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Hoy mas que nunca debemos luchar por
erradicar los prejuicios creados durante
siglos alrededor de la palabra epilepsia.
La falta de conocimientos ocasiona que
personas con epilepsia sufran
discriminacion y estigma social. Bien dijo
Lennox en 1960: “...epilepsia es una
palabra profundamente enraizada en la
cultura occidental. Sus desagradables
implicaciones no se erradicaran por un
mandato oficial... un tigre no se vuelve
inofensivo  llamandolo  ‘gatito’,  sino

quitandole sus garras y colmillos...”



Vincent Van Gogh — 6leo sobre lienzo — 32 x 25 cm 1890
Sorrowing Old Man ('At Eternity's Gate')

Actualmente se ha propuesto que dentro de las multiples afecciones que padecia Vincent
van Gogh se encuentra la epilepsia del I6bulo temporal, muchos especialistas sostienen
que van Gogh naci6 con una lesion del cerebro que fue agravada por el uso prolongado
de absenta. Solo pintaba cuando su estado era estable, y era muy consciente de que ‘las
alucinaciones y los episodios de agitacion confusional’ podrian volver en cualquier
momento, pero resolvid continuar su blisqueda de consuelo a través de la pintura.
Sorrowing Old Man ('At Eternity's Gate') no solo refleja la condicion epiléptica de
van Gogh, sino impregna y nos muestra el pensamiento mas tragico del artista “toda la
humanidad vive con la pesadez de la incertidumbre”.
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RESUMEN

La epilepsia del 16bulo temporal (ELT) se caracteriza por la presencia de alteraciones
histologicas en el lobulo temporal asociadas a anormalidades en el crecimiento,
proliferacion, diferenciacion y migracion neuronal. Estos procesos son regulados, entre
otros elementos, por el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina
que ha mostrado cambios en su expresion en el tejido nervioso de pacientes con ELT y
ante la presencia de variables clinicas como la comorbilidad con otros trastornos
psiquiatricos y/o tratamientos farmacoldgicos particulares. Es importante mencionar que
a partir del gen BDNF se sintetizan diversos transcritos que migran a compartimentos
particulares en la neurona y se ha sugerido un efecto diferencial de cada una de estas
isoformas dependiendo de su disposicion espacial. Los transcritos mas estudiados son
los que contienen a los exones I, II, IV y VI, que recientemente analizamos en
hipocampo de pacientes con ELT, en donde observamos solamente incrementado a

BDNF-VL

Nuestro objetivo fue analizar la expresion de los transcritos I, II, IV y VI de BDNF en
cortezas de pacientes con epilepsia del 16bulo temporal mediante la técnica reaccion en
cadena de la polimerasa en tiempo real con retro-transcripcion, esto en relacion a un
grupo control y a variables clinicas de interés como el género, la edad, la duracion de la
epilepsia, la lateralidad de la reseccion, la edad de inicio de la epilepsia, los posibles

factores precipitantes y/o el uso de diversos tratamientos farmacologicos.

Se colect6 una muestra de corteza temporal y datos clinicos de 19 pacientes farmaco-
resistentes con diagnostico de ELT en el Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia ‘Manuel Velasco Suédrez” (INNMVS), asi como de 8 autopsias de
individuos en los que la causa de muerte fue ajena a un trastorno neuroldgico o
psiquiatrico, estos ultimos fueron obtenidos del servicio médico forense (SEMEFO). Se
analizaron los niveles de expresion mediante RT-PCR en tiempo real de los transcritos
mencionados y se utiliz6 como gen enddgeno a la proteina de unidén a cajas TATA

(TBP).




Observamos incremento en la expresion de BDNF-I (p—0.045) y BDNF-VI (p-0.016) €n las
cortezas de pacientes con ELT en relacion al grupo control, este efecto fue mas evidente
en pacientes que utilizaron carbamazepina (BDNF-I p-0.034; BDNF-VI p-0013), mientras
que los pacientes que NO tomaron acido valproico mostraron la misma tendencia
(BDNF-I p=0.026; BDNF-VI ,=0.004). Por otro lado, el empleo de medicamentos

antidepresivos se asoci6 al aumento de BDNF-VI (p=0.009).

El uso de carbamazepina y de antidepresivos parece explicar el incremento de BDNF-VI
en pacientes con ELT. Por otro lado, la administracion de acido valproico se asocid con
niveles de expresion andlogos al grupo control, similar a lo documentado en un estudio
que se hizo en cultivos neuronales de pacientes con ELT donde se mostr6é que el uso de

valproato disminuia los niveles proteicos de BDNF.

De acuerdo a la literatura los aumentos de BDNF-I y BDNF-VI podrian estar dando
lugar al desarrollo de la arborizacidén dendritica basal y apical de la neurona, intentando
recuperar la estructura y funciéon de la corteza temporal, sin lograr un efecto

antiepiléptico, ya que estos pacientes siguen presentando CE recurrentes.

Palabras clave: BDNF, corteza, epilepsia, firmacos, transcritos.




1. ANTECEDENTES

La epilepsia es una afeccion neuroldgica que afecta aproximadamente al 2 % de la
poblacion mundial, particularmente en México se ha estimado una prevalencia del 2 — 4
% (Lopez-Hernandez y Solis, 2012). En el 2010 la International League Against
Epilepsy (ILAE, por sus siglas en inglés) y la International Bureau for Epilepsy (IBE,
por sus siglas en inglés), la definieron como un trastorno del sistema nervioso central en
el que se presentan crisis epilépticas (CE) recurrentes y espontaneas (Engel, 2001), las
cudles se caracterizan por la actividad anormal y excesiva de un grupo de neuronas que

producen descargas eléctricas sincronicas (Salas-Puig y Gil-Nagel, 2004).

La clasificacion de la ILAE respecto al tipo de CE reconoce dos grupos principales: 1)
Las CE focales, aquellas en que las descargas eléctricas estdn limitadas a un solo
hemisferio cerebral y 2) las CE generalizadas, que se describen por una activacion
simultdnea y sincronica de ambos hemisferios cerebrales (Engel, 2001). Las CE focales
representan aproximadamente el 60 % de todos los tipos de CE, siendo la epilepsia del
16bulo temporal (ELT) el subtipo mas comun, representando al 70 % de estos casos

(Fernandez y Micheli, 2010; Consalvo et al., 2012).




2. MARCO TEORICO

2.1 Epilepsia del l6bulo temporal (ELT)

La ELT, como su nombre lo indica afecta a estructuras pertenecientes a esta region
cerebral, principalmente las zonas temporales mediales como el hipocampo y la
amigdala (ver figura 1) (Campos y Kanner, 2004; Fernandez y Micheli, 2010). Las CE
de estos pacientes se caracterizan por la sensacion de malestar epigéstrico, cambios en el
estado de la conciencia (agitacion, desorientacidon, confusion, amnesia), automatismos
oro-alimentarios, sensacion de temor con activacion autondmica manifestado por palidez
de piel y mucosas, midriasis, taquicardia y taquipnea (Volcy-Gémez, 2004; Sanchez et

al., 2009).
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Figura 1. Localizacion del 16bulo temporal en el cerebro humano. Fuente:
http://cienciaaldia.com®




Se ha descrito que alrededor del 30 % de los pacientes con ELT presentan gliomas de
baja malignidad (grado I y II), displasias corticales, malformaciones anteriovenosas,
angiomas cavernosos, entre otros. Sin embargo la lesion mas comun es la esclerosis del
hipocampo que estéd presente en el 60 — 75 % de los casos (Harvey et al., 1997; Sinclair
et al., 2001; Gonzalez de la Aleja Tejera et al., 2008; Lopez y Pomposo-Gaztelu, 2010),
y se asocia muy frecuentemente a intratabilidad farmacologica (70 %) (Raybaud et al.,

2001; Cohen et al., 2003).

