REVISION EN NEUROCIENCIA

Neurorrestauracion tras la isquemia cerebral: papel de
los neurotransmisores en la neurogénesis postisquémica

Eduardo Sanchez-Mendoza, Victor Bellver-Landete, Maria Pilar Gonzalez, José Joaquin Merino,
Ricardo Martinez-Murillo, Maria Jesus Oset-Gasque

Introduccidn. La isquemia cerebral y |a reperfusién producen alteraciones en el microambiente del parénquima, que in-
cluyen la deplecién de adenosin trifosfato, alteracién de la homeostasis iénica, inflamacidn, liberacién de multiples citoci-
nas y factores de crecimiento, y liberacién anormal de neurotransmisores. Como consecuencia, se induce la proliferacién
y migracion de las células precursoras neurales hacia las regiones del periinfarto.

Desarrollo. El éxito de los nuevos tratamientos neurorrestauradores para el cerebro dafiado implica la necesidad de cono-
cer con mayor precision los mecanismos que regulan la neurogénesis de adulto, tanto en condiciones fisioldgicas como pato-
I6gicas. Evidencias recientes demuestran que muchos neurotransmisores, en especial el glutamato, afectan la zona subven-
tricular, formando parte, por lo tanto, de la compleja red de sefiales que influencian la produccién de nuevas neuronas.

Conclusiones. Los neurotransmisores proporcionan una conexion entre la actividad cerebral y la neurogénesis de la zona

subventricular. Por ello, un conocimiento mas profundo de la participacién de los sistemas de neurotransmisores, como el
glutamato y sus transportadores vesiculares y de membrana, en la neurogénesis del adulto puede proporcionar una he-

rramienta valiosa que se podria utilizar como terapia neurorreparadora en esta patologia.

Palabras clave. Células progenitoras neurales. Glutamato. Isquemia cerebral. Neurogénesis. Neurorreparacién. Neurotrans-

misores.

Introduccion

La unica terapia vigente para el ictus esta limitada
al tratamiento con factor activador del plasmindge-
no tisular recombinante (rt-PA), que, aunque me-
jora el pronéstico funcional, sélo se emplea en me-
nos de un 3% de pacientes [1]. La neuroproteccion,
como estrategia para el tratamiento del ictus, eficaz
en modelos experimentales, ha fracasado en estu-
dios clinicos en fase III. La recuperacién funcional
de los pacientes con ictus se produce en una escala
temporal superior a los seis meses, s6lo explicable
mediante mecanismos de neurorreparaciéon media-
dos por fenémenos de plasticidad neuronal [2].
Tras un ictus, el prondstico a los seis meses depen-
dera del tamarfio y topografia de la lesién, asi como
del grado y eficacia de la plasticidad neuronal del
individuo, tltima responsable de su recuperacion
funcional [3].

En el proceso de neurorreparaciéon participan
mecanismos moleculares y celulares de neurogéne-
sis y sinaptogénesis, angiogénesis y gliogénesis, que
dotan de funcionalidad a las neuronas de nueva
formacién [4], los cuales se disparan como conse-
cuencia de las graves alteraciones homeostaticas
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inducidas por la falta de oxigeno y nutrientes y la
liberacion de factores tréficos en el periodo poste-
rior de reperfusion.

Esta revision se centra en los nuevos aspectos
conocidos sobre la regulacién de la neurogénesis
del adulto y destaca el papel de los neurotransmiso-
res como estrategia terapéutica neurorrestauradora
en la enfermedad cerebrovascular.

Neurogénesis en la zona subventricular
del cerebro adulto y su regulacion
en la corriente migratoria rostral

Tipos celulares y marcadores de neurogénesis

En el cerebro de mamiferos actualmente se reconocen
dos zonas neurogénicas: la zona subgranular (ZSG)
del giro dentado del hipocampo y la zona subven-
tricular (ZSV) que cubre los ventriculos laterales
(VL) [5]. La zona ventricular produce células madre
neurales que forman la corteza durante el desarro-
llo embrionario. Una vez concluido el desarrollo, la
zona ventricular se convierte en ZSV, que se separa
del ventriculo por la capa de células ependimales
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Figura 1. Comparacion de la organizacién de la zona subventricular (ZSV) humana frente a la del ratén o
rata: a) En humanos, la ZSV esta conformada por cuatro capas diferenciadas: I, células ependimales; II,
capa hipocelular; lIl, cinturén de astrocitos; y IV, zona de transicién; b) En roedores, una monocapa de
células ependimales separa el ventriculo del cerebro. Bajo ésta, los astrocitos forman el tubo glial por el
que los neuroblastos migran en la corriente migratoria rostral. Adaptada de [6] (con permiso).
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(Fig. 1) [5,6]. Por su relacién con la isquemia, se hara
referencia principalmente a la ZSV.

