iranscriplion faclor Ihal binds 
lo thal locus and the sequence 01 nucleotides importanl lar Iha\. Abbreviations: APl RE: 
Adaptar Protein 1 Response Element; Pas RE: Pas Response Element with a reverse di­
rection; CRE RE: cAMPICa·- Response Element; Ca RE1: Calcium Response Element 
type 1; UBE RE: Upstream Stimulalory Factor Binding Response Element; bHLHB2 RE: 
Basie Heli"-loop Heli"- B2 Response Element; NFK¡3 RE: Nuclear Factor K¡3 Response EI­
ement; NFAT RE: Nuclear Factor 01 Activated T cells Response Element. 

\Ve will also attcmpllO discuss lhe pu­
lalivc implicalion of lhese molecular evenlS 
lO heallh and disease. Olher importalll cel­
lular processes involved in lhe propcr func­
lÍon of lhe malurc prolein as lhe rcgulalion 
of POSl-lrdnslalional modificalions Of lhe 
ennSlilwive or regulHled seerelion will nOI 
be coverl-d hcre. 

HUMAN BDNF GENE STRUCTURE 

The human BDNF gene is localeJ al 
chromosome 11. region p 13·14. The CUITCnl 
expert agrccmenl indicales lhe existence of 
II exons (Figure 1). nine ofwhich conlain a 
sp!.'Cific promoter Ihal rcgulales its exprcs­
sion ll7 .19J. Ahhough Ihe use of alternalive 
promotcrs is nol un(:ommon (i.c., Ihe pres­
cnce oftwo 10 lhrcc promoters has becn de­
scribcd in approximatcly 50 pcrcenl oflhe 
human genl"S [20]), lhe existente of nioe dif­
ferenl promoter sl'quences is an exceplional 
charaeterislic oflhc /JDNF gene. Moreovcr, 
Ihe illlron-cxon boundarics posscss Ihe ar-

chclypical aU-AG consensus signals for al­
ternalÍve splicing cvenlS [19,21 J. 

Additionally, an inlcreslÍng but frc­
quently igoored fcaturc of lhe struclure of 
lhe /JDNF gene is the existcnee of a 200 kb 
anlisense regíon lhal includes 10 exons trdn­
$crihccl fmm a single pmm01er 122J wil h Ihc 
abili ty lO symksi7.c a wide variely of anli-
13DNF smal1 non..¡;oding RNAs (miRNAs) 
[17,19,20j. 

As illuSI r"dll-d in Figure 2. a numbcr of 
DNA binding sitcs for JistinCllr"dnscriplion 
facloo have bt.'Cn characleriy.cU in lhe differ­
enl promoters ofl!:e rodent /JDNF gene [23-
26J. lnlefl"Slingly. an ioerease in inLrdl"ClIular 
ca1cium (Ca- ) levds has tx.'Cn associaloo wilh 
lhe aclivation ofl llese binding Siles l27,28J. 
This is n:levanl bccausc il has bccn dcscribt.-d 
lhal either lhe aclivalion of glutanlale fl"(."ep-
10rs or voltage-gall-d calcium channels 
(yace) promoles the dilfcrcntial expression 
of particular 13UNF 1I".ulSCripls [29.30]. In· 
triguingly, in cultur<.-d primal)' neurons ob· 
taincd froro a Iransgcnic micc 10 which thc 
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human BDNF gene was inscrted. Ihe Caleium 
Response Elemenr (CaRE), rhe Nuclenr Fac­
lor Aelivatcd T ec1L~ Response Element (NFA­
TRE), and rhe Nuelear Faeror t.:~ Re~rolt~e 

Elemenr (l\TfK~RE) [19J - aerivared by an 
in flux of Ca" in l.he rodenl BDNF gene afier 
Ihe glulamale rect:ph)r~limula tiun [3 1-J4J -
ShOWL'CI ol.herwise lO be insensitive 10 me IlCU­
ra l dt:polari;O-'ilinll elici led by the aClivation nf 
L-Iype VUCC l19]. These resullS underscore 
Ihe nnlinn Ih,1.I Ihe involvemenl ofspecific in­
Ira<.:ellul.ar set:oml rnt$$enger (Xl lhways (ll<.:lÍ ­
valed by intmcellular Ca .... ) dicmles Ihe 
expres~inn ordillerenl nONI' Imnscripts. pos­
sibly via!he symhesi'l. and binding of differenl 
Imnscription factors 10 a particular promoter 
sequenee[35]. 

Moroover. Ihe prcferelllial acljvation of 
eerrai ll pronmlcrs eould have ;1. Sigll ifíC;1.nI 
role in Ihe suseeptibility of developing cer­
lain neurologieal or psyehiatrie disorders 
[15,12J, a .. exemplilíed in re[lll r[ s on de­
pression [36]. bipolar disorder [37]. sehizo­
phrenia l-l7,J~ J , epilepsy P9J, ami 
Alzheimer's disease [40J, where ehang~ in 
[he fJ{)NF eXjlr~<;ion have heell de~erjhed. 

EPIGENETIC REGULATION OF 
BDNF 

Other moleeular cvcnlS involved in lhe 
regulalÍon or BDNF expre:ssíonllre Ihose re,. 
lated lo ¡he epigenelie modifieations . In a 
hro,ut ~ensc, cpigenelic~ rcfc~ [n Ihc way in 
which ehroma¡in struclure is remodeled 
wilhout aff~'eling the sequcnce of nu­
cleu[ide!i within lhe DNA. For many years, 
these processcs were only implicated in cel­
lular dinerenlia[ion and ttevelopmenl; how­
ever, il is currenlly recognized Ihal Ihey are 
alw relevao[ for differell l i;1.led cells [4 1-44]. 
A case in poiol are neurons in whÍch Ihe cell 
plaslicily. necessary for proc~~es of leam­
ing amI memory, n et:\L~ lo he Inng- 1:L~l i ng ur 
pernlanenl; therefore, epigenelic mecha­
ni snL~ eould hclp lo explain, for examplc, 
why neurons do nOI actively divide [45J. 

