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ABREVIATURAS

aa aminodacidos

AMPc adenosin monofosfato ciclico

ACE Enzima convertidora de angiotensina
ACTH Hormona adrenocorticotropa

ADN Acido Desoxirribonucleico

AMP, Adenosin monofosfato ciclico

CD Células dendriticas

CMH Células madres hematopoyéticas

EC Electroforesis capilar

EDTA Acido etilendiaminotetraacético
ELISA Enzimoinmunoanalisis

EMCV Virus de la encefalomiocarditis murina
GABA Acido gamma-aminobutirico

GH Hormona del crecimiento

GHRH Hormona liberadora de GH

GPCRs Proteinas G acoplados a receptores
hCT Tirotropina coriénica humana

HK-I Hemokinina-I

HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia
[L-1, IL-2, IL-6 y IL-8 Interleuquinas 1, 2,6y 8

KDa Kilodalton

MAPKS Protein quinasa activada por mitégenos
mM milimolar

ms milisegundo

MSH Hormona estimulante de los melanocitos
ug Microgramo

ul Microlitro

uM Micromolar

NF-kB Factor de necrosis kB

NGF Factor de crecimiento nervioso
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nM

NP
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NPy
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PPT 16 PPT-A
PPTII 6 PPT-B
PTT III 6 PPT-C
RNA
RNAm
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TK
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RNK?2
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TNFa
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Neurokinina 1

Neurokinina A

Neurokinina B

Nanomolar

Neuropéptido

Neuropéptido K

Neuropéptido gamma
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Hormona inhibidora de prolactina
picomol

Gen Preprotaquicinina I

Gen Preprotaquicinina II-B

Gen Preprotaquicinina III-C

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero
Sistema Nervioso Central

Sistema Nervioso Periférico
Taquicininas

Radioinmunoanalisis

Riesgo relativo

Receptor neurokinina 1

Receptor neurokinina 2

Receptor neurokinina 3

Sistema Inmune

Sustancia P

Gen del receptor de las taquicinas 1
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Factor de necrosis tumoral a
Hormona liberadora de tirotropina

Péptido intestinal vasoactivo
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. INTRoODUCCION

1. ANTECEDENTES

La Cardiologia es uno de los campos de la Medicina que mas avances ha
experimentado en los dltimos afios. Sin embargo, a pesar de las mejoras en el
tratamiento y prondstico, ain se desconocen los mecanismos intimos que
conducen al desarrollo de diversas patologias cardiacas y a la apariciéon de las
cardiopatias congénitas. La existencia de estas incégnitas lleva a la busqueda de un
conocimiento mas profundo de los mecanismos subyacentes de la enfermedad.
Esto podria, no s6lo mejorar la comprension, sino también el tratamiento

especifico, el prondstico y la evolucion de estas patologias.

En las ultimas décadas, el progreso de la Biologia Molecular ha permitido el
desarrollo de nuevas estrategias tanto diagndsticas como terapéuticas. Asi, tras el
descubrimiento de los Sistemas peptidérgicos y la identificacion de diversos
neuropéptidos como la sustancia P (SP), se ha desarrollado un nuevo paradigma
en la terapia farmacolégica que podria dar explicaciones a muchos interrogantes

actuales y cambiar el rumbo de la Medicina actual.

Clasicamente, se ha considerado que el corazén posee una inervaciéon
extrinseca formada por neuronas simpdticas y parasimpaticas de naturaleza tanto
eferente como aferente. Ademds, estos nervios extrinsecos estarian
interconectados con neuronas existentes en los ganglios intracardiacos, los cuales
serfan los responsables de regular la actividad cardiaca intrinseca. Con el
descubrimiento, aislamiento y caracterizacion estructural de un gran namero de
neuropéptidos en el corazén (SP, péptido intestinal vasoactivo, neurotensina,
neuropéptido Y, encefalina) este concepto clasico se ha modificado. El control
nervioso del corazén es mas complejo que el clasico control doble (adrenérgico y
colinérgico) y la inervaciéon peptidérgica cardiaca parece desempenar un papel

fundamental.

Se necesita, por tanto, un enorme esfuerzo para ampliar la visién actual y

buscar las causas mdas profundas de las enfermedades cardiacas.
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2. APARATO CARDIOVASCVULAR: DESARROLLO
EMBRIONARIO Y ANATOMIA CARDIACA

2.1 GENERALIDADES DEL APARATO CARDIOVASCULAR

El corazén es el 6rgano principal del aparato circulatorio que funciona como
una bomba impulsando la sangre y proporcionando a los tejidos el suministro
continuo de nutrientes vitales necesarios para sobrevivir. Mientras los seres
unicelulares intercambian el oxigeno y los productos metabdlicos por simple
proceso de difusién con el medio, los organismos superiores han de desarrollar un
sistema circulatorio que proporcione un flujo continuo de sangre a todas las
células. El aparato circulatorio consta de una bomba de impulsion, el corazén; un
sistema aferente, las arterias; otro eferente, las venas; y un sistema de intercambio,
la red capilar. Funcionalmente, el corazén y los vasos sanguineos constituyen, en la
etapa postnatal, dos vias de circulacién colocadas en serie (Figura 1) para formar
un circuito continuo:

*  La circulacion pulmonar o menor; representada por los pulmones y
el denominado corazoén derecho.
* La circulacién sistémica o mayor; representada por el corazén

izquierdo y el resto de 6rganos sistémicos.

Circulacién pulmonar

Circulacion sistémica

Figura 1. Diagrama ilustrativo de la circulacion en serie. (Imagen tomada de Zielinsky 2009)
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En el corazoén fetal, los ventriculos trabajan paralelamente y no en serie, con
volumenes de eyecciéon independientes (Figura 2). Asi las cavidades derechas
irrigan la parte inferior del cuerpo y las cavidades izquierdas la mitad superior del
cuerpo con sangre con mayor proporciéon de oxigeno. El istmo aértico, localizado
entre la arteria subclavia izquierda y la desembocadura del ductus arterioso, tiene
una posicién estratégica al ser el Unico segmento que comunica estas dos
circulaciones dispuestas en paralelo convirtiéndose asi en el Unico shunt arterial

durante la vida fetal.

Figura 2: Esquema que muestra la posicién estratégica del istmo

aortico entre las dos circulaciones durante la vida fetal. (Imagen tomada de Fouron 2003)

2.2 DESARROLLO EMBRIONARIO DEL CORAZON

La embriologia es la rama de la biologia que estudia las primeras etapas de la
formacion y desarrollo de los organismos. Comienza con la fecundacion y a partir
de ese momento se suceden una serie de cambios que se dividen en tres fases:
segmentacion, morfogénesis y diferenciaciéon. En torno a la octava semana de
desarrollo, cuando ya se han generado los principales 6rganos, el embrién pasa a

denominarse feto.

La cardiogénesis o desarrollo del corazén embrionario, es un proceso
secuencial, progresivo, ininterrumpido e irreversible que serd dividida en dos
etapas para su estudio: premorfogenética y morfogenética. La figura 4 muestra un

esquema temporal lineal de la formacion del corazén humano.
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Figura 3: Reproduccion de un dibujo de Leonardo da Vinci realizado en el siglo XV en el que se observa

un feto dentro de un ttero incidido. (Imagen tomada de Moore Keith 2009)
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Figura 4. Esquema representativo de la formacion del corazén humano de forma lineal y temporal.

(Imagen tomada de Moore Keith 2009)
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- Fase premorfogenética

El sistema circulatorio es indispensable para sustentar la embriogénesis pues
provee de nutrientes y oxigeno al organismo en desarrollo y elimina los productos
de desechos y sustancias toxicas. Esto determina que el corazén sea el dnico
6rgano que inicia su funcién en una etapa muy temprana de su morfogénesis, la
cual se lleva a cabo en un periodo breve, que en humanos ocurre en la tercera
semana de la gestacion.

En el mesodermo se inician unos islotes angiégenos que al unirse unos con
otros iran formando los primeros vasos sanguineos que establecen una circulaciéon
entre el corion y el embridn. En la fase premorfogenética (Figura 5-A, 5-B, 5-C) no
existe una estructura anatémica que identifique al corazén, sélo estan presentes
células que son determinadas para transformarse en miocardio. Se han detectado
células con esta caracteristica en la blastula del pollo, similar al embrién humano
de 7 + 1 dia de gestaciéon. En esta etapa se han descrito dos preareas
cardiogénicas, ubicadas en el epiblasto a cada lado de la linea primitiva cuyas
células van a iniciar la especificacion para transformarse en miocardio. Durante la
gastrulacidn, las células precardiacas migran a través de la linea primitiva hasta el
mesodermo y forman las areas cardiogénicas (15 + 1 dia). Son dos grupos
celulares de forma oval que se encuentran uno a cada lado de la linea primitiva, a la
altura del Nodo de Hensen. En este caso, las células ya estadn especificadas y
determinadas para formar miocardio y endocardio. En la etapa de gastrula tardia
(18 £ 1 dia), las células cardiogénicas migran en sentido cefalomedial y dan origen
a la placa cardiogénica que tiene la forma de herradura, ubicada en el extremo
cefalico de la placa neural. Después (19 + 1 dia), el ectodermo y endodermo de la
region cefalica del embrion, comienzan a doblarse y forman el pliegue cefalico que
consta de la placa neural y el intestino portal anterior. Al mismo tiempo, el
mesodermo se separa en dos capas, la somatopleura que permanece en contacto
con el ectodermo y la esplacnopleura que se asocia al endodermo. En esta tultima
capa se encuentran las células cardiogénicas, formando la placa cardiogénica que
consta de un plexo de filamentos endoteliales, rodeados por una delgada capa de

miocardio. Ambos tipos celulares son derivados del mesodermo precardiaco y
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expresan genes caracteristicos de miocardio como los Nkx 2.5 y GATA4. El dia 21 +
1, el plexo mioendocardico de la creciente cardiogénica se transforma en dos
primordios cardiacos primitivos, cada uno constituido por un tubo de
endocardio cubierto por miocardio, ain no existe epicardio. Inmediatamente, los
primordios se desplazan en direccién ventromedial, se fusionan y constituyen el

tubo cardiaco primitivo o tubo cardiaco recto (Figura 5-D), iniciando asi la fase

morfogenética de la cardiogénesis.
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~ 'T formando islotes
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N
\ \ en el mesodermo

' - Placa neural
(A)
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! Bulbo cardiaco
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endocardico o

Figura 5. Representacién de la cardiogénesis humana. A) Islotes sanguineos en el mesodermo de la
ldmina lateral. B) Corte transversal de embrionen el que se observa la localizacion del tubo
endocdrdico y de las células miocdrdicas antes de que éste comience a plegarse. C) Situacién anterior
del tubo endocdrdico con respecto al intestino, en un corte transversal del embrién. D) Tubo cardiaco

primitivo a 22 dias de edad gestacional. Imagen tomada de (Webster Samuel 2013)
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- Fase morfogenética

Esta fase se divide en tres periodos: A. Corazén en tubo recto. B) Proceso de

torsidn y rotacién del tubo cardiaco. C) Inicio de la tabicacién del corazon.

A. Corazon en tubo recto.

Clasicamente se ha seflalado que en el corazén en tubo recto existen todas
las cavidades que dan origen al 6rgano definitivo. Asi Davis (Davis CL 1927)
describi6 que el corazén en esta etapa estaba constituido por las siguientes cuatro
cavidades cardiacas primitivas que darian lugar a otras estructuras:

1. Bulbo aértico = arterias pulmonar y aorta,

2. Bulbus cordis = ventriculo derecho,

3. Ventriculo primitivo = ventriculo izquierdo

4. Atrios primitivos derecho e izquierdo= atrios definitivos

Mas tarde Kramer (Kramer 1942) mencion6 que el bulbus cordis constaba
de dos primordios, el del ventriculo derecho y el de los tractos de salida
ventriculares al que denominé cono. Sin embargo, mediante marcaje in vivo en el
embrién del pollo, se encontré6 que el corazéon se forma por la integraciéon
progresiva de seis segmentos cardiacos primitivos, que aparecen gradualmente y
que cada uno de ellos origina una regiéon anatémica especifica de una cavidad
cardiaca definitiva, y no a una cavidad completa como siempre se habia enunciado.
Asi, por ejemplo, el hecho de que las tres regiones de los ventriculos (camara de
entrada, region trabeculada y cdmara de salida) tengan caracteristicas anatémicas
bien definidas y se originen de un primordio propio, demuestra que los ventriculos
son unidades anatémicas pero no embriolégicas. (De La Cruz, Sanchez-Gomez et al.
1989), (Roger R. Markwald 1998)

Respecto a las caracteristicas del corazén en tubo recto, describir sus dos
segmentos: el cefalico que corresponde al primordio de la regién trabeculada del
ventriculo anatémicamente derecho y el segmento caudal que es el primordio de la
regién trabeculada del ventriculo anatémicamente izquierdo. Ambos segmentos
estdn separados por dos surcos, denominados interventriculares derecho e

izquierdo.
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B. Proceso de torsion y rotacion del tubo cardiaco.