En humanos, la ZSV esta formada por cuatro ca-
pas perfectamente organizadas (Fig. 1). Entre éstas,
son de particular interés las capas II y I1I. La capa II
no presenta cuerpos celulares, sino sitios de inter-
conexidn entre procesos de las células ependimales
y de los astrocitos de la capa III, y seria un sitio don-
de la proliferacion estaria regulada por células de la
capa I y III en etapas tempranas de desarrollo, lo
que constituiria un pasillo para la migracién de cé-
lulas precursoras neurales (CPN). Por otro lado, se
piensa que algunos de los astrocitos de la capa III
podrian retener actividad proliferativa [6].

Existen tres tipos de células que participan en la
neurogénesis en la ZSV (Fig. 2) [7,8]: las células tipo
B son células de tipo astrocitario que expresan pro-
tefna acidica gliofibrilar (GFAP), nestina y vimenti-
na. Durante el proceso de division, algunas células B
pasan a ser células de alta tasa de proliferacion lla-
madas células C, y se caracterizan por la expresion
de nestina. A partir de las células tipo C, se diferen-
cian las células tipo A, que son los neuroblastos, que
irdn migrando a lo largo de la corriente migratoria
rostral. Las células A se caracterizan por la expre-
sion de -3-tubulina (B3T), PSA-NCAM (forma po-
lisialilada de la molécula de adhesién celular neuro-
nal), doblecortina (DCX) y el factor de transcripciéon
DIx-2. Una vez que los neuroblastos alcanzan el bul-
bo olfatorio, se diferencian a interneuronas [6,9].

El proceso de neurogénesis puede estudiarse in
vitro mediante el cultivo de neuroesferas, estructu-

ras de origen clonal, formadas in vitro, procedentes
de las células madre neurales. Cada neuroesfera re-
presenta la progenie de una tnica célula madre que
ha proliferado. De esta forma, la poblacién de célu-
las que forman una neuroesfera es capaz de generar
las tres lineas celulares principales presentes en el
cerebro: neuronas, astrocitos y oligodendrocitos.
En la figura 3 se aprecian imagenes de neuroesferas
a tres dias de diferenciacién, tiempo en el que se in-
crementa la expresiéon de ARN mensajero de DCX
y GFAP, mientras que disminuye la expresién de
nestina [10].

Regulacidn por factores de
crecimiento y sefiales extracelulares

Diversos estimulos, en especial los factores de cre-
cimiento, influyen en este proceso, particularmen-
te, el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNE), que regula la velocidad de migracién de
los neuroblastos hacia el bulbo olfatorio [11]. Sin
embargo, existen muchos otros factores —factor de
crecimiento de fibroblastos-2, factor de crecimiento
epidérmico, factor de crecimiento transformante-3
(TGEP), factor de crecimiento del endotelio vascu-
lar (VEGF), factor neurotréfico ciliar— que pueden
modular diversos aspectos de la neurogénesis, aun-
que parecen estar implicados principalmente en la
proliferacién més que en la diferenciacién [12]. Cu-
riosamente, la liberacién de BDNF desde astrocitos
puede ser modulada por neurotransmisores como
el glutamato, lo cual sugiere que debe explorarse la
interaccién de este neurotransmisor con los fac-
tores neurotroficos para entender mejor el proceso
de neurogénesis en condiciones normales y patold-
gicas [13].

Recientemente, Kaneko et al [14] han descrito la
participacién de la glucoproteina Slitl y sus recep-
tores ROBO en la migracién a lo largo de la co-
rriente migratoria rostral, mostrando que estas mo-
léculas son esenciales en la organizacién del tubo
glial por el que se desplazan los neuroblastos.