Experimental resulls oblaincd from in 
";fm ;1.nd ;1. nim;1.1 modc1~ ~upfl'Ürllhc role of 
epigeneties meehnnisms on [he regulnlion of 
BDNF genc express ion. For instancc., Ihe in 

silicu analysis oflhe gene scquenee shows a 
number oí" CpO is lands in promolers (p) pi, 
pII and pIV of the hwnan gene and pI. pIr. 
prv, pV, pVI, amt pTX in [he rndelll gene 
[16] . Moreover, Ihe Irealmenl wilh ¡he DNA 
methyl inhibi lor 5-azacitidyne (5azadC) 
sr imula l e.~ Ihe expre;.;.~ion nI' exons 1, IV, V, 
VIII. and IX in C6 cat glioma cclls and 
exnns 1, 1I1 115J amt IV [4óJ in mnu.<:e neu­
roblas[oma eells (Neur02A). On Ihe Olher 
hmld, addi lion of[he hislone deacelyh<;e ill­
Illbi[or TrichoslatinA (TSA) promolt:S an in­
creased expression of exons In. VU. and 
VII I in Cn cel ls, al lhnugh il did nul lInec[ 
Ihe expres~ion of any [ranscripl in Nem02A 
eells [15]. NOlletheleS$, in lhe laUer cxaUl­
pIe, an incremen[ in [he expres~ion of exon 
[ and IV was deleeled when highcr eOlleen­
l ral i(m~ ofTSA were u.~ed, an oulcomc ;1.1.'>0 
linked wi[h!Ul increase in Hislone (H) 3 and 
H4 aeetylalion in Ihe BDNF pI, an epige.­
nelic rrmrk linked wilh gene expre"siun [46]. 
últercstingly, in the lalter sludy . Ihe highly 
melllyla lt:\t Sla[us nrlhe 5' prtl;l:imal region 
or [he BDNF exon 1- bUl nOllhe exon IV 

ohserverl umier bas;1.1 condil¡ons disap­
pears aller Irealmenl wilh 5A~ldC [46J. As 
a \vhole. these resu]¡s suggest [hn[ Ihere mus[ 
he an exlremely specilic epigenelic regula­
lion of BDNF expr~~ion regarding promol­
ees and ccll Iypes. 

On Ihe olher hand, several moleellles 
parlicipate in [he epigenetie regulalion of 
RfJNF. ()m~ cxample is [he mc[hyl_CpCl 
binding protein 2 (MeCP2). idenlified by its 
abilily to add IllClhyl groups in the genolIle 
[47J and Jil r reerui ling lhe Iype I hi"ltme 
dcaeetyla~c (HDACI) SinJA [48J. [t was re·­
cenlly tiescrihed in cul lured mouse corlical 
neurons Ihal Ihe ¡\1eCP2-Sin3A complex 
gell er;1./e~ ;1. long-Ierm inhibilioll of Ihe 
BDNF plV [49J. Moreover, Ihe experimen-
1111 observation of Ihe phosphorylalion and 
ru rlller dissocia liun uf MeCP2 htlm lhis 
lacus. eilher afler depolllrizalion of cllltured 
cat neuroll.~ [28 .4950] or followi ng the aeli­
valíon 01" Ihe eyclic adenosin monophos­
phale CAMPe) palhway in [he human 
neurohl ;1.~lom;1. eclls [51], ~pr()rl ;1. relevan[ 
role of MeCP2 in Ihe regulation of BDNF 
gene exprcsslon. 
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Table 1. Eplgenetlc effects ofthe pharmacologlcal t reatment for neuropsy· 
chiatric disorders. 

Reference Treatment Model 

[59) Fluoxetine Perinalal stress 
in rats 

(60) Imipramine Social defeated 
mice 

[61) Valproic Fear 
acid condrtioning mIs 

[62) In Vttru 

Anotiler relevan1 ins lance is Ibe growlh 
arrcsl ru}d DNA damage-indueible 45B pro­
le in (~a;ul45B) invulved in Ihe demelhyla­
[jan of ncurogenesis- rda1ed genes [44.52]. 
T his mulecule himl~ [o plX or lhe ra l gem:, 
promoting hippocampal neurogenesis 
[44.5J]. Actdi [iúnal germane examples wi [h 
a pula l;ve epigenetic etli>:cl over [hü; neu­

rotropin are 1) [he lranscriplion faclor NFKj3. 
~i nce a di-melhylalilm nrlysine 4 residue a l 
H3 hislone on [he BDNF p i has been de-
1cc[ed in a locu~ containing a po1entiall\1f,, ~ 

binding sile [54J; and 2) Ihe CR.tB binding 
prolein (CBP). whieh add~ aee[yl groups lo 
hislúnes ¡11 '1 lher gene ilequcnee~ (Ii ke Ihe 

Major Hislocomparibilily Complex dass II 
gene) [55.56]. II is knowll thal CREB billds 
In dilleren[ IJDNF promnlers (Figure Z) 
[19.23] . although jI rcmains lo be delllon­
~ [raled Ihal Ihe cumple" C REHfC HP can 
acelyln le biSlones a l BDNFspecilic lod. 

LllSlly. Ihe anli-T!TJt\'T [ran~ript ~ (miR­
NAs) lruly :liso h;¡ve Ihe polenli:.li lo rrglllale 

lhe exprt'Ssioo of thi.~ neurolrophin Ihrough epi­
grnelic met:h;¡ni.~m~. Fnrin~tlflce,jn l'in'O~lud­

¡es sho\\' IM I Ihese molecllles con dimini'ih 

both Ibe cxprcs..~ion of mRNA and syn1hesis of 
[be protein UlfOUgh lhe recruitmenl offZH2. a 
methyl-transferasc promoting Ihe thrce-melhy­
lalion ofly.;ine 27 re;<;irlue al H3 ún Ihe H{)NF 

locu~. an epigenelie mark frequently linked 
wi th n:prcssion of trarL<;eription [20]. Mon:over, 

mRNA Epigenetic Brain region 
BONF 

• fI H3 acetylation in Hippocampus 
plV , fI H3 acetylation in Hippocampus 

plV and pVI and 
H3K9 melhylalian in 

plll 

" V fI H3 acetylalion in Prefronta l 
plV ro"" 

fl l and fI H3 and H4 acely- Rat cortica l 
IV l2Iion in pi :md H4 neurons 

acelyla tian in plV 

tbe genetically engineered over-expressioo of 
miRNA 212 in the mt slriatum dcercases the 
IlDNF prolein levels [hmugh deacli v¡¡[i Oll uf 