Los segmentos cardiacos primitivos inicialmente estdn en serie y siguen una
direccion caudocefalica, sin embargo como consecuencia del proceso de torsiéon y
rotacién del tubo cardiaco, adquieren la polaridad derecha-izquierda caracteristica
del 6rgano definitivo. Este proceso sucede en tres etapas: Asa en C, Asa en S y Asa

avanzada. (Roger R. Markwald 1998)

B.1. Asa en C.

El corazon que al principio era un canal se vuelve un tubo. Al mismo tiempo,
aumenta de tamafo por la incorporaciéon de células en sus extremos caudal y
cefalico. Se mantiene en el plano frontal, pero comienza a torcerse hacia la derecha,
siendo ésta la primera manifestacion de la asimetria del organismo. Asi el corazén
adquiriere la forma de un asa con un borde derecho convexo (curvatura mayor) y
un borde izquierdo céncavo (curvatura menor). Simultineamente, aparecen tres
nuevos segmentos, dando como resultado un corazén constituido por cinco
segmentos cardiacos primitivos, que en sentido caudo-cefdlico son: los atrios
primitivos derecho e izquierdo; el tracto de entrada primitivo (regién caudal de la
rama caudal del asa); el primordio de la regi6on trabe- culada del ventriculo
izquierdo (region cefalica de la rama caudal del asa); el primordio de la regién
trabeculada del ventriculo derecho (rama cefélica del asa) y el primordio de los
tractos de salida (segmento proximal del tracto de salida embrionario,

clasicamente llamado cono).

B.2. Asa en S.

El embrion empieza a flexionarse a nivel craneal y cervical, afectando la torsién y
rotacién del corazoén (23 £ 1 dia). Simultdneamente, el asa cardiaca se coloca en el
plano sagital y toma la forma de S. La curvatura mayor se vuelve ventral y la menor
dorsal; también aparece el seno venoso. En este caso, los primordios de las
regiones trabeculadas ventriculares permanecen uno cefalico y otro caudal, pero el
tracto de entrada y los atrios primitivos se vuelven ligeramente dorso-cefalicos.
Respecto al segmento proximal del tracto de salida, practicamente se ha

completado y se mantiene en continuidad con la regién trabeculada del ventriculo
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derecho en desarrollo. Y es ahora cuando surge el drgano proepicardico, que es
un conjunto de células mesoteliales ubicadas sobre la superficie derecha del seno
venoso, las cuales al migrar van cubriendo el miocardio de todo el corazén y mas
tarde se transforman en el epicardio. Algunas células penetran en las paredes
ventriculares y el tabique interventricular en desarrollo y participan en la

morfogénesis de las arterias y venas coronarias.

B.3. Asa avanzada.

En esta etapa (24 + 1 dia), los segmentos cardiacos primitivos ya ocupan la
posicion espacial y relaciones de vecindad que tienen en el corazén maduro.
Termina de aparecer el segmento proximal del tracto de salida embrionario y
empieza a formarse su segmento distal. La curvatura menor del asa practicamente
desaparecié y comienza a desarrollarse el espolén conoventricular. Los atrios y el
tracto de entrada primitivos toman una posicion dorso-cefalica o postero-superior
mientras que el primordio de la regién trabeculada del ventriculo derecho y el
segmento proximal del tracto de salida se ubican en posicién ventro-derecha.
Ambos segmentos del tracto de salida embrinario carecen de crestas en su interior
y forman un solo conducto que permanece conectado con la region trabeculada del

ventriculo derecho en desarrollo.

C. Inicio de la tabicacion del corazodn.
Comienza el dia 29 + 1, una vez que la regiéon ventricular se ha colocado en
posicion caudal y la atrial es dorso-cefdlica. Al mismo tiempo, las cavidades en
desarrollo adquieren la simetria derecha-izquierda que les corresponde. Casi
inmediatamente, aparece un tabique llamado septum cardiaco primitivo y
constituido por tres elementos:

1. Septum primum, separa los atrios. (Figura 6)

2. Cojines ventral (superior) y dorsal (inferior) del canal atrioventricular y

3. Septum interventricular primitivo, divide la regién trabeculada de los

ventriculos.
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También existen dos orificios, el foramen primum en la regién atrial y el foramen

interventricular en la region ventricular.

— — S eptum secun dum

/‘_{\‘E — Septum primum
Ostium secundum
Septum primum

)

\‘d———— — Septum secundum
Al
/r——' Foramen oval
’ﬁ

Il

et

— Cojinete endocardico

Figura 6: Ilustracién representativa de la tabicacion auricular a la quinta semana de edad gestaional.

Imagen tomada y modificada de (Webster Samuel 2013)

En el caso del tracto de salida tanto el segmento proximal como el distal forman
un conducto continuo que emerge exclusivamente del ventriculo derecho en
desarrollo. No obstante, ya contienen en su interior crestas endocardicas que
comienzan a separarlo en dos conductos: anterolateral y posteromedial. El
primero dara origen al infundibulo del ventriculo derecho y el segundo se piensa
que participa en el desarrollo del vestibulo del ventriculo izquierdo. Por su parte,
en el segmento distal las crestas se estan transformando en las valvulas arteriales
que todavia estan poco desarrolladas. Respecto a la morfogénesis del segmento
proximal de cada una de las grandes arterias (tronco de la arteria pulmonar y
tronco de la aorta), se forma a partir del saco aértico, que es un ensanchamiento
que se produce en el sitio donde surgen los arcos adrticos y se proyecta a la
cavidad pericardica cuando el proceso de septaciéon del corazén ha avanzado
notablemente. Al inicio el saco adrtico es un conducto comun, sin embargo una vez
proyectado a la cavidad pericardica, (aproximadamente el dia 32), es dividido por

el septum aortico-pulmonar en dos conductos, pulmonar y aértico (Figura 7).
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» Salida <« Salida

Entrada

Figura 7: Representacién esquemadtica de la formacion del tabique conotroncal. El conducto de salida
conotroncal desarrolla un par de crestas longitudinales en su superficie interna que crecen hacia el
mismo punto hasta que se fusionan y forman el tabique conotroncal. Este se continiia con el tabique
interventricular para unir cada ventriculo con su arteria de salida. Imagen tomada de (Webster

Samuel 2013)

Dicho septum estad constituido por células de la cresta neural cardiaca, ubicadas
entre el cuarto y sexto arcos branquiales. Este hecho explica la relaciéon que existe
entre las cardiopatias tronco-conales y las anomalias faciales tipicas del sindrome

cardiovelofacial y el sindrome de Di George. (Kirby and Waldo 1990)

EMBRIOLOGIA DEL TEJIDO ESPECIFICO DE CONDUCCION

Al comienzo del desarrollo, tal y como acabamos de ver, el corazén es un tubo
cardiaco compuesto por un manto miocardico rodeado de endocardio. Cada uno de
los miocitos que lo forman puede ser considerado como un marcapaso en potencia.
El miocardio en esta etapa del desarrollo se denomina primario o primitivo. La
principal caracteristica es que estas células poseen una tasa de crecimiento lenta y
se situa rodeando la entrada y salida de la cAmara auricular y la salida ventricular,
dando lugar a 4 constricciones o anillos (sinusal, AV, interventricular y
ventriculoarterial). El miocardio primario situado en estos anillos presenta una
serie de caracteristicas electrofisiolégicas y moleculares diferentes al miocardio de

trabajo:
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* conduccion lenta.
* automaticidad alta
* uniones gap con la proteina conexina 45 (Cx 45) y canales i6énicos HCN4 con
corrientes de hiperpolarizacién que juegan un papel importante en la
actividad marcapasos del sistema de conduccién.
En el corazon adulto, el miocardio primario mantiene estas caracteristicas solo en
el nodo sinusal, nodo AV y haz de His. El resto del miocardio sufre cambios a lo
largo del desarrollo pasando a ser lo que denominamos miocardio secundario
que posee caracteristicas diferentes del miocardio primario, como son:
* Se despolariza rapidamente.
* Automaticidad lenta y contractilidad alta,
* Uniones gap con Cx40y Cx43,

* Sus miocitos expresan el péptido natriurético atrial (PNA).

Diversos estudios han sugerido que la expresion de los factores de transcripciéon
Tbx2 y Tbx3 suprimen la transformacién de miocardio primario en miocardio de
trabajo en zonas especificas del corazéon. (Habets, Moorman et al. 2002),

(Hoogaars, Tessari et al. 2004).

MIOCARDIO EMBRINARIO Y MIOCARDIO ADULTO

El miocardio embrionario es una red esponjosa de fibras musculares cardiacas que
ligan la pared miocardica con la cavidad ventricular. De forma progresiva esa malla
esponjosa de fibras se ira compactando en la direccién del epicardio al endocardio

y de la base al apex cardiaco. (Han, Bloomekatz et al. 2016)

2.3 ANATOMiA CARDIACA

Situacion del corazon

El corazén humano es un oérgano compuesto por cuatro cdmaras, dos
auriculas y dos ventriculos, de tamafio variable en funcién de la edad, el sexo y la
superficie corporal de cada individuo. En el lactante, representa 1/130 del peso

total del cuerpo mientras que en el adulto alcanza 1/300 aproximadamente, siendo
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el peso promedio en mujeres de 250 a 300 gramos y de 300 a 350 ramos en los
hombres. Estd situado en el mediastino anterior entre las regiones
pleuropulmonares derecha e izquierda, sobre la porciéon mediana del diafragma
(Figura 8). La cara anterior del corazon esta formada por la auricula derecha vy,
sobre todo, por el ventriculo derecho y, a través del pericardio, estd en contacto
con la cara posterior del esternén y los cartilagos condroscostales tercero al quinto
(Figura 9). La cara posterior del corazén la forman la auricula izquierda y las
venas pulmonares y se relaciona con la aorta descendente y el eséfago. La cara
inferior se halla apoyada sobre el musculo diafragmatico. Por ultimo la punta o
vértice corresponde al segmento apical del ventriculo izquierdo y se sitda a la

altura del cuarto o quinto espacio intercostal en la linea medio-clavicular.

Figura 8: Imagen macroscépica que muestra la cara anterior de un feto tras eliminar las imdgenes de
la pared anterior del térax y del abdomen. Se observa el corazén en la parte izquierda del térax y su

vértice hacia la izquierda. (Imagen tomada de Lindsey Allan 2010)
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Figura 9. Ilustracién de la cara anterior del corazon. (Imagen tomada de Netter 2011)
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Figura 10. Ilustracion de la cara basal y diafragmadtica del corazon. Visién posteroinferior. (Imagen

tomada de Netter 2011)
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A. PARED CARDIACA

La organizacién estructural de la pared del corazén es continua en las auriculas y
en los ventriculos y esta compuesta por tres capas: el epicardio, el miocardio y el

endocardio.

EPICARDIO

Membrana delgada de células mesoteliales planas y tejido conjuntivo subyacente,
adherida a la superficie externa del corazon. Los vasos sanguineos que irrigan el
corazdn -arterias y venas coronarias- y los nervios que lo inervan, discurren por el
epicardio y estan rodeadas por tejido adiposo que también se expande al epicardio.
Esta capa corresponde y por eso también se denomina hoja visceral del pericardio
seroso. El pericardio o saco pericardico es una cubierta externa que rodea al
corazén y que esta dividida en dos partes: el pericardio fibroso o saco compacto

que rodea al corazon. Y el pericardio seroso, constituido por dos hojas:

- Hoja parietal, que reviste interiormente el pericardio fibroso.

- Hoja visceral o epicardio, que se adhiere a la cara externa del corazén. Entre
las hojas visceral y parietal existe un espacio que contiene una pequefia
cantidad de liquido seroso, el liquido pericardico, que lubrica ambas
superficies y permite el movimiento de friccién del corazén dentro de la
cavidad durante sus contracciones musculares.