Un paciente se considera farmaco-resistente cuando después del tratamiento con dos o
mas farmacos antiepilépticos en dosis Optimas, sigue presentado una o mas CE en un
periodo de al menos 18 meses (Wiebe et al., 2001); en la mayoria de estos casos, la
recomendacion del neurdlogo es la reseccion del foco epileptogénico mediante cirugia

(Engel et al., 2003; Vazquez, 2008).

La esclerosis del hipocampo se distingue por presentar pérdida de la densidad neuronal y
gliosis del tejido que se ve reflejada por estudios de resonancia magnética como
disminucién del volumen hipocampal (ver figura 2); asimismo, se ha observado que esta
lesion en pacientes con ELT también se asocia a dafios en estructuras extrahipocampales
como el subiculo, la amigdala, la corteza temporal, el talamo, la corteza cingulada
posterior o el cerebelo (Uscategui e Izquierdo, 2003; Cormack et al., 2005; Consalvo et

al., 2012).




Hipocampo Hipocampo
izquierdo derecho

Figura 2. Neuro-imagen que muestra esclerosis del hipocampo. Comparacion del volumen entre un
hipocampo con esclerosis (A) y un hipocampo sin alteraciones (B) del mismo paciente. Fuente:
https://www.imaios.com®

2.2 ELT y corteza temporal

En pacientes con ELT, estudios realizados con resonancia magnética han mostrado
disminucién generalizada del volumen del 16bulo temporal (Bernasconi ef al., 2003), en
donde ademads del hipocampo se ve afectada la zona temporopolar (Consalvo et al.,
2012), los giros temporales superior e inferior (Moran et al., 2001) y las areas perirrinal

y entorrinal (Jutila et al., 2001) (ver figura 1).

Asimismo, un analisis comparativo realizado con tomografia computarizada de emision
monofotdnica interictal y tomografia por emision de positrones, mostrd disminucion del
flujo sanguineo y baja absorcion de la glucosa en la corteza lateral ipsilateral a la zona
epileptogénica, lo que se asocid a la disminucién en el volumen de esta estructura

medido con resonancia magnética (Nagata et al., 1995). Por otro lado, en un estudio




donde se inyecto via intravenosa el trazador fluorodesoxiglucosa y con ayuda de la
tomografia por emision de positrones, se observo un hipo-metabolismo de la glucosa no
solamente en la zona mesial donde se localiza el hipocampo, sino en toda la corteza
temporal ipsilateral a la zona epileptogénica al compararlo con su contralateral, se ha
sugerido que este efecto puede deberse a una desaferenciacion de las proyecciones del
hipocampo, resultado en el hipo-metabolismo mas extendido a sitios distantes (Diehl et

al., 2003).

A nivel histologico, se ha observado alta prevalencia de displasias corticales en la
corteza cerebral de pacientes con ELT (Tassi ef al., 2002; Fauser et al., 2004; Fauser y
Schulze-Bonhage, 2006) y su presencia se ha asociado en un 76 % de los casos con
epilepsia farmacorresistente (Galvez et al., 2009). Las displasias corticales corresponden
a alteraciones en la corticogénesis (Colombo et al., 2003; Palmini et al., 2004; Abdel et
al,, 2009) que en individuos con ELT se refleja en pérdida de la estructura y la
organizacion de todas las capas de la corteza temporal inferior y del giro fusiforme
(Blumcke et al, 2011), muerte neuronal apoptotica en la capa IV de la neocorteza
(Lorigados-Pedre ef al., 2008), migracion inadecuada de las células piramidales de Betz,
que normalmente se encuentran en las capa V, se detectan en la capa I (Taylor ef al,
1971), asi como afectacion en los procesos de crecimiento y diferenciacion neuronal que
se manifiestan por la presencia de células balloon de Taylor (células excesivamente
grandes con una gran cantidad de citoplasma) (Ver figura 3) (Taylor et al., 1971; Emery

et al., 1997; Palmini et al., 2004).




Figura 3. Representacion esquematica del patron histologico de las capas de la corteza
cerebral y la presencia de displasias corticales. (A) En el cerebro normal la corteza
presenta una estructura organizada en 6 capas. (B) En la displasia cortical tipo IIA, se
observa una pérdida de la estructura y presencia de células dismoérficas anormales (flechas),
en la unién ente la sustancia gris y la sustancia blanca que produce borrosidad en sus
limites. (C) En la displasia cortical tipo IIB se observa la presencia de células balloon de
Taylor. Fuente: Galvez, M., Rojas, G. C., Cordovez, J. M., Ladron de Guevara, D.,
Campos, M. P., e Isabel-Lopez, 1. S. (2009). «Displasias corticales como causa de epilepsia
y sus representaciones en las imagenes». Rev Chil Radiol. 15(1):25-38.

Como se puede deducir de los estudios de neuro-imagen e histopatologicos, la corteza de
pacientes con ELT presenta alteraciones que se asocian con el crecimiento, la
proliferacion, la diferenciacion y la migracion neuronal, todos estos procesos estan
regulados, entre otros elementos, por el Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF,
por sus siglas en inglés) (Kornblum et al., 1995; Tolwani et al., 2002; Zigova et al.,
2002; Gottmann et al., 2009; Waterhouse et al., 2012; Chen et al., 2014; Vedunova et
al., 2015), por lo que consideramos importante conocer coOmo se expresa en corteza

temporal de pacientes con ELT.




2.3 Factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y epilepsia

El BDNF forma parte de la familia de las neurotrofinas y participa en el desarrollo y la
fisiologia del sistema nervioso central. Esta neurotrofina se expresa abundantemente en
el cerebro, preponderantemente en el 16bulo temporal (Hofer et al., 1990; Webster et al.,
2002; Pruunsild et al., 2007). Efectia su funcion a través de dos clases de receptores
transmembranales: tirosina quinasa B (TrkB) y p75 (Arévalo y Wu, 2006; Armas-
Castafieda et al., 2010; McNamara y Scharfman, 2012). Asimismo, se han descrito
incrementos y/o disminuciones en la expresion de BDNF en modelos animales de
epilepsia (Binder et al., 2001; Saarelainen et al., 2001; Shi et al., 2010; Zagrebelsky et

al., 2014.

Los dos modelos animales mas usados para estudiar la ELT son el kindling y el modelo
del status epilepticus (Tabla 1). En ambos casos, se presentan tres fases, primero se
induce hiper-excitabilidad en el sistema nervioso central que culmina con la aparicion de
CE tonico-clonico generalizadas, que se caracteriza por la presencia de rigidez corporal
alternada con movimientos bruscos (fase aguda); tras esta lesion, se sigue una fase de
latencia que se caracteriza por la ausencia de CE, durante la cual ocurren una serie de
cambios histopatoldgicos y/o funcionales que culminan en la aparicion de CE
recurrentes y espontaneas, a esta ultima etapa se le conoce como fase cronica, y refleja
el estado en el que se encuentran los pacientes con ELT (Ldhteinen, 2004; Pastor ef al.,

2006; Garcia-Garcia et al., 2010).




Status epilepticus Kindling

Consiste en la estimulacion repetida, generalmente eléctrica, en
diversas estructuras del sistema limbico (habitualmente
amigdala, corteza e hipocampo) de modo que con el paso del
tiempo hay aumento de la excitabilidad y las neuronas se
transforman en "neuronas patologicas" capaces de generar crisis
epilépticas.

En este modelo mediante una
inyeccion sistémica o intra-cerebral,
se aplican diferentes agentes
convulsivos como el acido kainico
y/o la pilocarpina.