Regulacion por factores transcripcionales
y receptores intracelulares

Evidencias actuales ponen de manifiesto que la neu-
rogénesis posnatal, tanto en la ZSV como en la
ZS@G, se regula por factores transcripcionales, como
las neurogeninas, micro-ARN, DISCI (gen de sus-
ceptibilidad a la esquizofrenia 1) y CREB (cAMP res-
ponse element binding protein), que estan implicados
en la proliferacion, migracién, supervivencia, dife-
renciacion e integracion sindptica de las CPN [15].
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También se ha observado un papel muy relevante
en la neurogénesis de distintos receptores nucleares
(ERB, RARafy, PPARy, NURRI1, TLX, SOX2, etc.),
que actdan sobre distintos aspectos de la diferen-
ciacion y proliferacién neuronal [16], siendo desta-
cable la funcién del receptor nuclear huérfano TLX
(NR2E1) sobre la capacidad de autorrenovacion y
proliferacién de las CPN adultas, a través de un
mecanismo de sefializacién que implica el recluta-
miento de las histonadeacetilasas 3 y 5 (HDAC3 y
HDACS), y la represién transcripcional del inhibi-
dor de Cdk’s p21 y del gen supresor de tumores
PTEN [17], junto con la activacién de la ruta de
Wnt/Bcatenina [18]. Por su parte, SOX2 activa la ex-
presion de Hes5, que, en conjunto con la via de
Notch, induce la expresién de genes que retienen la
diferenciacién de las CPN, manteniéndolas en un
estado proliferativo [19].

Durante la ultima década se ha empezado a poner
de manifiesto la importancia de neurotransmisores
como el acido y-aminobutirico (GABA) y el gluta-
mato, la serotonina, la dopamina o la acetilcolina
en la regulacién de la neurogénesis [20-24].

Las CPN expresan diferentes tipos de receptores
de glutamato y GABA, dependiendo del estadio
de desarrollo en que se encuentren, detectdndose
la presencia de trdnscritos para diferentes subuni-
dades de los receptores ionotrépicos GABA, y
GABA(, y el metabotrépico GABA, asi como para
distintas subunidades de los receptores de NMDA,
AMPA, kainato y para receptores metabotrépicos
de los grupos I, II y III, en neuroesferas derivadas de
la corteza [25].

Enla ZSV, el GABA se sintetiza por las CPN y se
libera al medio en respuesta a incrementos de Ca?*
que pueden producirse durante la migracién o
como respuesta a sefiales ambientales [26]. Puede
funcionar como un regulador negativo de la proli-
feracion y de la velocidad de migracién de neuro-
blastos, y facilitar su formacion de dendritas al in-
corporarse al bulbo olfatorio [27,28]. Por su parte,
en la corriente migratoria rostral, el glutamato se li-
bera, mediante un mecanismo dependiente de Ca?*,
por el transportador vesicular VGLUT1 desde los
astrocitos que rodean la corriente de neuroblastos
[29]. La respuesta de las CPN y neuroblastos al glu-
tamato depende del tipo de receptor activado y
puede influir en maultiples aspectos de la neurogé-
nesis. Asi, la inhibicién del receptor mGIuR5 me-
diante o-metil-4-carboxifenilglicina (MCPG) au-
menta el ndmero de neuroblastos que mueren por
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Figura 2. Esquema del proceso de migracién de células precursoras neurales desde la zona subventricu-
lar (SVZ) hacia el bulbo olfatorio (OB) a lo largo de la corriente migratoria rostral (RMS). Se muestran los
tipos celulares que se pueden observar a lo largo del proceso y los marcadores moleculares especificos
que se pueden utilizar para su inmunodeteccién. Las células B pueden ser astrocitos o células precurso-
ras que se dividen generando nuevas células de division transitoria (células C), que, a su vez, se diferen-
cian a neuroblastos (células A) y posteriormente a neuronas a medida que se desplazan por la corriente

migratoria rostral. Modificada de [9] (con permiso).
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apoptosis, mientras que el inhibidor del receptor
mGluR1, CPCCOEt, aumenta el nimero de neuro-
blastos viables [30]. Antagonistas del receptor de
kainato GIuR5 aceleran la migracién de neuroblas-
tos, pero la inhibicién del receptor mGIuR5 no al-
tera este proceso [26]. Sin embargo, la activacién
del receptor mGluR5, tanto in vitro como in vivo,
aumenta la proliferacion de las CPN [31]. También
se ha visto que el bloqueo selectivo del receptor
NMDA reduce la supervivencia de neuroblastos en
la corriente migratoria rostral [22]. En conjunto, es-
tas observaciones indican no sélo que el glutamato
participa activamente en la neurogénesis, sino que
su efecto dependerd del balance de senales intrace-
lulares activadas por los diferentes receptores.