Estructuralmente, el epicardio esta cubierto en su superficie libre por una capa
Unica de células mesoteliales. Por debajo del mesotelio hay una delgada capa de
tejido conjuntivo con redes de fibras elasticas, vasos sanguineos y células
nerviosas. En el tejido conjuntivo laxo que rodea a los vasos coronarios hay

abundante tejido adiposo.
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Figura 11. Epicardio. Microfotografia que muestra las células mesoteliales del epicardio (flecha),

tejido adiposo y miocardio. Tincion con hematoxilina eosina. Imagen tomada de (Stacey E 2012)

MIOCARDIO

Es la capa muscular y constituye la mayor parte de la masa cardiaca. Esta formado
por células musculares estriadas, los miocitos cardiacos, de contraccién
involuntaria. A diferencia de las fibras musculares estriadas esqueléticas, el
musculo cardiaco posee unas estructuras exclusivas: los discos intercalares

(Figura 12).

Figura 12: Seccién de miocardio que muestra fibras musculares con sus discos intercalares (flecha).
Tincién con hematoxilina eosina. Imagen tomada de Histology for Pathologist (Stacey E 2012)

Se trata de sistemas de adhesién especializados que actian como nexo de unién
entre células contiguas. Permiten un acoplamiento tanto mecanico como quimico
asegurando asi una accion coordinada y una integracion funcional de los miocitos.
Los miocitos cardiacos se caracterizan por ser células mononucleares y poseer una
menor longitud que las células del musculo esquelético. Tienen como componentes

principales:
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A) NUCLEO.

La ubicacién central del nucleo de las células musculares cardiacas es una
caracteristica que ayuda a distinguirlas de las fibras musculares esqueléticas

multinucleadas cuyos nucleos son subsarcoméricos.

En un corte transversal las células musculares esqueléticas presentan un perfil

aproximadamente hexagonal (Figura 13-A). Cada célula posee varios nucleos que
se localizan inmediatamente por debajo de la membrana celular y tienen una larga
estructura cilindrica con una longitud que puede llegar a alcanzar en el adulto

hasta 10 cm dependiendo de su localizacién.

Las células musculares cardiacas por su parte, aparecen como lobuladas o

elipticas en un corte transversal. El ndcleo esta localizado centralmente y presenta
formas irregulares (figura 13-B). Entre las fibras discurren tabiques
fibrocolagenososo que contienen pequefios vasos sanguineos, pues entre las
células cardiacas individuales hay un rico aporte sanguineo capilar. En un corte
longitudinal el mudsculo cardiaco aparece como una serie de cordones celulares en
los que las fibras se unen a través de los discos intercalares.
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Figura 13. A) Corte transversal de miisculo estriado esquelético. 400X. B) Corte transversal de miisculo
estriado cardiaco. Tincién con hematoxilina-eosina. Imagen tomada de Histology (Ross 2016)

B) CITOPLASMA O SARCOPLASMA que contiene:

Elementos contractiles o miofibrillas

La unidad contractil intracelular funcional del musculo cardiaco es el

sarcomero, un conjunto ordenado de filamentos gruesos compuestos

principalmente de miosina y de filamentos finos que contienen actina. Los
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sarcomeros también contienen las proteinas reguladoras troponina y
tropomiosina. La contraccion del musculo cardiaco ocurre por el esfuerzo
acumulativo de deslizamiento de los filamentos de actina entre los filamentos de

miosina hacia el centro de cada sarcémero

Numerosas mitocondrias

Reticulo sarcoplasmico, el cual esta muy desarrollado pues se trata del

reservorio de un reservorio de calcio necesario para la contraccidn.

C) MEMBRANA CELULAR O SARCOLEMA con sus invaginaciones hacia el interior
del citoplasma que forman el sistema de tubulos transversos o tubulos T, para

conduccion de los impulsos.

La disposicion de los haces musculares asi como la cantidad y el didmetro de fibras
musculares es diferente en las distintas camaras del corazén. La pared de las
auriculas es mas delgada y estd compuesta por fibras de pequefio didmetro. Sin
embargo, el ventriculo izquierdo, que bombea la sangre al sistema arterial de gran

presion, presenta una pared gruesa y sus fibras son las de mayor diametro.

**BASES CELULARES DE LA CONTRACCION CARDIACA

El sarcémero es la unidad funcional contractil del miocardio y tiene dos tipos de
filamentos: gruesos y finos (Figura 14). Los filamentos finos estan formados por
una proteina contractil en doble hélice, la actina y por unas proteinas reguladoras:
troponina y tropomiosina. Los filamentos gruesos estan formados principalmente
por miosina, proteina de gran peso molecular constituida por una zona alargada y
otra globular con actividad ATPasa, que interacciona con la actina. Por tanto, la
actina participa en la contraccién al estimular la actividad ATPasica de la miosina.
La actividad de la actina esta regulada por las proteinas reguladoras tropomiosina
y troponina. Esta ultima a su vez tiene tres componentes, la troponina I que tiene
una funcién inhibidora interponiéndose entre las moléculas de actina y miosina; la
trponina T, que une el complejo troponina a tropomiosina y la tropnonina C, que

fija el calcio en tres lugares de su estructura (Figura 15).
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Al microscopio se observa una alternancia de bandas oscuras o bandas A y bandas
claras o bandas I. En las bandas A hay filamentos finos y filamentos gruesos. En las
bandas I solo hay filamentos finos. En el centro de cada banda I existe una linea
oscura denominada linea Z que corresponde al punto de unién entre los filamentos
finos de una sarcoémera con la sarcdmera adyacente. Por su parte, en el centro de la
banda A se haya una linea, linea M hacia donde se orientan las partes globulares de

la miosina.

Durante la contraccién, la longitud de los filamentos no varian sino que se
producen interacciones entre los filamentos de miosina y los de actina, de tal
forma que los de actina se deslizan hacia el centro de la banda A. Por lo tanto,
durante la contraccidn, la banda A no varia de longitud, mientras que la banda I se
acorta y las lineas Z se aproximan entre si, acortdndose por lo tanto las

sarcomeras.
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Figura 14: Estructura simplificada del sarcomero. Representacion de los elementos estructurales y
ultraestructurales del miocardio contrdctil. Imagen tomada de Apuntes de cardiologia (Guindo
SOldevilla 2004)
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Figura 15: Esquema representativo del proceso de contraccién muscular. Los puentes cruzados
(cabezas de la miosina) se unen a los lugares especificos de combinacion de la actina y la traccionan,
después de que la tropomiosina haya sido desplazada lateralmente por la union del calcio a la
troponina C. Imagen tomada de Apuntes de Cardiologia, (Guindo SOldevilla 2004)

**DIFERENCIAS CITOLOGICAS ENTRE EL MUSCULO CARDIACO AURICULAR Y
VENTRICULAR

Las fibras del miocardio auricular son semejantes a las de los ventriculos pero
tienen un didmetro promedio mas pequefio (Figura 16). Otra diferencia es la
presencia de granulos auriculares especificos que se concentran en la porcién
central del sarcoplasma que se extiende a lo largo de los polos del ntcleo, de
ordinario cerca de un complejo de Golgi. Tienen apariencia de granulos de
secrecién. Han sido identificadas en el musculo auricular dos hormonas

polipeptidicas
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Figura 16: Seccion transversal de miocitos auriculares (Fig A) y ventriculares (Fig B) fotografiados al
mismo aumento. Hematoxilina- eosina. 400X. Imagen tomada de Histology (Ross 2016)

ENDOCARDIO

Membrana endotelial que reviste las cavidades cardiacas, los velos valvulares y las
cuerdas tendinosas. Se puede dividir en tres capas. La capa interna la constituyen
células endoteliales planas que se contindan con las células endoteliales que
tapizan los vasos que llegan y salen del corazén. Inmediatamente por debajo del
endotelio, hay una capa gruesa de tejido conjuntivo que constituye la capa media.
Esta es la capa mas gruesa y esta constituida por fibras de coldgeno organizadas
regularmente que contienen un nimero variable de fibras elasticas estructuradas
en paralelo y algunos miofibroblastos. Por ultimo, la capa mas externa, también
llamada capa subendocardica esta en contacto directo con el miocardio y esta
compuesta por fibras de colageno dispuestas irregularmente que se unen al
colageno que rodea las fibras musculares adyacentes. Contiene vasos sanguineos,
nervios y puede contener algunas fibras del sistema de conduccion. Esta capa esta

ausente en los musculos papilares y en las cuerdas tendinosas.

Figura 17. Endocardio (*) formado por tejido conjuntivo revestido por endotelio (flechas).
Externamente se sitiian las fibras musculares del miocardio (M). Hematoxilina-eosina. 400X. Imagen
tomada de (Ross and Pawlina 2016)
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Figura 18: Microfotografia de la pared del ventriculo derecho que muestra la distribucién de las fibras
de coldgeno desde el endocardio (izquierda) hasta el epicardio (derecha) en un corazén normal.
Tincién tricomica de Masson. Imagen tomada de (Stacey E 2012)

B. ESQUELETO FIBROSO DEL CORAZON

Estructura central de soporte del corazoén. Esta formado por el conjunto de anillos
fibrosos de las valvulas auriculoventriculares y sigmoides y la porcién

membranosa de los tabiques interauricular e interventricular.

Los cuatro anillos se sitian aproximadamente en un plano que coincide con la base
ventricular: el mas anterior es el anillo de la sigmoide pulmonar. Inmediatamente
detrds y la derecha se halla el anillo adrtico, y por ultimo, los anillos
auriculoventriculares. Por su parte, la porcibn membranosa del tabique
interventricular esta constituida por un denso tejido conjuntivo que contiene un
segmento del Haz auriculoventricular no ramificado perteneciente al sistema de

conduccién cardiaco.

El esqueleto fibroso del corazén sirve como soporte semirrigido de las valvulas
cardiacas asi como de puntos de fijaciéon del miocardio. Ademas actiia como un
eficaz aislamiento electrofisiolégico entre auriculas y ventriculos ejerciendo de

barrera eléctrica entre ambos.

Ana Méndez Santos

44



Inmunolocalizacién de la sustancia P y del receptor NK1 en el corazén humano desde la vida fetal a la adulta

Anillo fibroso

delwonco .
pulmonar igamento

del cono
\/ _ Porcion membranosa
Anillo fibroso R del tabique

de la aorta interventricular

Trigono fibroso
izquierdo

Anillo fibroso
de la valvula
mitral

Trigono
fibroso
derecho

Orificio para el haz
de His (haz A-V)

Figura 19. Esqueleto fibroso del corazén. Tomado de (Guindo SOldevilla 2004)

El esqueleto cardiaco estd constituido por tejido conjuntivo denso. Los anillos
fibrosos que rodean a los orificios auriculo-ventriculares contienen algo de grasa y
fibras elasticas, pero fundamentalemtne tejido conjuntivo denso. La estructura del
septo membranoso tiene una orientacién mas regular de los haces de colageno

dispuestos en capas.

C. CAVIDADES CARDIACAS

El interior del corazén humano esti dividido en cuatro cidmaras o cavidades

cardiacas.
AURICULAS

Las auriculas tienen una funciéon de reservorio, acumulando sangre durante la
sistole ventricular para verterla durante la diastole a los ventriculos, a través de las

valvulas auriculoventriculares.
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AURICULA DERECHA

La auricula derecha ocupa una posiciéon anterior, superior y derecha. Esta
constituida por dos partes: una posterior que deriva del seno venoso embriolégico,
de paredes lisas, que se conoce como cuerpo de la auricula o seno venoso que esta
situado posteriormente entre la desembocadura de la vena cava superior, vena
cava inferior y el plano auriculoventricular. La otra parte, que deriva de la auricula
derecha embrioldgica, se sitla en posiciéon anterolateral y presenta numerosas
rugosidades musculares por la protusiéon de musculos pectineos. Ambas regiones
estdn separadas entre si por una banda muscular denominada crista terminalis
que se extiende a lo largo de la parte posterior de la auricula derecha y marca la

divisién embriolégica de ambas partes.

Recibe la sangre venosa sistémica a través de las venas cava inferior y
superior y la sangre procedente del miocardio a través del seno coronario, que
llega a través del surco interventricular posterior. La sangre venosa de la mitad
superior del cuerpo alcanza la auricula derecha a través de la vena cava superior la
cual, a su desembocadura no presenta ninguna estructura valvular. En la
desembocadura de la vena cava inferior a la auricula derecha existe una pequeia
valvula: la Valvula de Eustaquio. Durante la vida embrionaria la valva de
Eustaquio tiene un papel importante en dirigir la sangre hacia el foramen oval.
Durante la vida adulta esta valvula no desempeia ninguna funcién y con frecuencia
esta perforada, es muy pequefia e incluso no existe. Cuando la valvula de Eustaquio
puede persistir en la vida adulta constituyendo una estructura en "encaje"
conocida como red de Chiari. El seno coronario drena la sangre venosa procedente
de las venas cardiacas hacia la auricula derecha a través de un orificio situado
entre la desembocadura de la vena cava superior y la valvula auriculoventricular.
El orificio de desembocadura del seno coronario tiene también una pequefia

valvula, denominado valvula del seno coronario o valvula de Tebesio

En la pared lateral de la auricula derecha se abre la orejuela derecha que es
un fondo de saco de aspecto cuadrangular muy musculoso en su interior. La parte
inferior estd formada por el orificio auriculoventricular derecho, provisto de la

valvula trictispide, que conecta la auricula con el ventriculo derecho. En la pared
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anterolateral, junto a la entrada de la vena cava superior, se encuentra el nodo

sinoauricular, primer elemento del sistema de conduccién del corazon.