Tabla 1. Modelos experimentales de epilepsia. Fuente: Adaptado de Garcia-Garcia, M. E., Garcia, 1.
M., y Matias, J. G. (2010). «Modelos experimentales en Epilepsia». Neurologia. 25(3):181-188.

En diversos estudios donde se utilizé el modelo de kindling, tras la primera estimulacion
eléctrica en el hipocampo, se observo aumento de los niveles de ARNm de BDNF en las
células granulares del giro dentado (Ernfors ef al., 1991; Bengzon et al., 1993; Kokaia et
al., 1996). Kokaia et al., (1996) documentaron incremento similar en las regiones CAl y
CA3 del hipocampo dos horas después de la estimulaciéon. Respecto al uso de los
modelos del status epilepticus, se observo que a las 4 horas de su inducciéon con acido
kainico, el ARNm de BDNF aument6 10 veces mas en la capa granular del giro dentado,
mientras que las capas piramidales de las regiones CAl, CA3 y CA4 del hipocampo
exhibieron incrementos de dos a seis veces respecto al grupo control (Dugich-Djordjevic

et al., 1992).

Por otro lado, fuera del hipocampo también se han observado cambios en la expresion de
BDNF. Por ejemplo, utilizando kindling en la amigdala, se incrementaron 5 veces los
niveles de ARNm de esta neurotrofina en la corteza entorrinal, comparado con un grupo
control, lo cual fue evaluado durante la etapa aguda del proceso epileptogénico (Sato et

al., 1996).
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En resumen, un incremento de los niveles de BDNF en el hipocampo y areas extra-
hipocampales se han descrito en modelos animales de epilepsia; en este sentido, diversos
autores han propuesto que estos cambios podrian participar en el desarrollo y
perpetuacion de este trastorno, mostrando efectos pro-epileptogénicos (Chiaruttini et al.,
2008); sin embargo, esta propuesta ha sido motivo de controversia, pues otros estudios
han observado que BDNF influye en la prevencion de la epileptogénesis, considerandolo

anti-epileptogénico (Gall, 1993; Binder et al., 2001; Koyama e Ikeagaya, 2005).

2.3.1 Efectos pro—epileptogénicos de BDNF

Entre las observaciones que apoyan a BDNF como detonante de efectos pro-
epileptogénicos, se encuentra un estudio realizado por Scharfman et al., (1999) en el que
observaron que la exposicion in vitro a una solucion de BDNF (200 ng/mL) sobre
rebanadas de hipocampo obtenidas de ratas tratadas con pilocarpina, indujo incremento
en la excitabilidad de las células granulares; en este mismo sentido Croll et al., (1999)
registraron hiper-excitabilidad en la corteza y el hipocampo de ratones transgénicos
disefiados para sobre-expresar BDNF y que previamente habian sido tratados con acido
kainico. Proponiendo asi, que BDNF incrementa la excitabilidad en areas hipocampales

y extra-hipocampales.

Por otro lado, en ratas a las que se les realizo estimulacion eléctrica por 11 dias y que

recibieron micro-inyecciones hipocampales de BDNF (0.5 pg) los dias 1, 5 y 9,
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requirieron menos estimulaciones eléctricas para alcanzar la fase 1 de acuerdo a la escala
de Racine (ver figura 4) (Racine, 1972) al compararlas con ratas a las que no se les
administrd esta neurotrofina (Xu et al., 2004). De la misma forma, se tiene registro de
mayor severidad de las CE en un modelo de ratones transgénicos disefiados para sobre-

expresar BDNF y que fueron tratados con acido kainico (Croll ef al., 1999).

Fases Caracteristicas
0 Ausencia de comportamientos anormales
Se asocian a actividad facial y oral, incluye cierre de ojos

ly2 ipsilateral y parpadeo, seguido de agitacion de cabeza y babeo.
3 Contraccion y relajacion de extremidades anteriores.
4 Las convulsiones se generalizan, presentan contracciones y
relajaciones mas fuertes y comienzan a levantarse.
5 Levantamiento dramatico y caida. Aparicion de convulsiones

tonico-clonicas generalizadas que incluyen las 4 extremidades.

Figura 4. Categorizacion en modelos animales de las crisis epilépticas de
acuerdo a Racine. Los estadios convulsivos se clasifican de la fase 0 a la
fase 5. Fuente: Racine, R. J. (1972). «Modification of seizure activity by
electrical stimulation. II. Motor seizure». Electroencephalogr Clin
Neurophysiol. 32(3):281-294.

Asimismo, en ratones disefiados para disminuir la expresion de BDNF (+/-) se observé
retraso en la aparicion de las CE originadas por el modelo de kindling (Kokaia ef al.,
1995; He et al., 2004). Més aln, en un estudio donde se disminuy¢ la funcionalidad de
BDNF utilizando ratones transgénicos que sobre-expresan TrkB-T1 (un receptor
inactivo de BDNF), se describi6 una disminucion de las CE después del tratamiento con
acido kainico (Ldhteinen et al, 2002). Ademas se tiene evidencia que en ratas, la
inyeccion hipocampal de altas dosis de BDNF (3 pg/uL por 14 dias) induce la aparicion

de CE (Scharfman et al., 2002). Estos resultados sugieren que en modelos animales de
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epilepsia la neurotrofina puede acelerar e incluso inducir la aparicion de CE, ademas de

incrementar la gravedad de las CE.

El BDNF también se ha asociado a la presencia de alteraciones histoldgicas presentes en
la ELT. Por ejemplo, se ha observado que la exposicion in vitro a una solucion de BDNF
(200 ng/mL) sobre rebanadas de hipocampo obtenidas de ratas tratadas con pilocarpina,
presentan migracion inadecuada de la fibras musgosas (Scharfman et al, 1999),
igualmente se ha observado que en ratas tratadas con acido kainico, la administracion
intra-hipocampal de BDNF (12 pg por dia) provoca muerte neuronal de la region CA3

(Rudge et al., 1998).

La informacion descrita en los parrafos anteriores lleva a proponer a BDNF como un
agente pro-epileptogénico; sin embargo, y como se menciond anteriormente, otros
grupos de investigacion han observado que BDNF podria tener un efecto protector en la

epileptogénesis (Simonato et al., 2006; Simonato y Zucchini, 2010).

2.3.2 Efectos anti—epileptogénicos de BDNF

Dentro de los trabajos que proponen a BDNF como molécula anti-epileptogénica y
neuro-protectora encontramos el realizado por Xu et al, (2004) quienes estimularon
eléctricamente el hipocampo de ratas dos veces diarias durante 11 dias, periodo en el que

también se infundi6 BDNF mediante bombas osmoticas [12 pg/dia], lo que redujo
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significativamente la aparicion de las CE. Por otra parte, Reibel ef al., (2000) observaron
que las ratas a las que se les administr6 BDNF (6 o 12 pg/ul) intrahipocampal
(unilateral o bilateral), requirieron mas estimulaciones eléctricas para alcanzar las etapas
2, 3 y 4 de acuerdo a la escala de Racine, en comparacidon con sus controles; mas aun, la
infusion de un oligonucleotido anti-sentido (12 nmol/dia) que redujo la expresion de
BDNF, exacerb6 las CE producidas por kindling. Asimismo, la inyeccion de diferentes
dosis de BDNF (1 de 10 uL [1 pg/ulL] y 4 de 2.5 puL [1 pg/uLl]) via hipocampal a ratas
tratadas con pilocarpina durante el periodo de latencia, retraso la aparicion de las CE
espontaneas (Eftekhari et al., 2014); en este mismo modelo, la inoculacién hipocampal
de un vector que contiene a BDNF y al factor de crecimiento para fibroblastos-2
disminuy¢ la severidad de las CE de acuerdo a la escala de Racine y el numero de CE
por dia (Simonato et al., 2006; Paradiso et al., 2009 Bovolenta et al, 2010). Los
resultados anteriores indican que la administracion de BDNF puede asociarse a la

disminucién de las CE, ademas de la reduccion en la severidad de las mismas.