Si bien la influencia del glutamato y el GABA es
evidente, es importante considerar la posibilidad de
que otros neurotransmisores también afecten el
proceso de neurogénesis adulta tanto en animales
sanos como en situaciones patoldgicas, destacando la
influencia de la dopamina y la serotonina en las di-
ferentes etapas de la neurogénesis. De hecho, las
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Figura 3. Aspecto de las neuroesferas de la zona subventricular tras tres dias en cultivo primario: a) Ima-
gen de neuroesferas en contrate de fases. Se aprecian células invadiendo el espacio intermedio entre
ellas; b) Detalle de los neuroblastos (flechas) y células de aspecto glial (cabezas de flecha) obtenidos por
microscopia de contraste de fases; ¢) Comparacion de un neuroblasto y una neurona inmadura, ambas
expresando doblecortina (DCX), marcadas mediante inmunocitoquimica con DAB; d): Evolucidn tempo-
ral de la expresién de los marcadores neurogénicos nestina, DCX y GFAP en neuroesferas en cultivo a
uno, tres y siete dias de diferenciacion.
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CPN expresan receptores dopaminérgicos D, que
responden a la estimulacién con apomorfina, pro-
duciendo un aumento de la proliferacién. Los re-
ceptores D, se coexpresan con nestina y B3T prin-
cipalmente, y raramente con GFAP, lo que sugiere
que el receptor puede estar implicado en la diferen-
ciacién a neuronas in vitro. Diversos autores [21,23]
indican que el receptor D, se expresa en células
precursoras en la ZSV, pero no asi en neuroblastos
o astrocitos del estriado. Por otro lado, los recepto-
res D;, D, D,y D, también se expresan por los neu-
roblastos. In vivo, el antagonismo farmacolégico del
receptor D, disminuye la proliferacién en la ZSV'y
la cantidad de interneuronas que expresan calbin-
dina, calretinina y tiroxina hidroxilasa marcadas
con BrdU en el bulbo olfatorio cuatro semanas des-
pués del tratamiento. Por otro lado, la ablacién,
mediante inyeccién de 6-OHDA o MPTP, de las
aferencias dopaminérgicas procedentes de la sus-
tancia negra, resulta en un decrecimiento en la pro-
liferacion de la ZSV, lo que sugiere que la actividad
de las neuronas de la sustancia negra controla la
proliferacién celular y la neurogénesis [32-34].
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Se piensa que la serotonina (5-HT) tiene un efec-
to positivo sobre la neurogénesis de la ZSV, ya que
su infusién in vitro incrementa la produccién de
neuroesferas en la ZSV [35]. La activacion aguda o
crénica de los receptores de serotonina 5-HT,, y
5-HT,, mediante agonistas especificos, incrementa
el nimero de células marcadas con BrdU en la ZSV
y el bulbo olfatorio, sin afectar la proporcién de glia
0 nuevas neuronas, mientras que la activacién de
los receptores 5-HT ; bloquea la proliferacién en la
ZSV [20]. Sin embargo, la activacidn crénica de los
receptores 5-HT,, puede impedir la migracién de
las nuevas células hacia el bulbo olfatorio [36].

El adenosin trifosfato (ATP) desempeiia un im-
portante papel en el desarrollo del sistema nervioso
central a través de la activacion de los receptores
purinérgicos de dos familias: la P2X (P2X, ) de re-
ceptores ionotrépicos y la P2Y (P2Y, ,¢,, ,) de
receptores metabotrépicos acoplados a proteinas G.
En la ZSV, células similares a astrocitos expresan
ectonucleotidasas que hidrolizan ATP, lo que sugie-
re la presencia de sefializacién purinérgica en la
ZSV [37]. A pesar de que existe muy poca informa-
cion sobre la funcién de estos receptores en la ZSV,
evidencias recientes han demostrado que los culti-
vos de neuroesferas producen liberaciéon de ATP.
También se ha observado recientemente que los
neuroblastos adquieren los receptores P2X antes de
entrar en la red sindptica del bulbo olfatorio, y que
estos receptores podrian mediar una funcién en la
diferenciacién de neuroblastos que ain no se ha ex-
plorado [38].