Aorta ascendente

/ Tronco pulmonar
- Orejuela derecha (apéndice atral)

Cono arterioso
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Arteria pulmonar derecha
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Figura 20: Ilustracion que muestra el interior de la auricula derecha desde su cara lateral derecha.

Imagen tomada de (Netter 2011)

TABIQUE INTERAURICULAR

El tabique interauricular es muscular, excepto su porcién media, que es ovalada,
fibrosa, con un repliegue en su borde anterior, la fosa oval, cubierta por una
membrana desde el lado izquierdo del tabique. Se trata del remanente del foramen
oval o agujero oval que conectaba durante la vida fetal, la auricula derecha y la
izquierda. El tabique atrioventricular, comprendido entre el tabique
interauricular y el interventricular corresponde a la insercion de la valva septal de
la tricispide y la valva anterior de la valvula mitral. Asi, la parte derecha de este
tabique corresponde a la auricula derecha, mientras que su cara izquierda
corresponde al ventriculo izquierdo. Se trata de un punto de referencia anatémico

importante porque contiene elementos del sistema de conduccién del corazoén.
AURICULA IZQUIERDA

La auricula izquierda ocupa la posicién mas posterior del corazoén. Recibe la sangre
procedente de la circulacién pulmonar a través de cuatro venas pulmonares. En su

regién superoanterior se encuentra la orejuela izquierda, alargada y triangular o
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digitiforme, frecuentemente multilobada y curvada hacia la derecha de modo que
rodea el tronco pulmonar. La pared interior de la auricula izquierda es mas lisa que
la de la auricula derecha excepto la de la orejuela izquierda donde existen
numerosas protusiones musculares. La cara inferior esta formada por el orificio
auriculoventricular izquierdo, que conecta con el ventriculo izquierdo cerrado por

la valvula mitral.

VENTRICULOS

Son cavidades irregulares que se comunican con las auriculas a través de los
orificios auriculoventriculares. La sangre sale de cada ventriculo por dos gruesos

troncos arteriales.
VENTRICULO DERECHO

El ventriculo derecho estd localizado anterior e inferior a la auricula derecha.
Constituye la mayor parte de la superficie anterior del corazén. Se subdivide -

morfoldgica y funcionalmente- en dos porciones: posteroinferior o cdmara de

entrada que se extiende desde el orificio de la valvula tricispide hasta el dpex y

anterosuperior, infundibular o tracto de salida que se dirige por la cara anterior

desde la punta hasta la arteria pulmonar.

La camara de entrada del ventriculo derecho esta muy trabeculada y contiene los
musculos papilares donde se insertan las cuerdas tendinosas de la valvula
tricuspide. En la unidén de la cara anterior de la cAmara de entrada con el septum
interventricular se encuentra una larga banda muscular que termina en el
musculo papilar anterior, localizado casi en el dpex del ventriculo derecho,

denominada banda moderadora.

Los musculos papilares son extensiones de forma cénica del muisculo ventricular
que se insertan en las cispides de la valvula tricispide, a través de unas cuerdas
fibrosas denominadas cuerdas tendinosas. Se pueden agrupar en tres grupos:
anteriores, posteriores y septales pudiendo existir uno o varios musculos papilares
en cada grupo ademds de pequeias cuerdas tendinosas que se anclan

directamente en las paredes ventriculares.
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El musculo papilar anterior tiene su origen en la banda moderadora y se conecta a
través de las cuerdas tendinosas, con las ctuspides anterior y septal de la valvula
tricaspide. Los musculos papilares septales se localizan en el septum
interventricular y envian cuerdas a la valva septal y posterior. Existe un pequefio
musculo Unico casi en contacto con el tracto de salida llamado musculo papilar
del infundibulo, conal o de Lushka que envia cuerdas a la valva septal. Los
musculos papilares posteriores se encuentran en la cara diafragmatica y envian

cuerdas a las valvas posterior y anterior.

El infundibulum o tracto de salida del ventriculo derecho se extiende desde el
apex hasta la valvula pulmonar. Puede dividirse a su vez en una parte proximal
constituida por numerosas trabéculas musculares prominentes y una distal
muscular de aspecto endocardico liso que termina en la valvula pulmonar. La

banda septal o trabeculacién septomarginalis es un musculo en forma de Y griega

que en la parte superior presenta dos brazos: el anterosuperior y el
posteroinferior los cuales abrazan el septum conal. La parte inferior de la banda
septal esta relacionada con la banda moderadora y el musculo papilar anterior. El

septum conal o cresta supraventricular es una estructura septal situada entre las

dos ramas de la banda septal. Las dos valvulas semilunares y tractos de salida
derecho e izquierdo se sitdan a cada lado del septo conal. Por ultimo, la banda
parietal es la porcién del infundibulum situada en la pared libre del ventriculo

derecho.
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Figura 21: llustracion que muestra el interior del ventriculo derecho desde una vision anterior.

Imagen tomada de (Netter 2011)

VENTRICULO IZQUIERDO

El ventriculo izquierdo esta situado anterior e inferior a la auricula izquierda. Es
muy distinto morfolégicamente del ventriculo derecho pues no posee trabéculas
musculares que subdividan la cavidad. Al igual que el VD, posee un tracto de
entrada y un tracto de salida. Pero a diferencia de éste la division es mas
funcional que anatémica ya que, los tractos de entrada y de salida se encuentran
paralelos, debido a la alineaciéon de los anillos mitral y adrtico, unidos por el
trigono izquierdo del esqueleto fibroso. La valva anterior de la mitral se continda
con la valva no coronariana de la aértica. El interior de la cavidad es liso y contiene
dos musculos papilares, anterior y posterior. Estos reciben las cuerdas tendinosas
de las dos hojas de la valvula mitral: la cispide anterior de mayor tamafio y la

cuspide menor situada posteriormente. Las paredes del ventriculo izquierdo son

mas hipertroéficas con un grosor maximo a nivel de la base y minimo en la punta
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D. ESTRUCTURAS VALVULARES

Las cuatro valvulas cardiacas, compuestas por repliegues del endocardio y una
placa central de tejido conectivo estan ancladas a los anillos que forman parte del
esqueleto fibroso del corazén. Cada valvula auriculoventricular esta dividida en un
numero determinado de valvas que se unen entre si en las comisuras. Del lado
ventricular, cada valvula estd unida a las paredes musculares por cuerdas
tendinosas que se insertan sobre las paredes del ventriculo y sobre todo, en los
musculos papilares del corazén. Estos, pertenecen también al aparato valvular y
son prominencias musculares conicas. Las valvulas sigmoideas estan constituidas
por tres valvas, de forma semilunar, que se fijan a un engrosamiento fibroso de la

pared arterial.

Estructuralmente, las valvas son pliegues endocardicos que envuelven un tejido
fibroso rico en colageno. Cada valvula auriculoventricular esta formada por una
lamina flexible de tejido conjuntivo, cubierta en su cara auricular y ventricular por
una capa de endocardio. La placa fundamental de tejido conjuntivo esta formada
en su mayor parte por tejido parecido al cartilago, el tejido condroide denso que
contiene células pequefias fusiformes o redondeadas y sustancia intersticial
baséfila (capa fibrosa). La capa endocardica es mas gruesa en la cara auricular.
Aqui el estrato subendotelial tiene una pequefia cantidad de tejido condroide y se
apoya sobre una capa de tejido conjuntivo, que contiene muchas redes de fibras
elasticas y algunas fibras musculares lisas (capa esponjosa). En torno al anillo
fibroso, la capa subendocardica es muy laxa y la musculatura de la auricula penetra
profundamente en ella. En la cara ventricular, el estrato endocardico tiene una
estructura semejante pero es mucho mas delgado. El tejido en esta capa
ventricular esta formado por tejido conjuntivo denso con estratos de fibras
colagenas y elasticas.Las valulas sigmoideas tienen la misma estructura general
que las valvulas auriculo-ventriculares. En medio del borde libre forman un

engrosamiento llamado el nédulo de Arancio.
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Figura 22: Corte a través de una valva de la vdlvula mitral cerca de su inserciéon en el anillo fibroso.

Ambas superficies estdn revestidas de endotelio. Imagen tomada de (Geneser 1985)

TRICUSPIDE

La anatomia del complejo valvular esta compuesta por el anillo, las valvas, las
cuerdas tendinosas y los musculos papilares. El anillo tiene una forma circular
flexible, que se amolda con cada contraccién ventricular. La valvula tricuspide se
considera como un velo Unico fibro-esponjoso con tres hendiduras, que limitan
tres valvas. Vistas desde la auricula derecha se reconocen una valva septal
(interna), una valva anterior (la mas grande) y una posterior (que presenta tres
festones). La cara auricular es lisa y la cara ventricular es rugosa. De forma
aproximadamante triangular, cada valva posee una base que se implanta en el
anillo y un borde libre que sirve de zona de coaptacién con las otras dos durante el
cierre valvular en sistole. El punto donde se unen la base y los bordes libres de las
dos valvas adyacentes se denomina comisura. La base de la valva septal se
relaciona con el area del nédulo auriculo- ventricular del sistema de conduccidn.
La cara ventricular de la tricdspide posee tres regiones: una zona rugosa, en
relacién con el borde libre, una zona lisa que corresponde al cuerpo de la valva y
una zona basal que se corresponde con la parte homénima. A cada una de estas

zonas van a insertarse cuerdas tendinosas, las cuales reciben el nombre de la
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region en la que terminen (cuerdas de la zona rugosa, de la zona lisa, de la zona
basal y cuerdas comisurales). Son estructuras de fibro-colageno de color blanco
que poseen una insercién proximal en las valvas y una distal en los musculos
papilares o directamente en la pared ventricular. Las cuerdas y los musculos

forman el aparato subvalvular.

MITRAL

El anillo mitral es una formacién fibrosa cuya region anterior y medial comparte
fibras con el anillo aértico. La valvula mitral es bivalva. Vista desde la auricula
izquierda, una hendidura central limita dos valvas: una anteroseptal y una postero
basal. La valva anterior es la valva de mayor tamafo, tiene una forma triangular y
su borde libre no posee festones. Su base se contintia con la fibrosa mitroaértica y
con la comisura que une la valva coronariana izquierda con la no coronariana de la
valvula aértica. La valva posterior, de menor tamafio, posee tres festones: uno
central que es el mas grande, uno medial que es el mas pequefio y uno lateral. La
cara auricular es lisa, la cara ventricular, al igual que la tricispide posee tres zonas:
una rugosa en el borde libre, una lisa en el cuerpo de la valva y una zona basal. Con
el desarrollo de la cirugia valvular a cada valva se la divide en tres zonas
denominadas con una letra, A o P se trate de la valva anterior o posterior y un
numero del 1 al 3 segln se trate del tercio medial, medio o lateral. A cada una de
estas zonas y también a las comisuras llegan cuerdas tendinosas que conforman

una imagen de embudo con el conjunto de valvas.

AORTA

La valvula sigmoidea adrtica posee tres valvas semilunares que se insertan en la
pared de la arteria aorta. La pequefia dilatacién, en forma de nido, entre la pared
de la arteria aorta y las valvas semilunares se denominan senos aérticos de
Valsalva, senos de Morgagni, o de Otto. Hay tres senos de Valsalva: izquierdo,
derecho y posterior. El seno aértico izquierdo da origen a la arteria coronaria
izquierda; el seno aortico derecho da origen a la arteria coronaria derecha; por lo

general no hay vasos sanguineos que se originen del seno adrtico de Valsalva
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posterior, es por ello que se lo conoce como el seno adrtico no-coronario. Cada
valva semilunar pose un engrosamiento fibroso en el centro de su borde libre, el
ndodulo adrtico (de Morgagni), que dejan a cada lado de si una superficie fibrosa
mas delgada llamada ldnula valvar. Desde su cara superior y desde un punto de
vista cinico las valvas se pueden clasificar en: Valva coronariana derecha: es la
mas anterior de las tres y contiene al ostium de la coronaria derecha. Se relaciona
con la orejuela de la auricula derecha por adelante; Valva coronariana izquierda:
Tiene a la orejuela de la auricula izquierda por delante y su seno contiene al ostuim
del tronco de la coronaria izquierda; Valva no coronariana: posterior y hacia la
derecha, su principal relacién es compartir su anillo y continuarse con la valva

anterior de la mitral.