Los estudios descritos en el parrafo anterior también describen que la inoculacion
hipocampal del vector BDNF/factor de crecimiento para fibroblastos-2, tres dias después
de inducido el status epilepticus, redujo la perdida neuronal en el hipocampo, ademas de
disminuir la astrocitosis (Simonato et al., 2006; Paradiso et al, 2009), indicando que
esta neurotrofina también puede revertir los cambios histologicos asociados a la

epilepsia.
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Los efectos opuestos de BDNF en los distintos modelos animales de epilepsia podrian
deberse a que la expresion de esta neurotrofina no ésta circunscrita a un solo ARNm, ya
que se tiene registros de la presencia de multiples transcritos (Pruunsild et al., 2007,
Martinez-Levy y Cruz Fuentes, 2014) y como se explicara en la siguiente seccion, se ha
propuesto que cada uno de ellos podrian tener funciones diversas (Simonato et al., 2006;
Aliaga et al., 2009) que pudieran ayudar a explicar los efectos contrastantes de esta

neurotrofina en relacion a la epilepsia.

2.3.3 Transcritos de BDNF y modelos animales de epilepsia

En el humano, el gen BDNF se localiza en el cromosoma 11 (11p13), consta de 11
exones y 9 promotores funcionales que regulan la transcripcion de por lo menos 17
ARNm distintos, a partir de los cuales se traduce solamente una proteina madura (ver
figura 5) (Maisonpierre et al, 1991; Ozcelik et al, 1991; Pruunsild et al, 2007;

Martinez-Levy y Cruz-Fuentes, 2014).
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Figura 5. Estructura del gen humano de BDNF. A) Las cajas blancas indican los exones, los nimeros
en la parte superior los pares de bases que los conforman. Los espacios en gris indican los intrones y los
numeros en la parte inferior los pares de bases que los constituyen. Las flechas indican sitios de inicio de
la transcripcion, las marcas ASD son sitios en los que puede ocurrir splicing alternativos, mientras que las
marcas ATG son los sitios de inicio de la traduccion y las marcas (PA) corresponden a sitios alternativos
de poli-adenilacion de los transcritos. Es importante destacar que en la region 5° de los exones 1, 11, II1, 1V,
V, Vh, VI, VII y IX presenta promotores independientes que regulan la expresion de cada transcrito
Finalmente, la region ¢ del exdn IX marcada con gris oscuro corresponde a la region codificante de
proBDNF. B) Los trascritos mejor caracterizados hasta el momento son los que contienen los exones I, 11,
IV y VI, todos ellos se sintetizan por mecanismos de splicing alternativo junto con el exon IX (Modificado
de Martinez-Levy y Cruz-Fuentes, 2014).

En condiciones basales, Aid et al., (2007) mostraron que los transcritos I, II, IV y VI de
BDNF muestran una expresion diferente a lo largo de distintas regiones del cerebro,
similar a lo documentado en modelos de epilepsia. Por ejemplo, Dias et al, (2003)
observaron que el uso de kindling aumenta los niveles de expresion de los transcritos de
BDNF de manera heterogénea a lo largo de las diferentes estructuras analizadas (ver
tabla 2), por otro lado, se document6 que después de la administracion de acido kainico,

hubo aumento generalizado de los niveles de expresion de los transcritos I, I, IV y VI
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de BDNF en corteza e hipocampo, sin embargo se mostré6 una marcada diferencia
cuando se evaluaron otras estructuras, BDNF-I incremento en el tdlamo, BDNF-II y

BDNF-IV fueron detectados en el cerebelo y BDNF-VI en el nucleo estriado (Timmusk

et al., 1993).
Modelo BDNF-I BDNF-II BDNF-IV BDNF-VI
Agudo AMG, CM, CP y GD AMG, CM, CP y GD GD GD
Crénico CA4, CM y capas del AMG, CA3, CA4,’CM, GD, GD GD

cortex y capas del cortex

Tabla 2. Expresion de los diferentes transcritos de BDNF en distintas zonas del cerebro ante la
induccion de crisis electro-convulsivas agudas o cronicas. Abreviaturas: AMG: Amigdala; CA3:
Cuerno de Amon 3; CA4: Cuerno de Amon 4; CM: Corteza motora; CP: Corteza piriforme; GD: Giro
dentado. Fuente: Adaptado de Dias, B. G., et al. (2003). «Differential regulation of Brian Neurotrophic
Factor transcripts by antidepressant treatments in the adult rat brain». Neuropharmacology. 45(4):553-
563.

Asimismo, los transcritos (I, II, IV y VI) de BDNF no presentan el mismo patron de
expresion a lo largo de una neurona. Por ejemplo, en cultivos neuronales de corteza e
hipotalamo de rata, se observo que los transcritos I y IV se sitian preferentemente en el
soma neural, mientras que los transcritos II y VI estan localizados en mayor medida en
las dendritas apicales (Pattabiraman ef al., 2005; Marmigere et al., 2001; Aliaga et al.,
2009), resultados similares se registraron en modelos animales después de administrar

agentes convulsivos (Chiaruttini et al., 2008).

Sobre esta evidencia, Baj et al., (2013) propusieron que la segregacion de los distintos
ARNm a lo largo del cuerpo neuronal representa un cddigo para dirigir la proteina ya sea

en el soma o en las dendritas basales y apicales, y asi producir efectos locales. En este
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sentido, se tiene documentado que BDNF-I y BDNF-IV que se encuentran en el soma
neural estarian favoreciendo la arborizacién dendritica basal, promoviendo la reconexion
de las neuronas GABA¢érgicas en cultivos de neuronas hipocampales (Baj et al., 2011).
Por otro lado, BDNF-II y BDNF-VI que se localizan en las dendritas apicales, se han
asociado con el desarrollo y proliferacion de los contactos sindpticos en esta region
celular (Tongiorgi et al., 2006; Chiaruttini et al., 2008) (ver figura 6), y se ha sugerido
que un aumento de estos ARNm en la region CA3 del hipocampo pareciera mejorar la
conexion de esta estructura con el giro dentado (Baj et al., 2012). Esto apunta que la
segregacion espacial de los transcritos I, II, IV y VI de BDNF estarian promoviendo

efectos selectivos en diferentes regiones neuronales.

- ¥

Figura 6. Esquematizacion de la distribucion espacial de los transcritos de BDNF en
una neurona hipocampal. Fuente: Adaptado de Baj, G., et al. (2011). «Spatial segregation
of BDNF transcripts enables BDNF to differentially shape distinct dendritic
compartments». Proc Natl Acad Sci U S A. 108(40):16813—-16818.
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2.3.4 BDNF en pacientes con ELT

Han sido contados los estudios que han evaluado como se expresa el gen BDNF en
tejido epiléptico humano. Se ha observado incremento significativo de ARNm para
BDNF en el hipocampo (Murray et al., 2000), en particular, en la capa granular del giro
dentado de pacientes con ELT en comparacion con un grupo control (Mathern et al.,

1997).

Por otro lado, en la corteza cerebral se registré mayor expresion del receptor TrkB en el
soma de las neuronas corticales (Kim et al., 2002), y aumento de la proteina de BDNF
en la corteza temporal comparado con muestras de autopsias de sujetos sin antecedentes
de trastornos neurologicos (Takahashi et al, 1999). Estos resultados indican que la
expresion de BDNF y su receptor incrementan en hipocampo y corteza temporal de
pacientes con ELT, similar a lo descrito en los estudios en modelos animales de
epilepsia (Lahteinen ef al., 2002). También se han evidenciado cambios en la expresion
de BDNF en relacion a variables clinicas como la presencia de esclerosis del hipocampo,
la comorbilidad o el uso de farmacos como el acido valproico o la Sertralina (ver tabla

3).