McCP2 [57]. Hov.'Cver. no ehanges werc ob­
serven in [he e."p~~iun nr fJf)NF afle r expn­
= 10 nn enrichmenl envirorunent in which an 
increme nl úf mi r l24, m ir U2, mi r1.B, 11.00 
mir14 wece all;o nolt"l.! [SI! J. 

lt is wonh to note tMI l"pigenelic marles 
in dinerenl prnmulers uf Ihe rnurine fJ!)NI: 

gene have been described in relation lO sev­
eral "cxlernal/ellvironmenlal" evenls Iike 

consumption of cocnine, stress in the earIy 
stages of Jife . lllemory rdaloo 10 fear. vol­
un ta!)' exerci~e, ann cnriehcct cnvirolllllelll 

[16]. as weIl a<; afler psyehopharnlUcologi­
cal manipula lion (Table 1) [59-62]. Re­
mark;¡hly, in snrne or Illt:se ~[udies> Ihere is 

a ilignificant corrclation among specifie rus­
lone mmlifica linn, I1 NA melhyla lion pal­
lems nt pI, p lV, ond pVI, and chnnges in Ihe 
expre~~ i on of [he correspondenl tran ~crip t s 

[61-63J. U nJorluffillely, change;; in epige­
ne tic marles relate<! 10 neuropsychintric dis­
nrder:<: ha~ l>et:n analyzed nnly recenlly in a 
Iim ile<! number ofslud ies (Table 2) [64-74]. 

TRANSCRIPTIONAL REGULATION 
OF BDNF 

As result of Ihe existenee of multiple 
prolllolcl'$ a.lld alternativc splic ing evenls, at 
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Table 2. Eplgenetlc modlflcatlon In BDNFhuman gene. 

Reference Sludy Variables BONF Epigenetic Tin ue Sample 
SubjGcts Changes Status 

[64] Schi¿Qphrenia BDNF U Melhylalion Frontal corlax Post-
Val66MetSNP al exon IX moriem 

ro" Suicide vic~ms Suicide dealh U mRNII lÍ Methyl¡¡tion Wernicke Post-
Ilnd protein fllp lV Arr.f) mor1em 

[661 Heallhy Smoking () Malhylfllion Peliphernl In vivo 
adcJjascenls during 8lpVI,bulno "00' 

pregnancy al plV 

[6" Molher Prenatal lInye!feet Peripheral In vivo 
maternal blood flnd 
depression umbi lical coro 

ro. Depression Antideprassant ll mRNA U H3K27me3 Frontal corlax Posl-
Imflln'lflnl al plV mortem 

[69J Alzheimer aOO Cases vs . U mRNII 11 Methylmion Frontal cortex Post-
bipolar d;sease controls mor1em 

"~ Bipíllllr Ca~es vs. U mRNA () Malhylfllion Peripheml In vivo 
d¡~order c-.ontrols .p' "~, 

"" Sd1imphrenia Cases vs . n mRNA ti Methylation Peoipheral In vivo 
oontrols "00' 

"" Bipolar Cases vs . 11 protein n Melhylalion Peripheral In vivo 
disorder oontrols buln<ll ffi pl .. oo "ood 

"~:<lOci"ted axon IV 
wilh 
meU1yIalion 
status 

[73] Post-slroke Presen,;e of ti Melhylalion Peripheral In vivo 
depression depression "ood 

" 4) Major Antidepressanl U protein ti Malhyl"lion Peripheral In vivo 
dep'es"¡on Irp'"tmenl (non signifi- .,¡ plV in non- "~, 
d i~ordflr canl) responders 

le¡I~ 1 17 I ra n st:ripL~ wilh dineTenl 5' ami 

3'lITR (Wllranslaloo region) segmenls eould 
be ~ynlhe¡;ift:d frum lhe /lDNF human gene 
[17]. Nonelheless, all lhese messo:-ngo:-fS share 
a common coding region includerl in eXOl1 IX 
lhal cumpris t"S Ihe cumplele $e(luelll:e ur lhe 
proBDl\'F molo:'Cule. Addilionally. Ihis exon 
l:tlll lai ns Iwo poIY-H<\enylalion siles general­
ing lmn~cripls with eitho:-r a long or a shon 3' 
UTR [17]. The pul3tive funetional relevanee 
of Ihis Slrucnlml tealUfO:- is revo:-alffi by ani­
mal mOOcI sludies showing lhal mRNAs 
wilh a l(lI1g Y l ITR arc primarily localed in 
dendritic spines [75] and only tran~lated in 
respon<>c 10 neuronal activation. In eont rast, 

Ihose wi lh a ~hnrl } 'UT R aTe aclively lrans­

lated in the soma lo maint3in Ihe protcin 
Bf)NI' b:L~allel'el ~ [76]. 

FurlhernlOro:-, a preferential locarion oí" 
~pec i fíc Imn~ripl~, in parlicular cel lular com­
pmlmenls, has been desc.ribed. l 'or example, 
in Ihe rodelll visual cortex aOO hippocampus. 
Ihe messengers Irom ex()n.~ 1 and IVare pre­
dominanlly expressed near lho:' neural soma, 
wl:tereas thosc gcncrated frOlll cxons Ir and 
VI are nlllinly locato:'d in dislal dendriles [77-
79]. lntereslingly. lhc aforclllenlioncd lran­
~ripl iooal CI'lmparl mcl1lali:mlion appcars lo 
have funcliolllll consequence5. lIS indicalo:'d 
by recenl i/l "¡'ro cxpcrimenls in which Ihe 
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Table 3. Changes In BDNF transcrlpt expresslon In humans. 

Reference Variables Changes in BONF 
transcript expression 

Tissue Samples status 

[88] Alzheimer's U I, 11 ;md lV Pa rietal Cortex Posl-mortem 

[89] Cocaine Addiction U land lV Cortex Posl-mortem 

[89] Coca ine Addiction U IV Cerebellu m Posl-mortem 

[90] Schizophrenia U" Frontal Cortex Post-mortem 

[901 Anlidepressanl U I, II , IVandVI Frontal Cortex Posl-mortem 
Treatment 

[901 Antidepressanl U I and 11 
Treatmenl 

[90] AnUdepressant Ulv 
Treatmenl 

over expression or silencing ofthese specific 
BDNF S'splicc varianls affect in a spalial 
fll~h ion Ihedendri lic hr.lm.:hing ami phospho­
rylalion of Ibe BD1\'F Tyrosinc Kimse B 
(TrKIl) receptor, Thb:e experimenlal da la 
also suggest lhat Ibe difierenl splice variants 
could repre!lenl a ~pal ial cmle u~ee! by neu­
rons lO t,ugel lhe etli::cIS of DONl; lO diSlim;t 
neurol compartmenls [RO]. 