Neurogénesis como posible estrategia
restauradora en la isquemia cerebral

Neurogénesis postisquémica: reclutamiento de las
células precursoras neurales a las zonas lesionadas

¢;Existe una correcta integracion de los circuitos

neuronales asociada a la neurogénesis funcional?
Como consecuencia de la isquemia, los neuroblas-
tos se desvian de la corriente migratoria rostral ha-
cia el hemisferio lesionado, y diferentes grupos han
realizado importantes trabajos en la caracterizaciéon
de este proceso [39-45]. Arvidsson et al [39] de-
mostraron que, después de una lesion unilateral, las
CPN proliferan y migran hacia el estriado lesionado
y pueden presentar marcadores de células maduras,
como Meis2 y Pbx, dos semanas después de la recu-
peracion. Zhang et al [46] mostraron, ademds, que
las CPN penetran en el estriado usando un patrén
exploratorio en el que una de ellas emite proyeccio-
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nes que presumiblemente le permiten evaluar las
condiciones del medio. Posteriormente, es seguida
por otras células, formando una cadena similar a lo
que ocurre en la corriente migratoria rostral. Ademas,
el proceso de migracién se relaciona intimamente
con el de angiogénesis. Thored et al [47] han evi-
denciado que los neuroblastos se apoyan fisicamen-
te en las células endoteliales durante su migracion.

Se estima que los cambios en la migracién pue-
den estar influenciados por factores liberados como
consecuencia de la isquemia que podrian regular di-
recta o indirectamente este proceso, como el BDNF,
VEGE, factor de crecimiento insulinico-1 (IGF-1),
TGE, factor de necrosis tumoral-o (TNFa) y fac-
tor derivado de células estromales (SDF1a), aunque
no estd claro el mecanismo molecular por el que
esto ocurre [48-53]. Estos factores pueden ser segre-
gados por células endoteliales, neuroblastos, astro-
citos o microglia, lo que indica que el proceso de-
pende de la interaccién entre la totalidad de los ti-
pos celulares implicados en la unidad neurovascular.

El BDNF puede ser liberado por neuronas o as-
trocitos en respuesta a la isquemia [13,48-52], y tie-
ne claros efectos sobre el dafio isquémico. Por ejem-
plo, mejora la coordinacién locomotora, disminuye
el numero de células apoptéticas en la penumbra,
reduce el volumen del infarto y aumenta el niimero
de neuroblastos en el estriado y el borde de la pe-
numbra, efecto acompariado de una reduccién del
dafo neuroldgico a lo largo de seis semanas [54,55].

El VEGF se incrementa rdpidamente después de
la isquemia en la corteza [56]. El uso de diferentes
estrategias para promover su acumulacién después
de la isquemia, como la inyeccién intraventricular
en el hemisferio isquémico, la expresién de VEGF
recombinante bajo el control del promotor consti-
tutivo del citomegalovirus o la estimulacion secun-
daria de su liberacion por administracién de eritro-
poyetina humana recombinante [57] o atorvastati-
na [58], conlleva un incremento del nimero de cé-
lulas marcadas con BrdU en la ZSV. De éstas, aque-
llas células que alcanzaron el limite entre la corteza
y el cuerpo calloso isquémicos expresaron los mar-
cadores TUJ-1, MAP2, GAD67 hasta ocho semanas
después de la lesion. En paralelo, los tratamientos
aumentan la coordinacién motora y disminuyen el
volumen del infarto.

En un modelo de implantacién de neuroesferas
sobre cultivos organotipicos que contenian corteza
y estriado sometidos a isquemia, Robin et al [48]
han puesto de manifiesto que SDFlo aumenta un
73% en las rodajas isquémicas comparadas con las
no isquémicas, y duplica la distancia recorrida por
los neuroblastos a lo largo del tejido lesionado [48].
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Curiosamente, la promocién de la migracién depen-
de de la cantidad de SDF1aq, pues 500 ng de esta qui-
miocina anadidos al medio triplican el nimero de
neuroblastos en migracion, pero su uso combinado
con el inhibidor de la proteasa de SDF1a, DPPIV y
aprotinina A revierte este efecto, lo que implica un
efecto directo del sistema CXCR4/SDF1 en la isque-
mia cerebral [53]. Por su parte, la inhibicién del re-
ceptor CXCR4 mediante el uso de anticuerpos blo-
quea completamente la migracion de los neuroblas-
tos [53]. La expresién de SDFloa y angiopoyetina
(Ang-1) aumenta en los vasos sanguineos tras el ic-
tus, y la accién trépica de estas dos moléculas a tra-
vés de sus receptores recluta neuronas inmaduras a
la corteza del periinfarto. Por tanto, neurogénesis y
angiogénesis estdn causalmente ligadas a través de
la produccién de SDFla y Ang-1. Ambas citocinas
promueven la migracién de neuroblastos tras la is-
quemia y la recuperacion neuroldgica [42,59]. Asi,
el SDFla también puede ser liberado desde la glia
reactiva en el nicho neurovascular [53,60]. El SDF1o
y la Ang-1 promueven la migracién de neuroblastos
tras la isquemia y la recuperacién del comporta-
miento, y el SDFla puede, ademads, promover la li-
beracién de glutamato desde los astrocitos en el
cuerpo calloso isquémico mediante un proceso exo-
citético por la activacion del receptor CXCR4 [60].