Finalmente, el grupo de investigacion con el que desarrolle este trabajo, fue pionero en
evaluar la expresion de distintos transcritos de BDNF en pacientes con ELT en relacion

a un grupo control (Martinez-Levy et al., 2016), mostrando sélo incremento en la
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expresion del transcrito VI en muestras de hipocampo. Sin embargo, no hay estudios que
evaltien la expresion de los transcritos mas estudiados (I, II, IV y VI) en corteza
temporal, una zona que ha mostrado evidentes alteraciones en pacientes con ELT
(Taylor et al.,, 1971; Hardiman et al., 1988; Salanova et al.,, 2004; Lerner et al., 2009;
Blumcke et al., 2011; Hauptman y Mathern, 2012; Pascual-Castroviejo et al., 2012;

Palmini y Holthausen, 2013).

Referencia Variablgs clinicas Cambios en los Tejido
analizadas niveles de BDNF
Mathern et al., 1997 EH 1T ARNm Hipocampo
Brunoni et al., 2008 Depresion | proteina Suero
Matrisciano et al., 2009 SRT | ARNm Suero
Hou et al,, 2010 EH + AVP | proteina Hipocampo
D’Addario et al., 2013 Depresion | proteina Sangre periférica
Kandratavicius et al., 2013 Depresion | proteina Hipocampo
Kandratavicius et al., 2013 Depresion + FLX 1 proteina Hipocampo
Kandratavicius et al., 2013 Psicosis + HAL | proteina Hipocampo
Dwivedi, 2014 Depresion | proteina Suero y plasma
Martinez-Levy et al., 2016 ELT 1 BDNF-VI Hipocampo
Martinez-Levy et al., 2016 SRT 1 BDNF-VI Hipocampo
Martinez-Levy et al., 2016 TPM | BDNF-VI Hipocampo

Tabla 3. Variables clinicas asociadas a cambios en los niveles de expresion de BDNF. Abreviaturas:
|: Disminucién; 1: Aumento; AVP: Acido valproico; BDNF-VI: Transcrito que contiene al exén VI del
factor neurotrofico derivado del cerebro; EH: Esclerosis del hipocampo; ELT: Epilepsia del 16bulo
temporal; FLX: Fluoxetina; HAL: Haloperidol; SRT: Sertralina TPM: Topiramato.
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3. JUSTIFICACION

Recientemente, en hipocampo de pacientes con ELT observamos incremento del
transcrito con el exdon VI de BDNF (sin mostrar cambios significativos en los transcritos
con los exones I, IT y IV), efecto que fue mas evidente en aquellos pacientes que usaron
sertralina. Varios estudios han mostrado que la corteza temporal de pacientes con ELT
también muestra alteraciones funcionales y estructurales asociadas a las funciones de
BDNF; sin embargo, hasta el momento no se ha evaluado la expresion de los 4
transcritos mencionados en la corteza temporal de pacientes con ELT en relacion a un
grupo control y en relacion a diversas variables clinicas de interés como el tratamiento

farmacoldgico usado previo a la cirugia.
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4. HIPOTESIS

Si en el hipocampo de pacientes con ELT y el tratamiento farmacologico previo a
la cirugia se asocia a aumento en los niveles de expresion de BDNF-VI entonces
en la corteza temporal de estos mismos pacientes esperamos observar un

incremento similar.
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5. OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresion de los transcritos I, II, IV y VI de BDNF en corteza de

pacientes con ELT.

5.1 Objetivos particulares

Evaluar los niveles de expresion de los transcritos I, II, IV y VI de BDNF en
relacion a variables clinicas de interés como el género, la edad, la duracion de la
epilepsia, la lateralidad de la reseccion, la edad de inicio de la epilepsia, los
posibles factores precipitantes, las comorbilidades con otros trastornos
psiquiatricos (ansiedad y/o depresion) y/o el uso de diversos tratamientos

farmacologicos.
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6. METODO

6.1 Disefio: Observacional, comparativo y transversal

Al momento de iniciar este proyecto, las muestras de corteza temporal ya habian sido
colectadas, el procedimiento consistid en una amigdalo-hipocampectomia lateral que
incluy6 la micro-cirugia del hipocampo y la corteza temporal (San Juan et al, 2011).
Todos los procedimientos se llevaron a cabo con la aprobacién del comité de ética
institucional del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia "Manuel Velasco
Suérez" (INNNMVS) en la Ciudad de M¢éxico. Los pacientes fueron sometidos a una
evaluacion de antecedentes médicos, y se les realizaron estudios de video-
electroencefalografia para hacer el diagnostico por la presencia de actividad convulsiva
electrografica. La resonancia magnética de alta resoluciéon de 3 teslas con antena
multicanal se utilizd para identificar y definir la esclerosis del hipocampo con base en

una sefial hiper-intensa en T2.

Para detectar la presencia de depresion y ansiedad en los pacientes, se utilizo la escala
hospitalaria de ansiedad y depresion (Herrero et al., 2003, Gémez-Arias et al., 2011).
Los diagnosticos fueron confirmados por el manual diagndstico estadistico IV (DSM-

IV) (First et al., 2002) aplicada por un psiquiatra.
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Las variables clinicas que se tomaron en cuenta, incluyeron: la edad de los sujetos en el
momento de la cirugia, la presencia de esclerosis del hipocampo, la lateralidad de la
reseccion, los posibles factores precipitantes, el género, la fecha de inicio de la epilepsia,
la duracion de la epilepsia, las comorbilidades con otros trastornos psiquiatricos
(ansiedad y/o depresion) y los tratamientos farmacologicos correspondientes. Estos

datos fueron obtenidos del historial clinico de los pacientes en el INNNMVS.

6.2 Evaluacion y seleccion de los pacientes con ELT

Los sujetos que ingresaron a este protocolo fueron pacientes del INNNMVS. Se
identificaron a los pacientes con diagndstico de ELT y refractarios a tratamiento
farmacoldgico. Cada uno de ellos firm6 una carta de consentimiento informado donde
aceptan participar en el protocolo de investigacion clinica mediante la donacion de un
fragmento de corteza temporal obtenida de la cirugia que se realizara como alternativa

en el control de las crisis epilépticas intratables.

6.2.1 Criterios de inclusion de los pacientes con ELT

o Candidatos a cirugia de epilepsia por diagnodstico de ELT.

. Tanto del sexo masculino como femenino.
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6.2.2  Criterios de exclusion de los pacientes con ELT

o Padecimiento de enfermedades sistémicas graves que contra-indiquen una
neuro-cirugia mayor.

. Pacientes con diagnostico de enfermedad neuro-degenerativa.

o Falta de cooperacion con el tratamiento.

. Presencia de implantes, protesis metélicas y claustrofobia.

Las muestras de corteza temporal fueron obtenidas mediante una técnica quirurgica
denominada amigdalo-hipocampectomia lateral, y posteriormente almacenadas en
solucion salina de Ringer (pH 7.2) preparada con dietilpirocarbonato (DEPC) (evitando
asi la degradacion del ARN). Posteriormente las muestras fueron trasladadas al
departamento de genética del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramoén de la Fuente

Muiiiz (INPRFM) para la extraccion del ARN ese mismo dia.