Finally, allhough Ihe_ BDN!' expre;;s;on 
along the ontogeny of the brnin has been de,. 
scribed clsewhere [RI.82]. the analysis of 
the diilerent Irnnscripls has been barely ad­
dressed. Far inslance. Patlabiraman el aL 
[77] notee! a ¡mllem of diffcrenlial cxprcs­
sion in Ihe mi visual cortex ofvanous splic­
ing farms at diffcrclll postm"Ual days (P). In 
Ih is hrain area, exons IV ami V I were no­
ticcablc al P L3 (a dcvclopmental early pc­
riml linked wi th Ihe sta rl of eye opening), 
while exon.~ I and 11 Wl'"!e de teeted only unt il 
P40 (a mature stage of tll i~ ~en~ory cmlex 
:md wllere monocular deprivltl ion has no el~ 
feel). Mon~over. nn importanl increase in the 
expre;:.~iun uf exon~ IV. and in le,~ser exlenl. 
exon VI. is observed. an effecllhat remain.~ 

Slablc throughoul aduhhood (P90) . llllerest­
ingly. il was also lound thal the expression 
of exon.~ Il. IV. and VI were imporlantly rc­
duccd at P40 in ¡he occipi tal corlex, tI~ a 
consequence of tl'"mporary blocking Ihe 
deelrieal activilY of re linal ganglion ccll~, 

Parietal Cortex Posl-mortem 

Hippocampus Post-mortem 

suggesting a link belween the mt visual ex­
periellee and Ihc BDNF gene transeription 
during lhe cril ical periml uf ihrmation uf oc­
ular dominance eolumlL~ in Ihc Vi.~ual Cor­
tex [I!J,1!4j. IJnfurtunalely, an equivalent 
developmenlal eVl'"nl in the human visual 
CMlex 1l.1"~ 11 01 been yel e!e:<:cribeíl. 

On Ihe other hlmd. Ibe developmentlll 
BDI\1f expression in Ihe human Dorsolmeml 
Prefronlal Curlex was rt:l.:en tly reporle,1 
[85J. In Ibis cortical region. exon.~ I aOO VI 
wcrc sleadily expressed Ihroughoullhc fíesl 
phases ofinfuney (neQnate. intant, loddler) 
bUI decline in lhe following years (6 to 40 
year~). In contra ~I , Imnscrirl ~ " tl.nd IV, 
bacl'"ly dl'"lecled in neonates, inereasl'"d their 
cxpressioll in infanls and toddlcrs 10 fmally 
diminish ami reach a sleady le\'eI j¡-om -' 
years through adoleseenee and adullhood. 
These data show imrnrtant hmin regiOlllll 
and lemporal VlIrimion in BDNF expression 
alle! important diffe rences among specie:<:. 

Anulhe! pulalive implicaliun oJthe ex­
pression of Ihis neurotrophin during devel­
upmenl wa~ recenlly discussed hy 
Calabrl'"se et al. [86J, who rl'"poned Ihat 
eQluparcd 10 wild typc animals. SERT 
(serOlonin Irnn.~por ter) knockout rals dis­
played a redueed cxprcssion ofBONF 1IT1ll­
~cr i ls l. IV, VI in venlral hiprocamru~ and 
prefronlal cort l'"X 1 10 4 we l'"k.~ afier birlh. 
The simul laneous deercase of both SERT 
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_ Pro Rj',' D m ... mRNA E:coo VI. 

Figure 3. BDNF protein products. Shows ttle protein isoforms that can be synthesized 
frorr th e BDNF gene and ttle transcripts tt18t give ttlem origirl 

and BDNF in lhese animals seems lo ex­
plah Ihe evident signs of depressiol1 and 
anxiety observed in lhese genetically 111od­
ifiec: animals [R7]. probably affecting nema! 
plasticity. Moreover, il is tempting lo as­
sume Iha! changes al critica! time windows 
of development of Ihe expressiol1 of Ihis 
nemotrophin can increase Ihe risk for 
111ord.ianxiety. particular!y in lhose individ­
ual carrying certain genetic variants of Ihe 
SERT [lIó]_ 

In Sl1111111ary. Ihere is solid experi­
mel1tal evidence of the existence of mnl­
tiple BDNF transcripts with apparently 
dis tinct fnnc tional properties. Fnrther 
stndies are enconraged, as the accnrate 
time and spatial description of the splice 
variants might provide key information 
abont the particnlar cell types or neuronal 
circnits involved in specific nenropsychi­
atric disorders, al so stinmlating the de­
velr'pment of altemative pharmacological 
trealments [RO]. Regrettably, only few 
stndies have determined the expression of 
more than a single transcripl al once 
(rabie 3) [RR-90]. 

POST-TRANSLATIONAL 
MOOIFICATIONS ANO BONF 
ISOFORMS 

As illnstrated in Fignre 3, exons 1. VIL 
VTTL and IX possess an altemative transla­
tion start codon, bnl only exon IX inclndes a 
translation stop codon. Therefore, theoreti­
cally, fonr different pre-pro-BDNF protein 
isoforms conld be s)~1 t hesized differing in 
an extended amino terminal region accord­
ing to the particnlar transcribed exon (exon 
1, VI. and VTTI: R, 15 and R 1 amino acids, re­
spectively) [17]. 11 has been proposed that 
the length of the pre-domain conld affect the 
intracellnlar BDNF trafficking, wi th the 
longer versions preferentially promoting the 
secretion of the im:11ature isofom1 [15]. 