Comisura de las valvas semilunaces
Aorta ascendente il o | ! ! ! '
=nhon de laanena corcnana izquerda
—/’ < | Lt
Senas aOrmicos (de Valsalval = Nodulillo de T vidlvala semilunar
coerpo de Arangio)
Orificio de la arteria .
coronaria derecha s - Lanula
‘ falva ser X
Porcinn :-/:l\;;.:‘(:nlun "
Septo ) interventricular f
membiranoso Porcién =Valva semilunar | Vilvula
atroventricular posterior orbica
) =\alva semilunar
p denscha
Porcion muscubar del . \
MPLO Intervenincularn _ Misculo papilar anterior
\ v . Valvi anterion de la

valvula mitral

Figura 23: llustracion de la vdalvula adrtica. Imagen tomada de (Netter 2011)

PULMONAR

Situada en un plano anterior respecto a la valvula aortica y orientada hacia la
izquierda, la valvula pulmonar esta constituida por una valva anterior y dos
posteriores, izquierda y derecha. En el centro de cada valva el borde de cierre se
une al borde libre y forma un pequeno relieve fibroso, el nodo de Arancio. A cada
lado del nodo, las denominadas linulas representan las superficies de aposicién de

las valvas contiguas durante el cierre valvular.
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E. SISTEMA DE CONDUCCION CARDIACO

El sistema de conduccién estd compuesto por miocitos especializados en la génesis
y conduccion del impulso eléctrico cardiaco. La caracteristica fundamental de estas
células es precisamente el automatismo que es la capacidad de generar estimulos
gracias a despolarizaciones espontdneas. Los componentes del tejido especializado

de conduccidn cardiaca son:

El nodo sinoauricular

Esta situado en el surco terminal en la zona de unién de la vena cava superior con
la auricula derecha en posicion subepicardica. La funcion intrinseca del nodo
sinoauricular (NSA) consiste en ser la fuente de donde emana el ritmo cardiaco,
siendo responsable de la onda P del electrocardiograma que representa la
actividad auricular. La frecuencia de despolarizaciéon del NSA es de 60-100 por
minuto en reposo. El resto de componentes del sistema de conduccién tienen una
frecuencia de despolarizaciéon menor, por eso en condiciones normales el

marcapasos del corazon es el nodo sinoauricular.

Figura 24. Nodo sinoauricular (NSA). A) Localizacion macroscopica. B) Cortes seriados del NSA (SVC:
Vena cava superior. RAA: Apéndice auricular derecho. RA: Auricula derecha. Imagen tomada de

(Stacey E 2012)

Estructuralmente estd constituido por células musculares modificadas que se
caracterizan por ser marcadamente mas pequefias que las células musculares

cardiacas ordinarias y estan dispuestas en una red incluida en un tejido conjuntivo
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abundante y mas bien denso. En los cortes histologicos, las delgadas células
nodales son fusiformes y cursan en diferentes direcciones entre los haces de

coldgeno, hasta el punto de que pueden ser dificiles de distinguir de los

fibroblastos vecinos. El nodo sinoauricular esta abundantemente inervado.

Figura 25: Secciones histolégicas sagitales del NSA tefiidas con tricromico de Masson (A, Cy D) y con
hematoxilina-eosina (B).

A. Seccion histoldgica a nivel del cuerpo del NSA (drea punteada) en la que se observa su
caracteristica forma de arco, localizado subepicdrdicamente en la zona de union de la VCS con la
cresta terminal. Notese la extension del nodo hacia la VCS. B. Seccion histolégica del NSA a nivel de su
cola (zona punteada) en la que se puede observar su localizacién endocdrdica y cémo el nodo se
disgrega en grupos de miocitos entremezclados con los miocitos de trabajo.

C. Ampliacién de la Fig. 254, en la que se observa las células nodales principales (P) inmersas en una
matriz de tejido conectivo dispuestas de manera aleatoria alrededor de la arteria del nodo sinusal, y
las células transicionales (T), con caracteristicas intermedias entre las células de trabajo y las células
P. D. Seccion histoldgica del NSA de un espécimen de 75 aiios de edad con cardiopatia isquémica
estructural. Nétese el mayor actimulo de tejido conectivo entre las células nodales P. NSA: nodo
sinoauricular; aNSA: arteria del nodo sinoauricular; VCS: vena cava superior; AD: auricula derecha.

Imagen tomada de (Murillo, Cabrera et al. 2011)
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El nodo auriculoventricular

Se sitla en la porcidn inferior del surco interauricular préximo al septo
membranoso interventricular, en el vértice superior del triangulo de Koch. Este
triangulo se sitda sobre la superficie endocardica de la auricula derecha y se
encuentra delimitado anteriormente por la insercion del velo septal de la valvula
tricispide y posteriormente por un tendoén fibroso llamdo tendén de Todaro que
es la continuacidn fibrosa subendocardica de la valvula de Eustaquio. El apex del
tridngulo corresponde con el septum membranoso interventricular y la base la
forma el orificio del seno coronario.

Estructuralmente, las fibras del n6dulo auriculo-ventricular son pequefias como las

del nodo seno-auricular.

Figura 26. Nodo auriculoventricular. A) Localizacion macroscopica vista desde el ventriculo derecho.

B) Cortes seriados del NAV que muestran la relacion del tejido nodal con la vdlvula trictspide, mitral,

atrioventriculary esqueleto fibroso del corazon. C) Nodo AV (C1) sdfaasas. Imagen tomada de (Stacey
E2012)

Haz de His

El nodo auriculoventricular, en la parte cefalica del tridngulo de Koch, se introduce
en el cuerpo fibroso central y en ese punto es cuando pasa a denominarse haz
penetrante de His, justo cuando se encuentra completamente rodeado de tejido
conectivo que lo aisla por completo del miocardio de trabajo El haz de His posee un
trayecto de una longitud variable antes de continuarse sobre el septum muscular

interventricular con las ramas derecha e izquierda.
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Ramas del Haz de His

La rama de recha discurre por el interior del lado derecho del tabique
intervetricular hasta llegar a la base del musculo papilar septal del vetriculo
derecho. Posterioremente penetra en el espesor de la trabécula septomarginal y de
ese modo se extiende desde la pared septal a la pared anterior del ventriculo
derecho a través de la banda moderadora dividiéndose finalmente en la red
subendocardica de Purkinje.

La rama izquierda es irregular en su espesor. Su origen se encuentra bajo la
comisura situada entre los velos derecho y no coronarico de la valvula aértica,
después desciende subendocardicamente por el septum interventricular y termina
ramificAndose y extendiéndose hacia los musculos papilares del ventriculo

izquierdo y dando lugar, finalmente a la red subendocardica de Purkinge.

La red ventricular de Purkinge

Red ventricular que en el humano se localiza a nivel subendocardico.

Estructuralmente tienen uno o dos nucleos situados en la masa central del
sarcoplasma, el cual es abundante en mitocondrias y glucégeno. Las miofibrillas,
relativamente escasas, estan desplazadas a la periferia y son menos constantes en

su orientacion que las de las fibras musculares cardiacas ordinarias.

F. GRANDES VASOS

Los grandes vasos que comunican el corazén con el resto del cuerpo son:

- Lavena cava superior

- Lavena cava inferior

- Las cuatro venas pulmonares

- Laarteria pulmonar

- Laarteria aorta.

Describiremos a continuaciéon las caracteristicas estructurales de los

grandes vasos centrandonos en las caracteristicas histolégicas de las arterias por
ser objeto de nuestro estudio. Las paredes de todos los vasos estdn compuestas por

tres capas o tinicas, que desde la luz hacia la parte externa se denominan:
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e Tunica intima.

Es la capa mas interna compuesta por el endotelio que es un epitelio plano simple,
la membrana basal y la capa subendotelial de tejido conectivo laxo. Las células
endoteliales estan fuertemente unidas entre si por uniones ocluyentes y de nexo.
En la capa subendotelial de arterias y arteriolas se puede encontrar ldminas de
material elastico fenestrado que conforman la membrana elastica interna. Las
fenestraciones permiten que las sustancias difundan con facilidad a través de esta

lamina y alcancen las células mas profundas de la pared del vaso.

e Tunica media

Formada por estratos circunferenciales de fibras musculares lisas, entre las cuales
se hallan fibras elasticas y coladgenas. En las arterias, esta capa es mas gruesa y esta
limitada por una membrana elastica externa formada también por laminas
elasticas. Las fibras elasticas y las laminas elasticas son sintetizadas por las células
musculares lisas. La contracciéon regulada del musculo liso de esta tinica media
reduce la luz de arterias y arteriolas lo cual lleva a un aumento de la tensién
arterial y de la resistencia vascular. Por el contrario, la relajaciéon de este musculo,

induce a una vasodilatacion produciendo los efectos opuestos.

e Tunica adventicia

Compuesta por tejido conectivo denso, el cual se entremezcla con el tejido
conectivo laxo (fundamentalmente tejido colageno de disposicion longitudinal y
unas pocas firas elasticas) que rodea a los vasos. En esta tdnica, se encuentran
vasos mas pequefios, que nutren al propio propio vaso -vasa vasorum- y nervios -
nervi vascularis- que controlan la contraccién del musculo liso de la tiinica media.

En las venas, la tinica adventicia es mas gruesa.
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Figura 27: Diagrama esquemdtico de las caracteristicas morfolégicas de los vasos sanguineos. Imagen
tomada de (Stacey E 2012)
Las arterias se clasifican en tres tipos segin su tamafo y segun las caracteristicas

de la tinica media:

* Arterias grandes o elasticas
¢ Arterias medianas musculares

* Arterias pequefias o arteriolas.

ARTERIAS ELASTICAS

Las arterias aorta y pulmonar son arterias elasticas. Con respecto a las
caracteristicas histolégicas, en este tipo de arterias, abundan las laminas elasticas
en la capa media, por lo que suele verse una serie de bandas onduladas acidéfilas
interpuestas entre los haces de fibras musculares lisas que se disponen
concéntricamente, desde la membrana elastica interna hasta la membrana elastica
externa. Entre las laminas elasticas se encuentran varias fenestraciones, las cuales

facilitan la difusiéon de sustancias dentro de la pared arterial. Por su parte, las
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fibras musculares lisas de la capa media sintetizan el colageno, la elastina y las
demas moléculas de la matriz extracelular. La tdnica adventicia de este tipo de
arterias es delgada, con presencia de fibras colagenas y elasticas no formando
laminas sino como una red fibrilar laxa. Esta capa evita la distension excesiva de
las arterias durante la sistole. Ademas, los pequefios vasos sanguineos presentes
en la adventicia penetran parcialmente la tinica media aportando nutricién a la

porcién externa de la pared vascular, mientras que la porcién interna se nutre

desde la luz del vaso.