6.2.3 Caracteristicas de los pacientes con ELT

Se colectaron 19 muestras de corteza temporal de pacientes del INNNMVS
diagnosticados con ELT, de los cuales el 54.9 % eran hombres. La edad promedio fue de
42.8 + 11.5 afios, el 54.9 % de los pacientes reportaron una lesion inicial como factor
precipitante (componente que causa o que contribuye a la generacion de una
enfermedad, en esta caso, de la epilepsia). La lateralidad de la reseccion fue del lado

izquierdo en el 54.9 % de los casos. El tratamiento farmacologico mas usado
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corresponde a carbamazepina (68.4 %) seguido de 4cido valproico (42.1 %), fenitoina
(26.3 %), lamotrigina (15.8 %), clonazepam (10.5 %), fenobarbital (10.5 %), topiramato
y levetiracetam (5.3 %). Asimismo, 26.3 % de los pacientes utilizaron antidepresivos
ISRS como citalopram (n=1) o sertralina (n=4) para tratar la comorbilidad con sintomas
de ansiedad y depresion. Las caracteristicas mas representativas fueron obtenidas de los

registros clinicos y se ilustran en el tabla 4.

6.3 Evaluacion y seleccion del grupo control

Las muestras que se analizaron en este protocolo fueron proporcionadas por el servicio
médico forense (SEMEFO). Para la obtencion de estas, un familiar cercano al individuo
firm6 una carta de consentimiento informado donde acceden a la donacion de un

fragmento de corteza temporal de su familiar fallecido.

6.3.1 Criterios de inclusion del grupo control

o Individuos que fallecieron y fueron trasladados al SEMEFO.

. Tanto del sexo masculino como femenino.
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6.3.2 Criterios de exclusion del grupo control

o Que el individuo haya fallecido por afeccién neuroldgica o psiquiatrica.
. Que el tiempo post-mortem sea mayor a 18 horas al momento de la

obtencion de la muestra.

Las muestras de corteza temporal fueron almacenadas a -70°C después de la autopsia
(evitando asi la degradacion del ARN), y trasladadas al departamento de genética del

INPRFM para la extraccion del ARN.
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Otras Edad Duracioén de la Nuamero de Lateralidad de  Edad de inicio de Factores Otros

Muestra EH* lesiones* Género (afios)  epilepsia (afios)  crisis al mes la reseccion la epilepsia (afios) precipitantes FAE farmacos ENGEL
275 Si - Femenino 23 10 1 Izquierda 13 AHF CBZ, LEV - III
276 Si - Masculino 54 41 15 Derecha 13 AHF, TCE CBZ, LMG - 1
282 Si DCF  Masculino 37 28 ) Derecha 9 HIP AVP, CBZ SRT I
283 Si - Masculino 30 16 3 Izquierda 14 - AVP, CBZ - I
286 Si DCF  Femenino 33 21 7 Derecha 12 AHF AVP, FNB - I
289 Si - Masculino 37 32 3 Derecha 5 TCE, CF CBZ - I
290 Si - Femenino 24 23 5 Derecha 1 TCE AVP, CBZ - I
291 No DCF  Masculino 34 4 60 Izquierda 30 - CBz SRT I
292 Si - Femenino 42 38 10 Izquierda 4 - CBZ, LMG - I
293 Si - Masculino 23 13 5 Derecha 10 TCE PHE, AVP - I
295 Si - Masculino 43 16 ] Derecha 27 - AVP, PMD - I
296 Si - Femenino 38 8 4 Izquierda 30 - AVP - I
301 Si - Masculino 56 45 12 Derecha 11 - PHE - I
305 Si - Femenino 21 7 4 Izquierda 14 AHF, TCE PHE - I
309 No CYS  Masculino 49 35 30 Izquierda 14 - CBz, LC SRT I
355 S - Masculino 60 52 ) Lzquierda 8 TCE AVENCZBZ’ RSP,BP 1
359 i - Femenino 33 6 %0 Izquierda 27 CF PH?’P&BZ’ ; I
362 Si - Femenino 31 16 4 Izquierda 15 - CNZ, CBZ CTP -
392 i - Masculino 41 39 . Izquierda 2 CF, AHF PHEM%B'Z’ SRT I

Tabla 4. Caracteristicas representativas de los pacientes con epilepsia del lobulo temporal.

Abreviaturas: AHF: Antecedentes heredo-familiares; AVP: Acido valproico (suspendido una semana antes de la cirugia);; CBZ: Carbamazepina; CF: Crisis febriles; CNZ:
Clonazepam; CTP: Citalopram; CYS: Cisticercosis; DCF: Displasia cortical focal; EH: Esclerosis del hipocampo; ELT: Epilepsia del lobulo temporal; ENGEL: Escala utilizada
para clasificar los resultados post-quirtigicos de la epilepsia (Clase I: Libre de crisis, Clase II: Rara ocurrencia de crisis, Clase I1I: Meritoria mejoria de las crisis y Clase IV: No hay
mejoria de las crisis); FAE: Farmacos antiepilepticos; FNB: Fenobarbital, HIP: Hipoxia; LC: Lacosamida; LEV: Levetiracetam; LTG: Lamotrigina; PHT: Fenitoina; PRM:
Primidona; RSP: Risperidona; SRT: Sertralina; TCE: Trauma craneo-encefalico y TPM: Topiramato.

*Los estudios histopatologicos de esclerosis del hipocampo y de otras lesiones fueron verificados mediante resonancia magnética.
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6.3.3 Caracteristicas del grupo control

Se colect6 un fragmento de corteza temporal de 8 individuos en el SEMEFO, los cuales
tenian una edad promedio de 36.8 = 16.9 afios y seis de ellos fueron hombres (75.0%).
En el 62.5 % de los casos la causa de muerte fue arma de fuego, en el 12.5% neumonia,
trauma toracoabdominal o asfixia (12.5%). En todos los casos el tiempo post-mortem

para la recoleccion de la muestra fue menor a 18 horas. Estas caracteristicas se ilustran

en la tabla 5.

Muestra Género Lateralida.d’ de E(~lad Causa de muerte Tiempo post-
la reseccion (afos) mortem (horas)

1 Masculino Derecha 33 Arma de fuego 8-10
2 Masculino Izquierda 37 Arma de fuego 2-5

3 Masculino Izquierda 30 Arma de fuego 10-12
4 Masculino Izquierda 73 Neumonia 10-12
5 Masculino Izquierdo 36 Arma de fuego 10-12

. . Trauma

6 Femenino Izquierda 22 toracoabdominal 10-12
7 Femenino Izquierda 18 Asfixia 12-14
8 Masculino Izquierda 45 Asfixia 16-18

Tabla 5. Caracteristicas representativas del grupo control.

6.4 Extraccion de ARN

En un tubo de 1.5 mL se tomd una muestra de 500 pg de corteza temporal,
posteriormente para la homogenizacion del tejido se afiadid6 0.5 mL de solucién D

(tiocianato de guanidina + 3 mercapto-etanol). La técnica reportada por Chomczynski y

Sacchi (1987) fue la empleada para la extraccion del ARN.
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6.5 Evaluacion de la cantidad y calidad del ARN

La cuantificacién del ARN extraido en cada muestra de corteza temporal de pacientes
con ELT y de los controles se llevdo a cabo midiendo la absorbancia con el
espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific). Los siguientes pardmetros se

utilizaron para definir que las muestras tienen buena calidad y cantidad:

o Tener una concentracion de 500 ng/uL. o mas.
. A260/A280 (pureza) entre 1.8 y 2.2 (No hay proteinas ni ADN detectables).
o A260/A230 entre 1.8 y 2.2 (Indica que no hay contaminacion por fenoles).

° Si el valor A260/230 fue menor a 1.8 se realizo un relavado de la muestra.