In the brain, the 32 kDa proBDNF can 
experience at least Ihree final paths: 1) to be 
edi ted mainly in Ciolgi and secreted as the 
matnre BDNF molecnle; 2) to be secretee! as 
proBDNF and procesed to matnre BDNF in 
the synaptic space; or 3) to be secreted as 
proBDNF Wilhotl t my snbseqnenl digeslion 
[91]. In any case, the proper nnderstanding 
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of tbe diffcrellt mcchallisms and circum­
stancl'"S associnted with Ihe neurOlrophin se­
cretion will be of greal biological relevance 
a~ the fllle-tunee! equilihrium bctween Ihe 
differenl isoform~ eould dicla le differeDI 
physiologiealoutputs. 

PmB[)NF himl~ In the rel.:ep tnr p75 (a 
member oftbe twnor neerosL<; fac tor receptor 
fiunily). Thi~ nimling ha~ het:n ,l~S!x:iat l'd wilh 
Ihe booslirlg oí" 10Dg-lenn depression in Deu­
ron~ of Ihe hippocampu~ [1 0] ane! neu ... :;m.~l 

pruning in ltu: nervous SyslmJ [92J or wilhini­
lialing progmmmerl neuronal dealh [93). Sim­
ilar ellects have also heen report~l when 
proBDl\1f bind~ 10 Ihe helero-dimeric 
p75/sort ilin receptor [94J. Moroo\'er. Ihe p75 
receplor can alw be associaled with Ihe Nogo 
reeeplor oompkx (NogoR Lillgo. p75NTR) 
thM mee!i;uc.~ inhibi lion ofaxon growth [95]. 
In any case. lhe binding ofproBDl\1f 10 p75 
activates lhe JWl Jcinasc signal cascade path­
way (lNK). mnrespecilical1y triggering JNK3 
[93] . c:ausing apoptosis thrOUgll the activation 
urp53 tumur SUppres.'inT gene ami cn.~p.:!..;es 
[<J5 J. Moreov~. pmBDNf /p75 also actívates 
the ~mal1 GTPn.<;e IH10A ane! it~ downMream 
e1Jector Rho Kinase lrull rulS been w,;socialoo 
10 inhibilion of neuri le oUlgrowlh [96]. 

On the other haml. ¡he mature Il[)NV 
molecule has an importan! affinity for TrKB 
(Kd - 9.9 x JO 10 M) [97]. Bindillg to this 
membmne receplor has been relmed lo Ihe 
inerease of synaptic lran.~n¡j ssion aud plas­
tieity, ncW1l.1 proliferotion ami ~urvival, and 
axonnl sprouling [91.92). In Ihe n!>sence of 
TrKB, mature BDl\1f could aL~o bind to p75 
receplor in order lo regulale axon pruning 
[91.92J. The BDNFfTr.KB interaetion 1cads 
to the ac tivation oflhree inlraeell ular signal ­
ing cascades: 1) Ihe phospholipase C; 2) Ihe 
pho~phatidyl-iJl{)i¡ilol-] pho~pll a le !.:: inn.~e 

(Pl3K); ur 3) Ihe !.::inase;; regulHIt."d by exlw­
cellular signals. These mechanL~ms promote 
calcium ent rance inlo the cell lhat le,uL~ 10 an 
incremenl in gene expression, !L~sociated 

with cdlular ruITerenliation [BJ and dendrite 
IOffilaliOD [9KJ . Moreover. Tr.K.B activation 
slimulates AKT signaling JXllhway Ihrough 
r l3K tI) modulalc ecl l ~urvival [99, I 00]. 

A~ previously menl ioned. Ihe lran­
scriplS wilh a long 3'UTR are located 

mainly lo distal dendri te. This could largcly 
Jead 10 the secrelÍon of Ihe proBDNf moJe­
culc. as this ncural compartmelll does nOI 
pOMes~ O()lgi [75]. Rcmarl.::ahly, il1 lile fi~h 
Dicen/rurdm.\· fuhrux. Ihe differential ex­
pression ofBDNF transeripls afler stress can 
produce an ineremenl in Ihe secretiun of 
proBDl\1f [IBJ. To our knowkdgc, no sin­
gle ~ I udy hll~ evaluated if lhe dille renlial ex­
pression oí" BDNf lranscripls could afIecl 
Ihe proporl ion of which proBDl\'F and 
BDNl' isolurms are secreted in Ihe human 
brain. infonnalion lhnl could have imponanl 
impliealiuns lilr neurop~yehia l ric di .~orders. 

CONCLUSION 

As revealcd by tile inereasing number 
ami variely ()f papers in recenl year.:; rclalL'(\ 
10 a ve!)' brond spectrum ofBNDF-associ­
ated topies. incJudins heallh. dL~ensc. Ileu­
rn~cienee. or cogni tinn. Ihis neumlmphin 
has bccome a paradigm.1 tic examplc of a 
··multilask·· neural mulecule. 

More specifically. Ihe mulliple neural 
fune lions a.~~ociated wilh its efTec ¡ ~ in Ihe 
nervuus s)'Stem tmve lureseen cerlain them­
peu lk applicatioDs for a variely of neuro­
lugieal ami psychialTÍc disnrders, including 
ALS, epiJepsy. depression. Parkin.wn's, and 
Alzheimcc's disease [11.12.14.10 IJ . Of SllC.­
cial inlerl'"S1 is Ihe case of ALS, where Ihe 
ad.lllinis lral ion of BDNF (and olher Ileu­
rntrorhj I1~) has ncen alrcady evaluated in 
humnns. Although Ihe preclinicnl studies np­
peared promising, phase In trials showed 
only minimal nendieial ellects for a sun­
group paliellls (e.g .. Ihose in an advauced 
slage nf the di~ea~e) [10 I j , ;¡ Jililure prnna­
bly relaled 10 Ihe complex regulnliOD oí" 
BDN"F wi lhi n Ihe Il erVOu.~ sy~tem. 

Mureuver, Ihe recenl descripliun u1" lID 
accumle disliDclion belween patienls wilh 
ITIlljur depre.~sinn or heallhy e()ntrol~. hlL~t:\1 
on ¡he methylalion profiles of CpG unils 
witbill Ibe BDNF pI in peripheral samplcs 
(e.g .• leucocyll'"S. blood mononuclear cells). 
ellvisage its putal ive use as an efficielll di­
agllMlic hi()marker of deprc.~sion [102]. 