Figura 28: Corte transversal de una arteria eldstica. A) Capa intima (I) y parte de la media. La intima
es muy delgada, formada por una fina capa de tejido conjuntivo avascular y revestida por células
endteliales cuyos niicleos sobresalen en la luz del vaso. Hematoxilina-eosina. 400X B) Capa media:
superposicion de ldminas eldsticas fenestradas, tefiidas de rosa por la eosina. Entre ellas se situa el
componente celular formado principalmente por fibras musculares lidas y fibroblastos. Hematoxilina-
eosina. 400X. C) La capa adventicia (A) estd constituida por tejido conjuntivo pobre en fibras eldsticas.
En la parte mds externa presenta ovulillos adiposos. Hematoxilina-eosina. 400X. Imagen modificada

de (Ross and Pawlina 2016)

ARTERIAS MUSCULARES

Respecto a las arterias musculares es interesante destacar que no existe un punto
de diferenciaciéon exacto entre este tipo de arterias y las elasticas, sino que se
produce un cambio gradual desde éstas hacia las arterias musculares y muchas
veces hay vasos intermedios entre ambas. La principal diferencia entre estos dos
tipos de vasos es que en la capa media de las arterias musculares, desaparecen las
laminas elasticas para dejar paso a una predominancia casi absoluta de fibras
musculares lisas. Por esta misma razoén, al faltar las laminas elasticas de la capa
media, en este tipo de arterias se hace bien evidente la presencia de las
membranas elasticas interna y externa. Otras particularidades de estas arterias, se

refieren a la capa intima, la cual no posee practicamente tejido conectivo
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subendotelial y a la adventicia, cuyo espesor es aproximadamente similar al de la

capa media.

v
v N i

{ 1/
Figura 29. Cortes transversales de arterias musculares de distinto calibre. Se aprecia la capa intima
(1), media (2) muscular, cuyo espesor disminuye progresivamente desde la arteria de gran calibre (Fig
29-A) a la mds pequefia (Fig 29- C), formada solamente por 2 o 3 capas de miocitos lisos. Mds
externamente se aprecia la capa adventicia (3). El limite entre la capa intima y media aparece bien
marcado en las dos areria musculares mayores por la ldmina eldstica interna (flecha). Hematosilina-

eosina. Van Geisson. 200X, 400X, 400X.Imagen modificada de (Ross and Pawlina 2016)

Endotelio

f g
l-_‘ .
il

ot
)

T&nlcéin

-
Sl
-
-~

Figura 30: Microfotografia de la pared de una arteria eldstica y una arteria muscular. Imagen

modificada de (Geneser 1985)
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A) Corte transversal de aorta humana. Se identifican la tunica intima con un
revestimiento de células endoteliales que se apoya sobre una fina capa de tejido
conjuntivo con células musculares lisas, macréfagos y fibras coldgenas y eldsticas. El
limite con la tunica media no es nitido. La tinica media contiene abundantes células
musculares lisas y membranas eldsticas fenestradas (laminas onduladas rojas). La
adventicia carece de membrana eldstica y estd compuesta en su mayor parte por
tejido conjuntivo. Contienen los vasos sanguineos y los nervios que irrigan e inervan

la pared de la aorta. 300X, tincién con resorcina-fucsina.

B) Corte transversal de la pared de una arteria muscular. La tinica interna consiste
en un revestimiento endotelial, una pequeria cantidad de tejido conjuntivo y la
membrana eldstica interna. Esta estructura tiene un aspecto ondulado si el vaso estd
contraido. La tiunica media la componen fundamental mente células musculares lisas
de disposicion circular y fibras coldgenas y eldsticas. La tunica adventicia consiste
sobre todo en tejido conjuntivo. Aunque la memrana eldstica externa suele ser
evidente en este corte no es evidente aunque si son obvias varias siluetas de material

eldstico (flechas). 360X, tincién con hematoxilina eosina.

G. VASCULARIZACION CARDIACA

Dada la constante actividad contractil del corazén, éste presenta unas demandas

de energia muy grandes y por tanto requiere una importante irrigacion arterial.

ARTERIAS CORONARIAS

Se encargan de la irrigaciéon del miocardio. Son dos, izquierda y derecha, ambas
originadas en los senos adrticos de Valsalva. Desde su origen se dirigen hacia la
parte anterior del surco auriculoventricular discurriendo inicialmtne por la
superficie del epicardio hasta hacerse finalmente intramiocardicas con una amplia
variabilidad en la distribucion de las ramas principales. En las arterias coronarias
del corazén humano, la tinica media -limitada como de ordinario en ambas caras
por las membranas elasticas interna y externa- aparece dividida por una gruesa

membrana fenestrada en dos porciones, una interna y otra externa. Esta capa

Ana Méndez Santos

63



Inmunolocalizacién de la sustancia P y del receptor NK1 en el corazén humano desde la vida fetal a la adulta

intima de las arterias coronarias, difiere del resto de las arteria musculares. Ello se
debe a que en el recién nacido, en los sitios de ramificacién de las arterias
coronarias, emigren a la tunica intima células musculares lisas indiferenciadas de
la tiinica media, pasando por las fenestraciones de la lamina elastica interna. Estas
células indiferenciadas secretan elastina y pueden formar unas "almohadillas”

musculo elasticas.

Arteria coronaria derecha.

Se origina en el seno de Valsalva derecho casi perpendicularmente a la aorta y se
dirige hacia la derecha por detras de la arteria pulmonar y por debajo de la
orejuela derecha, discurriendo por el surco auriculoventricular hasta llegar al
borde derecho del corazén, donde se hace posterior. Continla por el surco
auriculoventricular y se bifurca en la arteria coronaria descendente posterior -
que se dirige a la punta cardiaca e irriga la cara inferior del ventriculo izquierdo y
proporciona numerosas ramas septales- y el tronco de las arterias
posterolaterales. En su trayecto, la arteria coronaria derecha emite ramas
auriculares importantes -la arteria del nédulo sinusal, el nodo auriculoventricular-

y ramas ventriculares.

Arteria coronaria izquierda.

Se origina en el seno de Valsalva izquierdo describiendo un angulo agudo y
discurre inicialmente en un trayecto mucho mas corto que la coronaria derecha
denominado tronco comun. Después se bifurca en dos ramas:

La arteria descendente o interventricular anterior: Da ramas septales
anteriores y ventriculares izquierdas y derechas, a medida que desciende hacia el
apex. Una colateral mas amplia es la arteria diagonal izquierda destinada que

discurre por la pared libre anterior del ventriculo izquierdo.

Arteria circunfleja: Nace del tronco comun y discurre por el surco
auriculoventricular izquierdo dando ramas auriculares y ventriculares. Destaca la
arteria marginal izquierda que, a su vez, emite también ramas ventriculares.
Existen anastomosis entre las dos grandes arterias coronarias, pero quiza

demasiado distales para que el déficit de una sea suplido por la otra.
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Figura 31: Ilustracién de la vascularizacion del corazon, desde una vista anterior. Imagen tomada de

(Guindo SOldevilla 2004)

Drenaje venoso

La circulaciéon venosa coronaria consta de tres sistemas: las venas minimas de
Tebesio, las venas anteriores del ventriculo derecho y las venas tributarias del
seno coronario. Las venas de Tebesio y las venas anteriores desembocan
directamente en las cavidades cardiacas del lado derecho y las venas del seno

coronario constituyen el colector venoso principal.

El seno coronario es una estructura venosa situada en la region posterior del surco
auriculoventricular izquierdo que drena en la auricula derecha, por encima de la
valvula tricispide. Recoge la sangre venosa de gran parte del corazén y en él
desembocan:

* Lavena coronaria mayor.
La sangre venosa de la auricula y ventriculo izquierdo convergen en la vena

interventricular anterior de forma paralela a la arteria coronaria descendente
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anterior para convertirse a nivel del surco auriculoventricular en una gran vena
cardiaca que desemboca en el seno coronario. Antes de conformar el origen del
seno coronario, recibe la vena marginal izquierda.

* Vena coronaria menor.
Procede del ventriculo derecho (vena marginal derecha) y sigue el surco
atrioventricular hasta el seno coronario.

* Vena interventricular posterior.

* Vena posterior del ventriculo izquierdo.
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Figura 32: Drenaje venoso cardiaco. Imagen tomada de (Guindo SOldevilla 2004)

Drenaje linfatico

Los linfaticos del corazén drenan en los conductos linfaticos derecho e izquierdo
que fluyen en sentido inverso a alas arterias coronarias respectivas y, paralelos a la

aorta ascendente confluyen antes de drenar en un ganglio linfatico pretraqueal
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situado por debajo del cayado adrtico, que se vacia finalmente en el conducto

linfatico derecho.

H. INERVACION DEL CORAZON

La actividad cardiaca estd regulada por diversos factores, entre los cuales, el
sistema nervioso auténomo ha sido considerado clasicamente el factor mas
importante. Asf la actuacion de la inervacién simpatica y parasimpatica en el tejido
cardiaco serfa la principal responsable del control de cuatro variables
cardiovasculares basicas: la frecuencia cardiaca, la presién sanguinea, el volumen
sistolico y la resistencia vascular periférica (Loewi 1921, Levy, Pappano et al.

2007),

A) INERVACION PARASIMPATICA CARDIACA.

Origen central

La inervacién cardiaca parasimpatica proviene del nervio vago y contiene
tanto fibras aferentes como eferentes.

Fibras nerviosas eferentes

El sistema nervioso parasimpatico (SNPs) eferente esta compuesto por dos
grupos neuronales: el primero llamado preganglionar y el segundo llamado
postganglionar. La neuronas preganglionares se originan en el nicleo ambiguo
(NA) y el nucleo dorsal del vago (NDV) situados en el tronco cerebral. Las neuronas
postganglionares nacen en los ganglios intracardiacos.

El nervio vago nace a nivel del surco lateral posterior del bulbo y abandona
el craneo junto con los pares craneales IX y XI por el agujero rasgado posterior. A
este nivel el nervio se engruesa para formar el ganglio yugular o superior. Junto a
la base del craneo presenta un segundo engrosamiento que es el ganglio inferior o
plexiforme. Ambos ganglios, yugular y plexiforme, son también sensitivos y
contienen las fibras sensitivas aferentes del vago. El nervio continda descendiendo
por el paquete vasculo nervioso del cuello. En el lado derecho, cuando penetra en
el térax forma el plexo esofagico donde se une con el nervio del lado izquierdo para
formar los troncos vagales anterior y posterior. Los diversos nervios procedentes

del vago, después de llegar al plexo cardiaco inervaran las distintas estructuras

Ana Méndez Santos

67



Inmunolocalizacién de la sustancia P y del receptor NK1 en el corazén humano desde la vida fetal a la adulta

cardiacas, fundamentalmente la zona auricular y nodo sinoauricular. (Ardell and

Randall 1986), (Kawashima 2005).

Cuerpo Carotideo

Nucleo del Tracto
Selitario Y

Columna Intermedio

Lateral(l'l-TS)N »

Cadena Simpadc‘a /

Fibra Simpatica
Postzanglionar —

Figura 33: Ilustracién de la regulacion autonémica cardiovascular. Incluye el corazén con el sistema
nervioso intrinseco, sistema intratordcico con agrupaciones ganglionates, células preganglionares

espinales y el tallo cerebral. Imagen tomada de (Iversen 2001)

Fibras nerviosas aferentes

Las fibras aferentes se proyectan desde el corazén al nucleo del tracto
solitario (NTS) localizado en la porcién superior del bulbo raquideo, el cual recibe
informacion no sélo del sistema cardiovascular sino también de otras estructuras
de la cabeza, cuello y distintos 6rganos. Ademas esta regulado por una enorme
cantidad de neurotransmisores y neuromoduladores. Desde el NTS las células
enviaran sus proyecciones al NA y NDV, permitiendo asi el control de muchas
funciones. Un ejemplo de esto seria el llamado reflejo barorreceptor que controla

la presion arterial. Las fibras aferentes del NTS que reciben informacién desde los
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barorreceptores, estimulan al nucleo ambiguo, origen de la inervacion
parasimpatica cardiaca. Asi, un aumento de TA produce un aumento del tono
parasimpatico y una disminucion refleja de la resistencia vascular, debido a una
disminucién del tono simpatico vascular y por tanto una disminucién de la tensién
arterial y bradicardia refleja. (Ohta and Talman 1994), (Tsuboi, Furukawa et al.
2000). El principal neurotransmisor en el NTS es el L- Glutamato (Talman, Perrone

et al. 1980), (Baptista, Zheng et al. 2005).

B) INERVACION SIMPATICA CARDIACA

Origen central v fibras nerviosas eferentes

Las neuronas preganglionares simpaticas cardiacas se encuentran en el
nucleo intermedio lateral del asta lateral de la médula espinal, a nivel de los cinco
primeros segmentos toracicos. Sus axones salen de la médula espinal por las raices
anteriores de sus respectivos nervios hasta llegar a la cadena de ganglios
simpaticos paravertebrales desde donde se dirigen a los ganglios cervicales
superior, medio e inferior. Desde aqui se originan las fibras postganglionares que
se dirigen al corazon.

Fibras nerviosas aferentes

Las vias aferentes simpaticas son las responsanles de conducir los estimulos
dolorosos. Ascienden hasta los ganglios simpaticos cervicales y toracicos
penetrando en la médula por sus raices dorsales. Posteriormente hacen sinapsis en
el asa dorsal de los primeros segmentos toracicos y ascienden hasta el NTS, talamo

y corteza cerebral (Bengel 2011).

Q) PLEXO CARDIACO

Anatémicamente, se han descrito dos plexos cardiacos fundamentales, el ventral o
superficial y el dorsal o profundo. Estos plexos estan formados por fibras del

sistema auténomo simpatico y parasimpatico (Williams and Gray 1989).

Plexo cardiaco superficial o ventral: Constituido por el nervio cardiaco superior del

simpatico cervical izquierdo y por el nervio cardiaco superior parasimpatico.
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Situado por debajo del arco adrtico y ventral a la arteria pulmonar derecha,
presenta mas densidad de fibras simpaticas (Kawano, Okada et al. 2003).