6.6 Gel de integridad

La calidad del ARN se evalud6 en geles de agarosa al 1% + formaldehido. Se corrieron en
el gel 500 ng por muestra. Se consideré6 al ARN degradado cuando no se lograron
distinguir nitidamente las bandas correspondientes al ARN ribosomal 28S y 18S, en este
caso las muestra fueron descartadas del protocolo. Una imagen representativa muestra la

aparicion de las bandas en el gel de integridad (ver figura 7).
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285

18S

Figura 7. Gel de electroforesis que muesta la integridad
del ARN total. Cada banda representa a un ARN ribosomal
(28S y 188, respectivamente).

6.7 Retro-transcripcion

La transcripcion reversa (RT) es una técnica que permite sintetizar ADN
complementario (ADNc) a partir de moléculas de ARNm, usa para ello la enzima
transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina (M-MLV TR (200 U/uL)); Oligo
de Timinas (OdT) (0.1 mM); desoxinucledtidos trifosfatados (ANTP) (100 mM) y 5X
First Strand Buffer [250 mM Tris-HCl (pH 8.3), 375 mM KCl, 15 mM MgCly;

Ditiotreitol (DTT) (100mM)] de Invitrogen.
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6.8 Analisis de expresion de los transcritos de BDNF

Analizamos la expresion de los transcritos de BDNF en termociclador 7500 Real Time
PCR System (Polymerase Chain Reaction, por sus siglas en inglés), para ellos utilizamos
las sondas Tagman: BDNF I[-IX: hs00538277-m1, BDNF II-IX: hs00538278-ml,
BDNF IV-IX: hs00380947-m1, BDNF VI-IX: hs00156058-m1 y como gen enddgeno a

la proteina de union a cajas TATA (TBP).

6.9 Analisis estadistico

Los datos obtenidos del termociclador 7500 Real Time PCR System fueron

2°2¢T para la comparacion de dos muestras

transformados segin la férmula
independientes y 22T para conocer la tasa de cambio de expresion de los transcritos de
BDNF entre casos y control. Usamos T de Student o U de Mann-Whitney (segun el
comportamiento de los datos) para comparar los cambios en los niveles de expresion
entre los grupos de estudio analizados (casos vs. control); para el andlisis de las variables
clinicas utilizamos la prueba de ANOVA de una via o Kruskal-Wallis (segin el
comportamiento de los casos) y para la comparacion de posibles correlaciones usamos
regresion lineal o coeficiente de correlacion de Spearman (seglin el comportamiento de
los casos). Todo lo anterior se realizé utilizando los programas estadisticos IBM® SPSS
Statistics 20 y SigmaPlot - Scientific Data Analysis and Graphing Software. En todos los

casos solo se considerara como significativo los resultados cuyo probabilidad fue igual o

menos al 0.05 (P <0.05).
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7. RESULTADOS

7.1 Expresion de BDNF en cortezas de pacientes con ELT

Observamos incremento de BDNF-I ¢ = 0045y y BDNF-VI ¢ = 0.016) en las cortezas de
pacientes con ELT, estos transcritos aumentaron 2.4 y 1.9veces, respectivamente,

cuando fueron comparados con un grupo control (ver figura 8).
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BDXNF-I BDNF-1 BONF-IV BDNF-VI

Figura 8. Expresion de los transcritos de BDNF en corteza de pacientes con epilepsia del 16bulo
temporal. Los resultados muestran la media + la desviacion estandar. Las figuras en blanco representan
al grupo control y las figuras negras a los casos. Los circulos indican BDNF-I, los triangulos BDNF-II,
los cuadrados BDNF-IV y los rombos BDNF-VI. * valores significativos p < 0.05 vs. grupo control (U de
Mann-Whitney).
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7.2 Expresion de BDNF en relacion a las variables clinicas

Cuando analizamos las variables de edad (afios), edad de inicio de la epilepsia (afios),
género, lateralidad de la reseccion, presencia de esclerosis del hipocampo y nimero de
crisis al mes no detectamos cambios en los niveles de expresion de los transcritos de
BDNF (ver tabla 6). Por otro lado, cuando evaluamos el efecto de los farmacos
antiepilépticos en relacion a un grupo control, observamos que el consumo de
carbamazepina se asoci6 al incremento de los niveles de expresion de BDNF-I , - 9.034
(3.3 veces) y BDNF-VI , - 9013 (2.8 veces) (ver figura 9), en relacion al uso de acido
valproico, se observé aumento en aquellos pacientes que no usaron este farmaco
(BDNF-I ; = 0.026, 3.6 veces y BDNF-VI , = .004, 3.3 veces) (ver figura 10). Finalmente el
consumo de farmacos antidepresivos del tipo inhibidores selectivos de la recaptura de
serotonina (ISRS) (sertralina y citalopram) se asociaron al incremento de 4.4 veces en

los niveles de expresion de BDNF-VI (, - 0.009) (ver figura 11).

Variables clinicas n BDNF-I BDNF-II BDNF-IV BDNF-VI
Género Femenjno =38 U =39,500 U = 36,500 t=-0,670 U = 43,000
Masculino = 11 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05
Lateralidad de la Izquierdo = 11 U =41,000 U =42,500 U = 38,500 U =41,000
reseccion Derecho = 8 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05
Esclerosis del Si=17 U = 16,000 U=12,500 U = 8,000 U =13,000
hipocampo No=2 P >0.05 P >0.05 P >0.05 P >0.05
Edad (afios) ) rho=-0,243  rho = 10,0822 F=0,949 rho =0,0376
P>0.05 P>0.05 P>0.05 P >0.05
Edad de inicio de rho=-0,413 rho=-0,505 rho=-0,362 rho = -0,202
la epilepsia (afios) ) P>0.05 P >0.05 P >0.05 P>0.05
Numero de crisis al rho =-0,357 rho=-0,348 rho=-0,202 rho =-0,0546
mes ) P>0.05 P>0.05 P>0.05 P >0.05

Tabla 6. Expresion de BDNF en relacion a variables clinicas de interés. t: t de Student o U: U de Mann
Whitney. Ninguna comparacion resulto significativa. F: Regresion lineal o rho: Correlacion de Spearman.
Ninguna comparacion resulto significativa.
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Figura 9. Expresion de los transcritos de BDNF en relacién al uso de carbamazepina (CBZ). Se
indican los grupos a comparar: figuras blancas: grupo control; grises: no uso el farmaco y negras: uso el
farmaco. Los circulos indican BDNF-I, los triangulos BDNF-II, los cuadrados BDNF-IV y los rombos
BDNF-VI. *valores significativos p < 0.05 vs. grupo control. (Kruskal-Wallis).
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Figura 10. Expresion de los transcritos de BDNF en relacion al uso de acido valproico (AVP). Se
indican los grupos a comparar: figuras blancas: grupo control; grises: no uso el farmaco y negras: uso el
farmaco. Los circulos indican BDNF-I, los tridngulos BDNF-II, los cuadrados BDNF-IV y los rombos
BDNF-VI. *valores significativos p < 0.05 vs. grupo control. Kruskal-Wallis.
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Figura 11. Expresion de los transcritos de BDNF en relacién al uso de farmacos inhibidores de la
recaptura de serotonina (ISRS). Se indican los grupos a comparar: figuras blancas: grupo control;
grises: no uso el farmaco y negras: uso el farmaco. Los circulos indican BDNF-I, los tridngulos BDNF-
II, los cuadrados BDNF-IV y los rombos BDNF-VI. *valores significativos p < 0.05 vs. grupo control
(Kruskal-Wallis).
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8. DISCUSION

Diversos estudios han mostrado aumento en los niveles globales de BDNF de tejido
epiléptico humano (Mathern et al., 1997; Takahashi et al., 1999). Sin embargo, como
mencionamos anteriormente, a partir de este gen se sintetizan multiples transcritos y
aunque todos ellos codifican para una proteina madura, presentan una distribucion
diferencial a lo largo de la neurona (Pattabiraman et al., 2005; Tongiorgi et al., 2006;
Aid et al., 2007; Aliaga et al., 2009), esto ha llevado a sugerir que cada uno de ellos
cumple funciones distintas dependiendo de su localizacion en las células nerviosas

(Martinez-Levy y Cruz-Fuentes, 2014).