This appronch has been recenlly al­
lempled for olher psychiatric eondilion.<¡ 
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such as schizophrcll..ia [71] . bordcrlinc per­
sonality disorder (BPO) [72j, depression 
afler a strokc CVCIlI [73]. and bipolar disor­
der [70], or a.~ a surmgalc markcr of clínical 
response foc psychopharmacological re­
sponse in dcprcssioll [74.1 02] oc p5y­
cholherapy in BPf) l12J. InlereSlingly, in [he 
laHL' r cxamplc.. fhe lllcthylalÍoll status of 
liDNF wa~ p()~i l ivdy assodaled wilh Ihe 
histary o í" chi ld mal trealme-llt l72J . showing 
thm [Il is neurolroph ill is an importan! mod-
1l1ltlor or lhe genelenvironrnl'lll inlerplay.;¡s 
we hIlve previously reponed by evaluating 
Ihe gendic vafiance nr IlDNF in ¡\epres~ive 
patiel1ls [L03J. 

A.'i il has bcCIl highlightcd in [his ocvicw. 
Ihe timelional eUee/s or Ibis maleenle in a 
JXlflicular brain regíon ..... uuld dcpcnd on mul­
t¡ple t ime!l()Cat ion-rcgu];l.ted molecular 

evenlS, including me synthesis oflheir differ­

cnl transcripts: lhc prescnee of spceifie tran­
~l: ri pl i()n Hlc lnrs: Ihe r~ru i l menl ul" 

molccu1es wilh epigcnctie ctTeetS: and lhe ae ­
livaliun nI" p;lrricul¡¡ r reu:plors; ¡¡m ung u rhers . 

Moreover, epigeneric mechani~ms rhnt Sttm 

ro he ~ I rongly dependenl on ex le rnallellVi­

ronmenl:t! evenrs m usr be inclmletl in lhis 

complex molecular eqtllllioo. This is pan icu­

I¡¡ rl y imporla nr In neump~yl:hialry s limula l­

ing new avenues for clinical ("xperim enralion 

(e.g., by u~ing methylation/acctylat ion his ­

ro nes-moditying drugs) as cllrrenlly at ­
lem pted in eaneer IreaUllem. 

111 any case, fUfl her invc>; l igal i0l1 a l 

clinical an d basic levels of BDNF produc­
lion is warranled. 
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Anexo 3: Resultados de las cortezas 
cerebrales  
  

Incremento	de	los	transcritos	I	y	VI	de	
BDNF	así	como	de	CREB	y	GR	en	
corteza	temporal	de	pacientes	con	
ELT	
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Antecedentes:  

La epilepsia es uno de los trastornos neurológicos más comunes (Engel et al., 1997, Goldenberg, 

2010) que afecta de forma considerable la vida social de aquellos que la presentan ya que estos 

sufren discriminación, lo que culmina en su aislamiento y exclusión (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, estás crisis tienen su inicio el sistema límbico, incluyendo 

el hipocampo, y en consecuencia se les clasifica como Epilepsia del Lóbulo temporal (ELT) (Semah 

et al., 1998).  

 

Estudios de electro encefalogramas (EEG), de Tomografía por emisión de Positrones (PET) y de RM 

han propuesto a la ELT como una enfermedad que afecta a una red neuronal más que a una región 

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 están funcional y anatómicamente comunicadas con el hipocampo como la 

corteza temporal y las regiones límbicas (Bonilha et al., 2003, 2004; Mueller et al., 2006, Bonilha et 

al., 2010) y se ha especulado que la aparición 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 histológicos, la atrofia global del lóbulo 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 

desorganización laminar o columnar de la Corteza Temporal (CT), la presencia de células 

piramidales hipertróficas fuera la capa V de la CT y/o la presencia de neuronas dismórficas y en 
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forma de balón (Palimini et al., 1994), lo que implica una afección en la migración y maduración 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 información que sugiere que el BDNF tiene un papel 

relevante en la epilepsia; sin embargo, la expresión 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 epileptogénico (Tongiorgi et al., 2006). En particular, nosotros 

encontramos que después de analizar la expresión de los transcritos de los exones I, II, IV y VI de 

BDNF solo incremento la expresión del transcrito del exón 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 región que guarda comunicación intrínseca con el hipocampo y como 

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

 

Por otro lado, evaluamos si la ELT se encuentran asociados a cambios en la expresión de la 

proteína de unión al elemento de respuesta del Adenosín Monofosfato Cíclico (CREB), que es una 

de nuestras hipótesis alternativas para explicar los cambios en la expresión de BDNF que no 

parecen estar asociados a cambios en la metilación de los promotores analizados al estudiar las 

muestras de hipocampo. En este sentido, recientemente se identificaron sitios de unión CREB en los 

promotores 1, 2, 4 y 6 de gen BDNF de ratas y se reportaron cambios en la unión de pCREB en el 

área tegmental ventral lo que se asoció con cambios en la expresión de los transcritos II, IV, VI (Koo 

et al., 2015).  
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La proteína CREB se fosforila en la serina 133 y actúa como factor de transcripción, promoviendo la 

expresión de diversos genes que regulan procesos como la diferenciación, 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 inactivación 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 proteína, tanto fosforilada 

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

 

Finalmente, también analizamos la expresión 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 comparación con un grupo control (Galimberti et al., 2005). Asimismo,  un 

aumento en la expresión de GR  gen se ha asociado con altos niveles de expresión del BDNF en 

respuesta al trataiento antidepresivo (Ridder et al., 2005 and Schulte-Herbrüggen et al., 2006) y 

nosotros encontramos que el uso de sertralina como tratamiento antidepresivo se asoció a un 

incremento en la expresión del transcrito del exon VI de BDNF en hipocampo de pacientes con ELT 

(Martínez-Levy et al., 2016). Sin embargo, hasta el momento solo un par de estudios han evaluado 

la expresión del GR en paciente con ELT y se compararon con los niveles de expresión de este 

receptor en otros tejidos de los mismos pacientes, siendo importante destacar que no se consideró 

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 patrón de 

expresión de 4 transcritos de gen BDNF (I, II, IV y VI), así como del GR y CREB en relación a un 

grupo control obtenido de autopsias. Asimismo, evaluamos si diversas variables clínicas de interés 
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como la presencia de EH, los años con crisis epilépticas y el número de crisis o el tratamiento 

farmacológico previo a la cirugía se relacionan con los cambios observados en los niveles de 

expresión de los diferentes transcritos  analizados.  
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Especificaciones metodológicas:  

 
En términos globales seguimos la misma metodología 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, 215 y 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 reacción de PCR en tiempo real se realizó con 100 ng de cDNA, en 

comparación 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 expresión del transcrito del exon I 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: Expresión de 4 transcritos de BDNF en corteza temporal de pacientes con ELT en comparación con 
el grupo control 

 

Las figuras blancas representan a los casos con epilepsia, mientras que las grises a las autopsias. Los círculos 
representan la expresión del transcrito del exon I de BDNF; los triángulos los  del exon II, los cuadrados los del exon IV y 
los rombos los del exon VI. La prueba estadística utilizada fue una t de Student para muestras independientes. Los 
resultados muestran la Media ± la Desviación Estándar. *p≤0.05. 
 