¢Puede la hipoxia favorecer
la neurogénesis en humanos?
Los efectos de la hipoxia sobre la neurogénesis pue-
den ser estudiados in vitro, ya que las neuroesferas
son resistentes a ella. Chen et al [61] sometieron
neuroesferas a diferentes periodos de hipoxia y en-
contraron que la reoxigenacién durante varios dias
producia un aumento en la viabilidad y prolifera-
cién celular. Asimismo, las esferas sufrfan un incre-
mento notable del didmetro y un aumento de hasta
el 20% en la incorporacién de BrdU después de 12
horas de hipoxia. Curiosamente, sélo las esferas so-
metidas a 24 horas de hipoxia sufrieron un aumen-
to en el indice de apoptosis, mientras que las esferas
sometidas a 6 y 12 horas de hipoxia no la sufrieron.
Notablemente, Harms et al [57] determinaron que
las neuronas en cultivo son mds resistentes a la pri-
vacién de oxigeno y glucosa si son cocultivadas con
neuroesferas también sometidas a ella, efecto me-
diado por la liberacién de VEGF desde estas tltimas.
Santilli et al [62], utilizando una linea inmortali-
zada de CPN humanas, mostraron que la hipoxia
leve (2,5-5% O,) puede favorecer la proliferacién de
CPN, y la diferenciacion de éstas a neuronas y oli-
godendrocitos frente a astrocitos. Sin embargo, la
mayor parte de estas neuronas presenta un fenoti-
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po gabérgico. Curiosamente, las concentraciones de
1y 20% de O, indujeron un aumento significativo
en la activacion de las caspasas 3 y 9y en la ruptura
de la enzima PARP, pero no se encontraron altera-
ciones en el potencial de membrana mitocondrial,
lo que indica que en la hipoxia grave o en la nor-
moxia las CPN son mds susceptibles a morir por
apoptosis que en la hipoxia leve. Asimismo, en pa-
cientes de ictus, las células que expresan marcado-
res asociados con las neuronas nacientes estan pre-
sentes en la penumbra isquémica alrededor de los
infartos corticales, donde estas células se localizan
preferentemente en la vecindad de los vasos san-
guineos. Estos hallazgos sugieren la existencia de
una neurogénesis compensatoria en el cerebro hu-
mano capaz de contribuir a la recuperacién postis-
quémica que representa una diana para la terapia
del ictus [63]. En conjunto, estas evidencias sugie-
ren que la hipoxia leve puede favorecer la forma-
cion de neuronas a partir de CPN humanas inmor-
talizadas, abriendo un interesante camino para su
uso en terapia regenerativa.

Hasta ahora, existen muy pocos trabajos que vincu-
len la actividad cortical en el hemisferio lesionado
directamente con el proceso de neurogénesis. En
ratas sometidas a oclusién transitoria de la arteria
cerebral media que son entrenadas en cintas de co-
rrer durante 14 dias después de la isquemia, se ob-
servan mayores niveles de glutamato, BDNF vy si-
napsina 1 en el caudado-putamen, y un mejor des-
empeiio de diversas pruebas motoras que en las ra-
tas no entrenadas [44]. Curiosamente, Centonze et
al [64] encontraron un aumento de potenciales ex-
citatorios postsindpticos espontdneos en esta es-
tructura tras inducir oclusién transitoria de la arte-
ria cerebral media. También, la estimulacién de los
bigotes de ratas produjo un aumento en la concen-
tracion de SDF1a y VEGE, asi como un incremento
en la migracién de neuroblastos a lo largo del cuer-
po calloso isquémico y de la incorporacion de nue-
vas neuronas a la corteza isquémica [40]. Por otra
parte, Lai et al [65] encontraron que, tras ocho se-
manas de recuperacion, los neuroblastos manifies-
tan potenciales de accion y son sensibles a la tetro-
dotoxina. Ademads, la simple introduccién de las
ratas en un ambiente enriquecido durante la recu-
peracién induce un ligero incremento en el nimero
de nuevas interneuronas en la corteza lesionada,
aunque en este caso la mayor parte de las células
generadas fueron de fenotipo glial [66].