Plexo cardiaco profundo o dorsal: Formado por las fibras cardiacos del simpatico

cervical y superior toracico y por las fibras cardiaca media e inferior del vago. Es
mas extenso que el superficial y se localiza por encima de la bifurcaciéon pulmonar
y posterior al arco adrtico. Presenta mayor densidad de fibras parasimpaticas.

Ademas de estos dos grandes plexos se describen los plexos coronarios que
acompafan a la arteria coronaria derecha e izquierda y los plexos auriculares que

se consideran prolongaciones de los plexos principales.

Figura 34: llustrcion del plexo cardiaco. Imagen tomada de (Rysevaite, Saburkina et al. 2011)

Tal y como refleja la figura 34, se podria generalizar que las fibras parasimpaticas
se distribuyen principalmente por las regiones nodales, las auriculas y el tabique
interauricular, mientras que las fibras simpaticas inervan fundamentalmente

ventriculos y vasos sanguineos (Rysevaite, Saburkina et al. 2011).
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D) REGULACION AUTONOMICA DEL CORAZON Y SISTEMA NERVIOSO
INTRINSECO CARDIACO

D-1: Regulacién autonémica del corazén

La regulacion autondémica del corazén se produce gracias a las interacciones
existentes entre el sistema simpatico y parasimpatico, estableciéndose, a través de
sus neurotransmisores, el control de las funciones globales del aparato
circulatorio. Estas funciones serian: la presiéon sanguinea, la redistribucién del flujo
sanguineo, la frecuencia cardiaca y la fuerza de contracciéon del corazon. Pero
ademas, en las ultimas décadas numerosos estudios demuestran que existe una
complejidad superior del proceso de regulaciéon vegetativa cardiaca habiéndose
descrito un Sistema Nervioso Intrinseco Cardiaco, que podria funcionar incluso de
forma independiente. Este tema sera desarrollado en el préoximo apartado. A
continuacidn, se desarrolla un resumen de las interacciones sindpticas a nivel
cardiaco segun la “vision clasica” del papel del Sistema Nervioso Auténomo en la
regulacidn cardiovascular (Kandel, Schwartz et al. 2000) (Hall and Guyton 2011).
La acciéon del sistema parasimpatico se ejerce a través del neurotransmisor
acetilcolina (Ach) que actda sobre los receptores muscarinicos. Esta interaccién
provoca una disminucion de la conductancia de los canales de calcio y un aumento
en los de potasio lo que lleva a una hiperpolarizacién de la membrana, que en las
células del tejido nodal provoca una disminucién de la frecuencia de generacion de
potencial de accion nodal y por tanto, una disminucién de la frecuencia cardiaca.
Por tanto, el SNPs ejerce un control cronotropo negativo sobre el corazéon (Kandel,
Schwartz et al. 2000).

El sistema simpatico, por su parte actda a través de la noradrenalina que al
interaccionar sobre los receptores beta adrenérgicos del corazén, provoca una
disminucién de la conductancia de los canales de potasio y un aumento en los de
sodio y calcio. Esto se produce gracias al aumento de la concentracién intracelular
de AMPc y provoca una mayor despolarizaciéon de las membranas celulares del
tejido nodal aumentado, por consiguiente, la frecuencia cardiaca. El sistema

nervioso simpatico ejerce asi un control cronotrépico positivo.
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Dada la proximidad anatémica que existe entre las divisiones simpadticas y
parasimpaticas, los neurotransmisores liberados de una division del SNA influyen
en la liberacién o actuacién de los neurotransmisores de las terminaciones
nerviosas de la otra divisién (Marron, Wharton et al. 1995), (Florea and Cohn
2014). Al igual que en el resto del Sistema Nervioso, se producen interacciones de
tipo homotroépico, heterotrépico y presinapticas. Un dato caracteristico de estas
interacciones es que los efectos vagales tienden a predominar sobre los efectos
simpaticos cuando ambos se estimulan a la vez, sobre todo en lo referente a la
frecuencia cardiaca (Yang and Levy 1992). Asi, en condiciones de reposo, domina
el tono vagal lo que permite a un individuo sano en reposo tener una frecuencia
cardiaca de sesenta latidos por minuto, garantizando asi una elevada capacidad de
respuesta del corazén (Yang and Levy 1993). Por su parte, la actividad simpatica
tiene una accién mas duradera y cuando su estimulo precede al vagal la
predominancia vagal disminuye. Esto es debido a que los efectos de la acetilcolina
son menos duraderos, ya que su inactivacion por medio de la enzima
acetilcolinesterasa es mas rapida que la inactivacion de la noradrenalina. Pero las
interacciones entre el sistema nervioso simpatico y parasimpatico no dependen
exclusivamente de las distintas duraciones de accién de los neurotransmisores
clasicos. Ademas la liberaciéon de un neurotransmisor estimula la produccién de
otras sustancias (neurotransmisor, neuromodulador, cotransmisor...) que influira

en la liberacidon o inactivacion de otro neurotransmisor

D-2: Sistema autondémico intrinseco cardiaco.

En los ultimos afios se han desarrollado numerosos estudios que hablan de una
complejidad superior del proceso de regulaciéon vegetativa cardiaca. Existen
cientos de ganglios intracardiacos que no sélo son simples estaciones de relevo de
las fibras simpaticas y parasimpaticas sino que, junto con las miles de neuronas
intracardiacas y con la participacion de numerosos neurotransmisores y
neuromoduladores constituyen el ya denominado Sistema Nervioso Cardiaco
Intrinseco (Abboud 1996), (Armour, Murphy et al. 1997).

Asi el tejido nervioso intrinseco cardiaco constituye una estructura de control que

cuenta con los tres sectores anatomicos y funcionales esenciales para
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funcionamiento del sistema nervioso: aferente, intercalado o de asociacién y
eferente (Armour and Ardell 2004), (Armour 2008).

En el Sistema Nervioso Intrinseco Cardiaco (SNIC) se han identificado neuronas en
ganglios cardiacos que emiten axones solamente a otras neuronas dentro del
mismo ganglio, otras que proyectan axones a neuronas de otros ganglios
intratoracicos y otras a neuronas centrales. Ademas muchos circuitos de neuronas

intratoracicas reciben entradas desde fuentes extratoracicas.
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Figura 35: Modelo propuesto por Amour que incluye el sistema nervioso central (CNS) y el sistema

intrinseco cardiaco, enfatizando en el componente intratordcico. Imagen tomada de (Armour 2008)

El estudio y descripciéon de estos ganglios intrinsecos ha sido el objeto de
numerosas publicaciones en las dltimas décadas (Huang, Friend et al. 1996),
(Rysevaite, Saburkina et al. 2011).
Ademas se han identificado un conjunto de péptidos que actlian como
neurotransmisores o neuromoduladores en el corazéon (Corr 1992), (Crick,
Wharton et al. 1994):

* El péptido intestinal vasoactivo (Weihe, Reinecke et al. 1984)

* El neuropéptido Y (Warner and Levy 1989), (Lundberg, Franco-Cereceda et

al. 1990)
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* La adenosina
* La sustancia P (Dalsgaard, Franco-Cereceda et al. 1986), (Zhu and Dey
1992)

* La calcitonina (Lundberg, Franco-Cereceda et al. 1985)
Se han observado receptores especificos en las neuronas del SNIC de tipo
neurokinina 1 (RNK1), neurokinina 2 (RNK2) y neurokinina 3 (RNK3) para las
taquicininas. También receptores purinérgicos P1 y P2 sensibles a ATP y
receptores para la adenosina Al. También se han descrito otros
neurotransmisores en el SNIC, tales como el 6xido nitrico (Yaoita, Sato et al. 1994),
(Sosunov, Hassall et al. 1996), (Steele and Choate 1994), la butirilcolina, la tirosina,
la histamina y las endotelinas. Existen asi, receptores H1 para la histamina y
receptores ETa y ETb sensibles a las endotelinas (Izrailtyan and Kresh 1997),
(Horackova, Huang et al. 1994, Horackova, Armour et al. 1995).
Por otra parte, se ha descubierto la presencia de neuronas intrinsecas con
actividad adrenérgica en el SNIC, capaces de mantener la funciéon cronotrépica e
inotrépica cardiaca en casos de denervacién extrinseca simpdatica (Wharton, Polak
et al. 1990). Estas neuronas se encuentran ya presentes en fetos humanos cuando
aun no se ha desarrollado la inervacién simpatica cardiaca y parecen tener un
papel fundamental en el desarrollo del corazdn, ya que, si no estan presentes, los
fetos morirdn por insuficiencia cardiaca (Huang, Bahl et al. 2005). Se han descrito
dos sub-poblaciones de este tipo de neuronas en el SNIC de mamiferos: unas con
actividad noradrenérgica, de mayor tamafio, y otras de menor tamafio con
actividad serotonérgica y dopaminérgica (Slavikova, Kuncova et al. 2003).
Todo este complejo sistema nervioso intracardiaco junto con neuronas auténomas
extracardiacas, inervan el corazén y modulan toda la actividad cardiaca tanto en

condiciones fisioldgicas como patoldgicas.
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3. SISTEMA NERVIOSO Y COMUNICACION
NEURONAL

Una de las caracteristicas mas importantes del sistema nervioso central
(SNC) es su capacidad ilimitada para la comunicacién interneuronal pudiendo
integrar una enorme complejidad de procesos lo que permite la manifestacion de
las distintas formas de conducta: pensamiento, lenguaje, movimientos, emociones
y sensaciones. Asi, se podria resumir que la comunicacidn, recepcion, integracion y
expresion de la informacion son las bases fundamentales de la funcién del sistema

nervioso.

3.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

Ramon y Cajal descubrié hace mas de un siglo que el cerebro no era una red
continua, sino que cada neurona era un elemento celular individual. Asi defini6é que
las células nerviosas, posteriormente denominadas neuronas, eran las unidades
anatomicas, fisioldgicas, genéticas y metabdlicas del sistema nervioso, lo cual
supuso una revolucion en el conocimiento de este complejo sistema (Cajal 1892).
En su primer trabajo donde describe este acontecimiento histérico (Cajal 1888),
Cajal realiza la tincién del ax6n de las células estrelladas pequefias de la capa
molecular del cerebelo de las aves, cuyas colaterales acaban envolviendo el soma
de la células de Purkinje, a modo de cestas o nidos (Figura 36). En esta publicacién
histérica de 1888 Cajal escribid: “cada célula nerviosa es un cantdn fisiolégico

absolutamente auténomo”.
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Figura 36: Dibujos originales del primer trabajo de Ramén y Cajal en el que plantea la independencia
neuronal. A la izquierda: “Corte transversal de una ldmina cerebelosa. A y B, células estrelladas de la
capa molecular (células en cesta), cuyo axén (a) genera nidos terminales en torno de las células de
Purkinje (C); b, axon de estos ultimos corpusculos”. A la derecha: “Corte longitudinal de una
circunvolucién cerebelosa. A, capa molecular; B, capa de las células de Purkinje; C, capa de los granos;
D, sustancia blanca; a, rosdceas de las fibras musgosas; b, soma de las células de Purkinje; c, fibrillas

paraleleas. Imagen tomada de (Cajal 1923)

Posteriormente Sherrington proporcion6 mas detalles describiendo el
concepto de sinapsis (Sherrington 1906). Demostré que las neuronas se
comunicaban con otras neuronas por contacto en las zonas sinapticas y describié
la existencia de mediadores que permitian esa transmisiéon. Desde entonces, la
mayor parte de los esfuerzos de los investigadores se han centrado en comprender
las bases moleculares en las que se basan la transmisién de la informacién a través

de esas uniones interneuronales.