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

casos con ELT con respecto al grupo de autopsias (Figura II).  
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Asimismo, encontramos que si bien los pacientes que usaron SRT como fármaco antidepresivo no 

mostraron un aumento significativo, si se nota una tendencia estadística en el transcrito del exon I 

(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 III). Por otro lado, observamos un aumento en la expresión de CREB y GR en 

respuesta al tratamiento con SRT (Figura IV). 

 

 

Figura  II: Expresión de de CREB y GR en corteza temporal de pacientes con ELT en comparación con el 
grupo control 

Las figuras blancas representan a los casos con epilepsia, mientras que las grises a las autopsias. Los pentágonos 
representan la expresión de CREB, mientras que los triángulos de cabeza la expresión del GR. La prueba estadística 
utilizada fue una t de Student para muestras independientes. Los resultados muestran la Media ± la Desviación 
Estándar. *p≤0.05. 
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No se hicieron los análisis con respecto al TPM ya que dos de las muestras faltantes pertenecían a 

este criterio. Tampoco se observó ningún efecto con respecto al resto de las variables clínicas 

analizadas como la edad, el género, la edad en la que se reportó la primera crisis epiléptica, el 

número de crisis al mes antes de la cirugía y la lateralidad de la resección.  

 

Figura  III: Expresión de 4 transcritos de BDNF en relación al uso de SRT antes de la cirugía en corteza de 
pacientes con ELT y en relación 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 círculos representan la expresión del transcrito del 
exon I de BDNF; los triángulos los del exon II, los cuadrados los del exon IV y los rombos los del exon VI. La prueba 
estadística utilizada fue una ANOVA. Los resultados muestran la Media ± la Desviación Estándar. *p≤0.05. 

 
 
 
 
 

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

    NO SRT      SRT AUTOPSIAS NO SRT  SRT AUTOPSIAS NO SRT SRT AUTOPSIAS NO SRT  SRT   AUTOPSIAS

BDNFI                  BDNFII                    BDNFIV                BDNFVI

*

2- 
C

T
 d

e 
la

 e
xp

re
si

ón
 d

e 
lo

s 
tr

an
sc

rit
os

 d
e 

B
D

N
F

 c
on

 
re

sp
ec

to
 a

l g
en

 e
nd

óg
en

o 
TB

P
 



 
 

 
 

105

 
 
 
 

 

Figura  IV : Expresión de CREB y GR en relación al uso de SRT antes de la cirugía en hipocampo de pacientes 
con ELT y en relación 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 pentágonos representan la expresión de CREB, 
mientras que los triángulos de cabeza la expresión del GR. La prueba estadística utilizada fue una ANOVA. Los 
resultados muestran la Media ± la Desviación Estándar. *p≤0.05. 
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Discusión:  

 
Este es el primer estudio que ha contrastado los niveles de expresión 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 estás moléculas parecen tener una participación importante en la 

epilepsia (Binder, 2004, Sperling et al., 2008, Zhu et al., 2012) y nadie ha evaluado cómo se 

comportan en corteza de pacientes con ELT.  

 

Aumento de la expresión de los transcritos I y VI de BDNF en pacientes con ELT:  

 
Existen dos estudios previos que han evaluado la expresión de BDNF en pacientes con ELT y  

encontraron en el hipocampo, un incremento tanto del ARNm como de la proteína (Murray et al., 

2000, Hou et al., 2010). Solamente un estudió evaluó los niveles de esta neurotrofina en corteza de 

individuos con ELT reportando un aumento en sus niveles proteícos (Takahashi et al., 1999). Este es 

el primer estudio en evaluar como se expresan los 4 transcritos más comunes de BDNF en la 

corteza temporal de estos pacientes y encontramos un incremento en la expresión del transcrito del 

exon I en casos con ELT, efecto que NO se identificó en el hipocampo de estos pacientes; aunque 

es importante destacar que si se detectó una tendencia, como se muestra en la figura 6 de la 

presente tesis. Este transcrito se expresa principalmente en el sistema nervioso y su localización se 

restringe al soma neuronal, donde puede promover la fosforilación de TrKB y la proliferación de 

dendritas primarias (Baj et al., 2011).  

 

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

por presentar un sitio de inicio de la traducción dentro del exon 5´ (Pruunsild et al., 2007), que se ha 
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asociado a una traducción más eficiente resultando en un incremento en los niveles de proteícos de 

esta neurotrofina (Jiang et al., 2009, Koppel et al., 2015). A partir de este mecanismo se sintetiza la 

proteína precursora preproBDNF que contiene 8 aminoácidos extra, los cuáles al ser removidos 

generan a proBDNF, que es idéntica a la proteína inmadura que producen el resto de los transcritos 

analizados, posteriormente esta molécula es digerida por enzimas particulares para producir a BDNF 

maduro (Martínez-Levy y Cruz-Fuentes, 2014). Se ha reportado que la presencia del péptido señal 

en la preproBDNF puede afectar mecanismos fisiológicos asociados al funcionamiento de la proteína 

y en este sentido Jiang y cols. (2009) reportaron que en comparación con proBDNF se observó un 

incremento en el mecanismo de secreción regulado de la proteína madura BDNF, lo que podría 

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

 

Por otro lado, replicamos el incremento en la expresión del transcrito del exón VI de BDNF que 

reportamos previamente en hipocampo de estos pacientes. Como ya se mencionó en el texto de la 

tesis, el transcrito del exon VI de BDNF tiene una localización preferente en las regiones distales de 

las dendritas de neuronas del hipotálamo 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 proteína en esta región celular (Baj et al., 

2011). El incremento en la expresión de este transcrito se ha asociado con un aumento en la 

formación de dendritas distales (Chiarrutini et al., 2008, Baj et al., 2011, Baj et al., 2013); así como a 

la activación 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 

además parece depender del tejido que estemos analizando (corteza vs. hipocampo). Por otro lado, 

el aumento tanto del transcrito del exon I como el del exon VI de BDNF en individuos con ELT podría 
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implicar un incrementó la sobrevivencia neuronal, la arborización a todo lo largo de sus dendritas en 

la corteza temporal, así como en la secreción de esta neurotrofina, que promovería este mismo 

efecto en neuronas vecinas.  