Una evidencia mas directa de la implicacién del
glutamato en este proceso la aportaron Di Giorgi-
Gerevini et al [31], al indicar que la deplecion del
receptor mGluR5, o su inhibicién farmacolégica
mediante MCPG, disminuye el nimero de neuro-
blastos presentes en el cuerpo calloso isquémico
durante la reperfusién en un modelo de isquemia
transitoria. Ademads, la inhibicién in vitro del re-
ceptor mGluR5 induce apoptosis en progenitores
que estin formando neuronas, mientras que la in-
hibicién del receptor mGluR1 bloquea el ciclo celu-
lar e induce a la neurodiferenciacién [30].

Consideradas conjuntamente, estas evidencias
sugieren que la activacion corticoestriatal por dife-
rentes tipos de estimulacién puede promover la
neurorreparacion, ya sea por formacién de nuevas
sinapsis de las neuronas supervivientes debida a la
exposicion a factores tréficos, o como resultado de
un proceso neurogénico que estaria también in-
fluenciado por la respuesta combinada a dichos
factores troficos y a la actividad glutamatérgica.

Es bien conocido el papel del glutamato como des-
encadenante de la cascada excitotéxica que ocurre
durante la isquemia. Recientemente, se ha demos-
trado que durante las fases iniciales de recupera-
cion, la actividad de los transportadores de mem-
brana plasmadtica de glutamato (EAAT), es funda-
mental en la eliminacion del exceso de glutamato
hacia el plasma, en donde éste es convertido a as-
partato por la enzima glutdmico oxalacético transa-
minasa [67,68], proceso que ayuda a reducir el vo-
lumen del infarto.

Sin embargo, como hemos mencionado, a largo
plazo la actividad glutamatérgica podria ser muy
necesaria en la recuperacién funcional. Reciente-
mente hemos demostrado que la isquemia focal
transitoria en ratas promueve la acumulacién de
VGLUT1 en la corteza y caudado-putamen, y la ex-
presion de VGLUT2 y 3 en la glia reactiva del cuer-
po calloso en el hemisferio isquémico [45]. El incre-
mento observado en la expresion de VGLUT1 man-
tiene una correlacién positiva con la expresion del
transportador de membrana EAAT?2 y con el dafio
neuroldgico (Fig. 4), lo que sugiere que la regulacién
de la liberacion de glutamato a través de VGLUT1
en las fases iniciales de reperfusion podria abordar-
se como diana terapéutica.

Por otro lado, la presencia de VGLUT2 y 3 en la
glia reactiva del cuerpo calloso isquémico durante

www.neurologia.com  Rev Neurol 2012; 55 (9): 533-542



la reperfusién [45] ocurre en paralelo con la expre-
sion de EAAT también en células gliales en la mis-
ma estructura [69]. Nosotros hemos encontrado, ade-
mas, la presencia de ambos sistemas de transporte
en cultivos de CPN derivadas de la ZSV, y hemos
observado que la expresiéon de VGLUT (Fig. 5) y
EAAT es paralela al incremento en la expresion de
DCX, GFAP, NCAM, B3T y disminucién de la ex-
presion de nestina (manuscrito en preparacién). Ade-
mds, la activacion de receptores NMDA en neuro-
blastos es fundamental para su supervivencia en la
corriente migratoria rostral [27], accién que podria
estar mediada por Rho GTPasas, las cuales contro-
lan la correcta diferenciacion de las CPN de la ZSV
[70] y responden a sefales de calcio mediadas por
los receptores NMDA [71]. Asi pues, nosotros con-
sideramos que la liberaciéon de glutamato en el
cuerpo calloso isquémico a través de los VGLUT po-
dria estar vinculada al proceso de neurogénesis en
la isquemia.