En este sentido, nuestro grupo de investigacion fue pionero en registrar aumento en la
expresion de BDNF-VI en el hipocampo de sujetos con ELT (Martinez-Levy et al.,
2016). Como en la corteza temporal de estos pacientes también se han documentado
alteraciones en el crecimiento, la proliferacion, la diferenciacion y la migracion
neuronal, procesos regulados, entre otros elementos, por el BDNF (Kornblum et al.,
1995; Tolwani et al., 2002; Zigova et al., 2002; Gottmann et al., 2009; Waterhouse et
al., 2012; Chen et al., 2014; Vedunova ef al., 2015), nos resulté de gran interés conocer
la expresion particular de los transcritos mejor caracterizados (I, II, IV y VI) de esta

neurotrofina.
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En el presente estudio observamos que la corteza de pacientes con ELT muestra
incremento en los niveles de expresion de los transcritos que contienen a los exones [ y
VI de BDNF en relacion a un grupo control, lo que concuerda con el aumento observado
en el hipocampo de estos pacientes. Respecto al incremento de BDNF-I, aunque el
efecto no fue significativo en los hipocampos, si se observo tendencia (p = 0.06)
(Martinez-Levy et al, 2016). Los aumentos proteicos de BDNF previamente
documentados en la corteza de pacientes epilépticos (Takahashi et al, 1999) podrian
entonces asociarse al incremento en la expresion de los transcritos que contienen a los

exones [ y VI de esta neurotrofina.

Estudios en modelos animales, in vivo e in vitro indican que BDNF-I se localiza
principalmente en el soma y las dendritas basales, por lo que su incremento podria
asociarse al desarrollo de la arborizacion dendritica basal (Baj ef al., 2011). Respecto al
incremento de BDNF-VI, este se localiza principalmente en las dendritas apicales donde
se ha asociado con incremento en la arborizacion dendritica en este region celular y
podria implicar una mejora en la comunicacidon sinaptica entre diferentes estructuras

cerebrales (Baj et al., 2011; Baj et al., 2012).

Con respecto al tratamiento farmacologico se observd que los pacientes que no
utilizaron 4cido valproico (n =11, 57.9%, de los cuales 9 utilizaron carbamazepina)
mostraron incremento en la expresion de BDNF-I y BDNF-VI y los pacientes que

usaron acido valproico (n=8, 42.1%) mostraron resultados similares al grupo control.
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Independientemente de que la mayoria de los trabajos en modelos animales indican que
el uso del valproato se asocia al incremento en la expresion de BDNF (Chen et al., 2006;
Fukuchi et al., 2009; Yasuda et al., 2009; Varela et al., 2015), el tnico estudio en el que
se analizo BDNF en cultivos hipocampales de pacientes farmaco-resistentes con ELT,
observo que el uso del acido valproico in vitro esta asociado con la disminucion de los
niveles proteicos de esta neurotrofina, mostrando resultados similares (Hou et al., 2010),
lo que concuerda con lo registrado en el presente trabajo. Es importante destacar que
todos los pacientes de este estudio fueron refractarios a tratamiento farmacolodgico, por
lo que la ausencia de cambios en la expresion de BDNF-I y BDNF-VI en pacientes que
usaron AVP, no fue indicativo de un efecto anti-epileptogénico, mas ain esta variable
tampoco se asocid a un disminucion en el nimero de crisis epilépticas previas a la

cirugia.

Por otro lado, con respecto a la carbamazepina, observamos aumento en los niveles de
expresion de BDNF-I y BDNF-VI en la corteza de estos pacientes; es de destacarse que
este farmaco fue usado por la mayoria de nuestros casos (68.4 %). En este sentido,
estudios previos han registrado que la administracion de carbamazepina contrarresté el
crecimiento exacerbado del cerebro y del tamafio de las neuronas, asi como indujo un
incremento en la expresion de BDNF en un modelo de megacefalia (Lavebratt et al.,
2006), ademds en un modelo de citotoxicidad el uso de este farmaco evito que
disminuyeran los niveles proteicos de BDNF (Park et al., 2015), y su administracion en
corteza frontal de roedores se ha asociado con aumento en los niveles de¢ ARNm y de

proteina de BDNF en relacion a su grupo control (Chang et al., 2009). Con respecto a
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estudios en humanos, observamos que el uso de carbamazepina durante 4 semanas en
pacientes diagnosticados con trastorno bipolar mostraron aumento en los niveles séricos
de BDNF comparados con su grupo control (Maiti et al, 2016). La CBZ fue el
medicamento mas utilizado en nuestro grupo de estudio y los resultados que observamos
respecto al uso de este farmaco fueron similares a lo registrado en relacion a presencia
de ELT, por lo que este efecto podria deberse principalmente al uso de CBZ. Como
mencionamos en el apartado anterior de esta tesis, el incremento observado de BDNF-I
y BDNF-VI puede implicar un incremento en la sobrevivencia neuronal y arborizacion
dendritica mejorando la comunicacion neuronal, nuevamente sin lograr un efecto anti-
epileptogénico, ya que estos pacientes siguen presentando CE y su uso no se asocio a

una disminucion en las CE previas a la cirugia.

En relacion al uso de farmacos antidepresivos (citalopram y sertralina) replicamos lo
observado en el hipocampo de pacientes con ELT donde se mostro incremento de
BDNF-VI ante el uso de sertralina (Martinez-Levy ef al., 2016), de igual forma en el
hipocampo de pacientes epilépticos se observd aumento en los niveles proteicos de
BDNF en relacion al uso de fluoxetina (Kandratavicius et al., 2013). Por otro lado, los
estudios que han evaluado el efecto cronico de estos fArmacos han mostrado incremento
en los niveles de ARNm y proteina de BDNF en roedores que fueron sujetos a crisis
electro-convulsivas (Nibuya et al, 1996). En particular el aumento de BDNF-VI en
relacion al uso de los farmacos anti-depresivos en ratones estresados, se ha asociado con
una mejora en tareas relacionadas a la memoria y aprendizaje (Gumuslu et al., 2013);

asimismo, Baj et al., (2012) observan, al igual que nosotros, el incremento particular de
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BDNF-VI en relacion al uso de este tipo de farmacos en un modelo animal y estos
autores proponen que este aumento podria estar actuando como un agente
neuroprotector, ademas de ser participe en la neo-génesis dendritica, como lo hemos

venido discutiendo en la presente tesis.

Dada la naturaleza descriptiva de la presente investigacion es dificil poder identificar los
efectos bioldgicos de los cambios observados en la expresion de BDNF y lo que
proponemos son hipdtesis que deberan ser confirmadas por futuros estudios in vitro y en

modelos animales.
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9. CONCLUSIONES

En la corteza temporal de pacientes con ELT incrementaron los niveles de expresion de

BDNF-I y BDNF-VI en relaciéon a un grupo control.

En la corteza temporal de pacientes con ELT la administracion de acido valproico se
asocié con los niveles de expresion andlogos al grupo control, asimismo aquellos
pacientes que no hicieron uso de este firmaco mostraron mayores niveles de expresion

de BDNF-1 y BNDF-VI

En la corteza temporal de pacientes con ELT el uso de carbamazepina incremento los
niveles de expresion de BDNF-I y BDNF-VI, mientras que el uso de antidepresivos del

tipo ISRS aumento solo los niveles de BDNF-VI.
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