 

Aumento en la expresión de CREB y GR en pacientes con ELT:  

 
Con respecto al factor de transcripción CREB, previamente se había reportado un incremento en los 

niveles de la proteína CREB y pCREB en hipocampo de pacientes con ELT en relación a un grupo 

de autopsias (Park et al., 2003) y un incremento de pCREB en corteza de paciente con ELT en 

comparación con corteza de pacientes con trauma cerebral que entraron a cirugía como tratamiento 

para disminuir la presión intracraneal (Guo et al., 2014). Sin embargo, hasta el momento no se ha 

evaluado la expresión del ARNm de CREB en pacientes con ELT. Nuestros resultados indican que el 

incremento en este transcrito puede explicar los resultados previos observados en relación a los 

niveles proteícos 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 ratón tratadas con fenciclidina, un fármaco que produce 

síntomas parecidos a la esquizofrenia, se reporto una disminución en los niveles proteícos de 

pCREB, asociado a un decremento en la expresión 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 expresión de los transcritos de BDNF, como se planteó en la introducción de este 

escrito.  
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Por otro lado, se ha reportado que el aumento en la expresión de BDNF se asocia a un incremento 

en la expresión 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 expresión de GR en pacientes con ELT 

en relación con un grupo control. Sin embargo, existen algunos estudios en modelos animales que 

muestran resultados contradictorios, por ejemplo Bao y cols. (2011) reportaron una disminución 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 epilépticas (jerbos que desarrollaron crisis epilépticas (CE) después 

de ser estimulados vigorosamente en la espalda con un lápiz), al compararlos con aquellos que bajo 

el mismo tratamiento no desarrollaron CE (Hwang et al., 2005); asimismo, una disminución de los 

niveles proteicos de GR se observó en corteza temporal de ratas a las que se les indujo CE con 

fluoretil vía inhalada por 6 días consecutivos, en comparación 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 observó que después de 15 días de la lesión incrementaron los niveles proteícos del GR (Nyakas 

et al., 1983). Este es el único estudio que evaluó los niveles de este receptor en un modelo semi-

crónico de epilepsia, siendo importante recordar que los pacientes de nuestro estudio ya llevan 

muchos años con el trastorno.  

 

Previamente, el estudio de Nyakas y cols. (1983) ya había especulado que el incremento en la 

expresión de GR podría compensar los receptores perdidos por las CE, lo cual podría ser también 

una posible explicación para nuestros hallazgos. Por otro lado, aunque no se ha detectado un sitio 

de unión a GR en los distintos promotores de BDNF (Martínez-Levy y Cruz-Fuente, 2015) si existen 
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algunos estudios que han reportado que un incremento en la expresión 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 expresión 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 expresión de estos 

transcritos podría tener alguna implicación en el incremento que observamos en la expresión de 

transcritos particulares de BDNF.  

 

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

 
Con respecto a BDNF encontramos un incremento del transcrito VI pero no del I en los pacientes 

que utilizaron SRT como tratamiento para síntomas de ansiedad y depresión; como mencionamos 

en el cuerpo de esta tesis esto es similar al incremento en los niveles proteícos 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 depresión, como al ejercicio en ratones; en este estudio se propuso que este incremento podría 

estimular la sobre-vivencia y diferenciación de los precursores neuronales, así como la formación de 

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

 

En relación a CREB, una revisión reciente reportó 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 depresión 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 asoció 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 expresión de GR principalmente en pacientes con ELT que usaron 

sertralina como medicamento para controlar síntomas de ansiedad y depresión también es 

concordante con estudios previos en modelos animales que ha encontrado un incremento en el 

expresión de GR en respuesta a distintos tratamientos con antidepresivos, como lo reporta Anackery 

cols.  (2011) en una revisión reciente.  

 

Los anteriores resultados indican que el tratamiento para síntomas de ansiedad y depresión 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 depresión y refuerza nuestra 

hipótesis de que el incremento en transcritos particulares de BDNF, CREB y GR pueden ser 

relevantes pare generar un efecto trófico de remodelación y recuperación del funcionamiento del 

tejido nervioso en pacientes con ELT.  
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Estancias	
 
 
Febrero – Abril 2012 

Estancia de Investigación en el Laboratorio 122 Norte del Instituto de Fisiología Celular de la UNAM, 

a cargo del Dr Felix Recillas Targa 

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

 

Junio- Agosto 2014:  

Estancia de Investigación en la Universidad de Birmingham en Alabama, en el laboratorio a cargo de 

la Dra Farah Lubin  

Actividad: Evaluar el patrón de metilación de promotores de BDNF en hipocampo de pacientes 

con ELT con la técnica de Pirosecuenciación.   
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Presentación	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 expresión de 4 transcritos del gen BDNF en tejido nervioso de 

pacientes con Epilepsia del Lóbulo 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 Reunión Anual de Investigación. 8 al 10 de octubre, 2014 Instituto Nacional de Psiquiatría 

“Ramón de la Fuente Muñiz”. Cambios en la expresión del transcrito VI de BDNF en pacientes 

con epilepsia del lóbulo temporal.   

 

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

Universitaria. Estudio de la expresión del gen BDNF y análisis de la metilación diferencial de 

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

 

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

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

of patients with pharmacoresistant Temporal Lobe Epilepsy. 



 
 

 
 

122

XXX Reunión Anual de Investigación. 7 al 9 de octubre, 2015 Instituto Nacional de Psiquiatría 

“Ramón de la Fuente Muñiz”. Cambios en la expresión de GR y CREB  en pacientes con 

Epilepsia del Lóbulo Temporal. 
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