Por lo tanto, a través de un posible control sobre
la actividad de VGLUT], la regulacién de la libera-
cién de glutamato en la corteza en etapas tempra-
nas de reperfusion podria moderar el daio excito-
toxico. Por el contrario, durante el periodo de reha-
bilitacién, la liberacién de glutamato en el cuerpo
calloso isquémico a través de VGLUT2 y 3, y por
VGLUT1 en la corteza, podria influenciar positiva-
mente las diferentes etapas de la neurogénesis hasta
llevar a un mayor niimero de nuevas neuronas inte-
gradas sindpticamente.

Gran parte del trabajo realizado para desarrollar
medicamentos que protejan al cerebro de la isque-
mia se ha orientado a inhibir la actividad glutama-
térgica o a la interferencia de la cascada de sefales
intracelulares que activan la apoptosis, aunque sin
éxito [72]. Por ello, actualmente se estd desarrollan-
do la investigacion orientada hacia la neurorrepa-
racién [1]. Aproximaciones destacables son, por
ejemplo, el reclutamiento enddgeno de células pro-
genitoras derivadas de la médula ésea [1] o su im-
plantacién sobre la zona lesionada a partir de célu-
las madre obtenidas de explantes estriatales de fetos
humanos o por transdiferenciaciéon de células de
otros tejidos [73,74], o bien a través de la potencia-
cién de la migracién de neuroblastos desde la ZSV
hacia la zona lesionada [42,52,75]. Este complejo
proceso depende de la interaccién de diversos tipos
celulares (unién neurovascular) mediante la sefali-
zacidn a través de gran variedad de factores tréficos
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Neurorrestauracion tras la isquemia cerebral

Figura 4. Correlacion entre los cambios en la expresion de VGLUT1 (1-3d) y EAAT2 (1d) con el deterioro
neuroldgico (a,b) y entre si (c) en el caudado-putamen de ratas isquémicas.

Expresidn VGLUTT

Expresion ¥GLUT1

TEHOES
Po0.001

Badio newrolagico DaivoNaurclsgico

Figura 5. Presencia de VGLUT1-3 en células precursoras neurales. Doble inmunomarcaje de doblecortina
(rojo) con VGLUT1-3 (verde) y DAPI (azul) a tres dias de diferenciacion. Barra de escala: 10 um.

que atraen a las CPN hacia el hemisferio afectado.
En el contexto de la neurorreparacion, la principal
dificultad hoy en dia no es sélo incrementar la pro-
liferacién y supervivencia de las CPN, sino garanti-
zar su adecuada diferenciacién a neuroblastos y
neuronas e integracion sindptica, evitando, al mis-
mo tiempo, la formacién de tumores. En este senti-
do, diversas evidencias directas e indirectas sugie-
ren la participacion de distintos neurotransmisores,
y en particular del glutamato, como posibles acto-
res en este proceso, si bien aiin no conocemos con
exactitud si su actividad le implicaria mds en la su-
pervivencia, migracién o diferenciacion e integra-
cion sindptica de los neuroblastos. Asi pues, consi-
deramos que una completa caracterizacion del pa-
pel de los neurotransmisores debe ser considerada
como una aproximacién en la bisqueda de nuevas
estrategias de neurorreparaciéon postisquémica.
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Brain repair after ischemic stroke: role of neurotransmitters in post-ischemic neurogenesis

Introduction. Brain ischemia and reperfusion produce alterations in the microenvironment of the parenchyma, including
ATP depletion, ionic homeostasis alterations, inflammation, release of multiple cytokines and abnormal release of neuro-
transmitters. As a consequence, the induction of proliferation and migration of neural stem cells towards the peri-infarct
region occurs.

Development. The success of new neurorestorative treatments for damaged brain implies the need to know, with greater
accuracy, the mechanisms in charge of regulating adult neurogenesis, both under physiological and pathological
conditions. Recent evidence demonstrates that many neurotransmitters, glutamate in particular, control the subventricular
zone, thus being part of the complex signalling network that influences the production of new neurons.

Conclusion. Neurotransmitters provide a link between brain activity and subventricular zone neurogenesis. Therefore, a
deeper knowledge of the role of neurotransmitters systems, such as glutamate and its transporters, in adult neurogenesis,
may provide a valuable tool to be used as a neurorestorative therapy in this pathology.

Key words. Brain ischemia. Glutamate. Neural progenitor cells. Neurogenesis. Neurorepair. Neurotransmitters.
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