En la actualidad se sabe que el SNC contiene miles de millones de neuronas
que ofrecen una inmensa cantidad de posibilidades de formaciéon de complejas
redes de comunicacién. El avance en técnicas electrofisiolégicas, de imagen y de
biologia molecular ha permitido profundizar en la compresiéon de la quimica, la

fisiologia y la morfologia del sistema nervioso.
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3.2ELEMENTOS DE LA COMUNICACION INTERNEURONAL

La comunicacion interneuronal se produce gracias a la transmisiéon
sindptica que puede ser de dos formas: sinapsis eléctrica o sinapsis quimica. La
sinapsis eléctrica se caracteriza por la presencia de unos canales que conducen
electricidad de una célula a la siguiente de forma directa, a través de uniones en
hendidura. A través de estas uniones intercelulares comunicantes los iones pasan
libremente mediando en la transferencia rapida de sefiales que se propagan por
grandes grupos neuronales (Figura 37). Las sinapsis eléctricas son las menos
frecuentes en mamiferos. En la especie humana, la comunicacién se ejecuta
mayoritariamente mediante la transmisiéon quimica. En un terminal axo6nico
aparecen una serie de ramas con unas pequeflas regiones dilatadas llamadas
terminales o botones sinapticos. El botén sinaptico se apone a una estructura
postsinaptica adyacente, dendritas o somas, dejando un espacio de 200 a 300
angstroms, denominado hendidura sinaptica. Los botones sinapticos contienen
organulos diversos, entre ellos numerosas mitocondrias, y muestran una
conglomeracion de vesiculas sinapticas esferoidales, que contienen un
neurotransmisor quimico. Un impulso eléctrico en el axén presinaptico induce la
secrecion del neurotransmisor que difunde a través de la hendidura sinaptica, se
une a receptores de la neurona postsinaptica y modifica la permeabilidad de la
membrana para ciertos iones, provocando una respuesta excitadora (secundaria a
despolarizacién celular) o inhibidora (secundaria a hiperpolarizacién celular). La
transmision de las sefiales en la sinapsis quimica es unidireccional desde el

terminal presinaptico hasta el soma o la dendrita postsinaptica. (Figura 38).

Ana Méndez Santos

77



Inmunolocalizacién de la sustancia P y del receptor NK1 en el corazén humano desde la vida fetal a la adulta

Mitocondria |-, _+~*FMembrana neurona

k, presindptica
.+ Membrana neurona
Canales postsinaptica
de uniones gap

Figura 37: Representacién esquemdtica de una sinapsis eléctrica. Imagen tomada de (Barrett 2012)
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Postsynaptic neuron

o Postsynaptic ——3 0Nefve impulse
potential

Figura 38: Representacion esquemdtica de una sinapsis quimica. Imagen tomada de (Tortora and

Derrickson 2014)
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A continuacién se describiran los distintos elementos y conceptos que
intervienen en esta comunicaciéon, no sin antes resaltar la dificultad, cada vez
mayor, en delimitar con exactitud lo que se entiende por un neurotransmisor
propiamente dicho, un neuromodulador o un neurorregulador. Aunque se hara
referencia a los diversos modelos y a las aportaciones de los cientificos mas
relevantes hasta el momento actual, mas que marcar diferencias, que en ocasiones

son arbitrarias, se resumiran incidiendo en las coincidencias.

3.2.1 Neurotransmisor, neuromodulador y neurohormona

El concepto de neurotransmisor comenzd con Otto Loewi a principios del
siglo XX al demostrar la liberacion de acetilcolina (ACh) de los terminales
nerviosos del nervio vago en el corazén. Este descubrimiento se produjo en el afio
1921 a través de un experimento cuyo disefio se fragud en un suefio y gracias al

cual recibiria, posteriormente un Premio Nobel (Loewi 1921).

7 St
YA R 7 e

Figura 39: Dispositivo experimental utilizado por Otto Loewi para demostrar la existencia de un

neurotransmisor, en este caso la acetilcolina, que reduce la contraccion cardiaca. Imagen modificada

de (Loewi 1953)
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El mismo relaté el suceso afios mas tarde:

“En la noche de Sdbado de Pascua de 1921 me desperté encendi la luz y garabateé
unas breves lineas, el esbozo de un experimento, en un trozo de papel. Después me
volvi a dormir. A las seis de la mafiana recordé haber escrito algo muy importante me
levanté pero fui incapaz de descifrar los garabatos. El domingo fue el dia mds
desesperado de toda mi vida cientifica. Sin embargo, durante la noche siguiente me
desperté otra vez a las tres en punto y recordé de qué se trataba. Esta vez quise evitar
cualquier riesgo y me levanté inmediatamente, fui al laboratorio hice el experimento
con el corazoén de una rana que ya habia descrito antes y a las cinco en punto la
transmisién quimica del impulso nervioso estaba probada de forma concluyente.

(Loewi 1953)

El experimento consistié en perfundir el corazén de una rana manteniendo
una parte del nervio vago unida al mismo. Tras estimulacién eléctrica del nervio, el
corazon latié con mas lentitud. Recogid el liquido de perfusion y lo aplico al
corazén de otra rana observando que también latia mas lentamente. Con ello
demostraba que el nervio vago liberaba unas sustancias en el nivel de la sinapsis
parasimpadtica del primer corazén, que provocaban una respuesta idéntica en la
musculatura del segundo corazén. Llamoé a esta sustancia Vagusstoff o “sustancia

vagal”. Mas tarde se comprobd que se trataba de la acetilcolina.

También Henry Dale demostré que la ACh actuaba en los terminales
nerviosos motores voluntarios para iniciar la contraccién muscular. La ACh se
convirtio asi en la primera sustancia neurotransmisora identificada. A ella le siguid
la noradrenalina y a ésta la dopamina, adrenalina, histamina, 5-hidroxitriptamina,

glicina, glutamato, y aspartato.

En términos generales se define NEUROTRANSMISOR (NT) como la
sustancia liberada en la hendidura sindptica por una neurona que actda de forma
especifica sobre otra célula (neurona u érgano efector) por union a los receptores

pre o postsinapticos situados préximos al punto de liberaciéon (Schwartz 1985).
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Los requisitos para que una sustancia sea considerada como NT, segin

Gainer y Brownstein son (Siegel 1981):

1. Anatémicos: Presencia de la sustancia en cantidades apropiadas en los

terminales presinapticos.

2. Bioquimicos: Existencia de enzimas que sintetizan la sustancia en la

neurona presinaptica y en los terminales.

3. Fisioldgicos: La estimulacién nerviosa fisiolégica debe provocar la

liberacion de la sustancia en la terminacioén presinaptica.

4. Farmacologicas: Las drogas que afecten a los distintos pasos enzimaticos
tienen sus efectos esperados sobre la sintesis, almacenamiento,

liberacion, accion, inactivacion y recaptacién de la sustancia.

Otros autores como Bradford formulan estos criterios asi (Bradford 1988):

1. Lasustancia debe estar presente en las neuronas a partir de las cuales es

liberada.
2. Enlas neuronas deben existir enzimas capaces de sintetizar la sustancia.

3. Existencia de precursores y otros compuestos que formen parte de la

ruta de biosintesis.

4. La liberaciéon dependiente del calcio de la sustancia a los liquidos
extracelulares, ha de tener lugar durante la descarga del potencial de
accion por la neurona o durante la despolarizacion local desde sus

terminales axonales.

5. El tejido préximo a la neurona en cuestién posee mecanismos para la

inactivacién de la sustancia, una vez que ésta ha sido liberada.

6. La sustancia imita exactamente la acciéon postsinaptica del NT liberado
en la hendidura sindptica cuando se pone en contacto con la sinapsis. La
aplicacion del posible NT a las neuronas postsinapticas debe duplicar el

efecto de los acontecimientos observados en estado natural: por
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ejemplo, un NT debe cambiar la permeabilidad de la membrana

postsindptica frente a determinados tipos de iones.

7. Los agentes farmacoldgicos, tales como los antagonistas, que interactiian
con el NT liberado, interactian también, y de forma idéntica, con la

sustancia anadida.

8. En la regién tisular que contiene la sinapsis han de demostrarse

receptores especificos para la sustancia neurotransmisora.

Segin Orrego, para considerar que una sustancia sea considerada como

verdadero neurotransmisor debia cumplir los siguientes criterios (Orrego 1979):

Criterios primarios:
1. Localizacion de la sustancia en vesiculas dentro de las neuronas.
2. Liberacién durante la estimulacion eléctrica.

3. Accién semejante a la obtenida tras estimulacién de la via nerviosa en

cuestion cuando la sustancia se aplica localmente.

Criterios secundarios:
1. Antagonismo farmacolégico.
2. Existencia de un sistema de biosintesis.

3. Distribucién diferencial.

Existen una serie de sustancias, de bajo peso molecular consideradas por la

mayoria de los autores como neurotransmisores y que se exponen en la tabla 1.
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NEUROTRANSMISORES CLASICOS, DE MOLECULA

PEQUENA O DE ACCION RAPIDA

CLASE 1 Acetilcolina

Noradrenalina

Adrenalina

CLASE II: AMINAS Dopamina

Serotonina

Histamina

Acido-aminobutirico (GABA)

CLASE III: Glicina

AMINOACIDOS Glutamato
Aspartato

CLASE IV Oxido Nitrico (NO)

Tabla 1: Neurotransmisores cldsicos o de accién rdpida.

Tabla modificada de (Hall and Guyton 2011)

Ademas de los neurotransmisores, pronto se definieron una serie de
sustancias funcionalmente distintas denominadas NEUROMODULADORES que se
liberan a partir de una sinapsis o varicosidad nerviosa actuando a nivel
postsinaptico local o a distancia, modificando la acciéon del neurotransmisor. No
llevan a cabo una accién postsinaptica directa sino que regulan la accién del
neurotransmisor ampliando o atenuando su efecto (Burnstock 1985), (Ciarleglio,
Beinfeld et al. 1993). Un ejemplo de neuromodulacion lo constituye el sistema de
benzodiacepinas, al interaccionar con los receptores GABA postsinapticos. Al
liberarse juntos, GABA y benzodiacepinas, éstas actian en algin punto del receptor
postsinaptico donde actiia GABA y son capaces de aumentar el paso del ion cloro
iniciado por GABA ejerciendo un efecto de refuerzo sobre la acciéon de aquella

sustancia (Bradford 1988).

Por ultimo, existen otro tipo de sustancias llamadas NEUROHORMONAS

que, tras ser liberadas al torrente sanguineo desde su lugar de sintesis, son
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transportadas hasta las células sobre las que actian ejerciendo su accién sobre

determinados receptores (Burnstock 1985).

3.2-2 NEUROPEPTIDOS

En 1967 se utiliza por primera vez el término de “neurona peptidérgica”
para designar a las neuronas que sintetizaban los octapéptidos oxitocina y
vasopresina (Bargmann and von Gaudecker 1969). Vincent du Vigneaud,
bioquimico estadounidense galardonado con el Premio Nobel de Quimica en 1955,
fue quien, en 1953 descubrié que la oxitocina era un péptido corto que contenia 9
residuos de aminodcidos (Du Vigneaud 1969). A partir de esta década se
continuaron aislando una serie de sustancias que tenian la capacidad de
participar en la transmisién del impulso nervioso. Asf tras el descubrimiento del
origen neuronal de la secreciéon de vasopresina y oxitocina, y de las hormonas
hipofisarias, se abrié el camino para la aceptacién de que ciertas sustancias
peptidicas podrian comportarse como elementos de comunicacién neuronal

(Krieger 1986).

Hoy dia se sabe que los neuropéptidos (NP) son un grupo de
neurotransmisores ampliamente presentes en todo el reino animal. Son sustancias
neuroactivas muy potentes capaces de activar receptores a concentraciones mucho
mas bajas que los NT clasicos y tienen una estructura quimica diferente. Las
diferencias entre ambos se sintetizan en la tabla 2 (Reichelt and Edminson 1976),
(Hokfelt, Johansson et al. 1980). Su distribucién en el SNC, detectada tanto
mediante técnicas de radioinmunoanalisis e inmunocitoquimicas como mediante
el estudio de sus receptores especificos, demuestra una alta especificidad para
cada neuropéptido en su localizacion y en el patrén de arborizacién. Su
concentracion es muy pequeia (entre 103 y 105 veces menor que la de

monoaminas) pero la afinidad por sus receptores es muchisimo mayor.
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NT CLASICOS NEUROPEPTIDOS
CONCENTRACION ALTA EXTREMADAMENT
MEDIA E BAJA
UNION A RECEPTORES ALTA AFINIDAD BAJA AFINIDAD
POTENCIA BAJA MUY ALTA
ESPECIFICIDAD GRANDE GRANDE
VELOCIDAD DE
T MODERADA BAJA
. . PEQUENO PEQUENO-MEDIO
el BAIUI 5 (U G e (2-10 CARBONOS) | (2-100 CARBONOS)

Tabla 2: Caracteristicas y diferencias entre neurotransmisores y neuropéptidos.

Tabla modificada de (Reichelt and Edminson 1976).

El nimero de péptidos identificados en el SNC de mamiferos continta
creciendo en la actualidad y existen diferentes clasificaciones. En la tabla 3 se
exponen los principales. Existe un creciente el nimero de péptidos de los que se ha
conseguido sintetizar andlogos agonistas y antagonistas, algunos incluso de
naturaleza no peptidica, que estdn permitiendo profundizar en sus acciones

celulares y fisiologicas.
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HIPOTALAMICOS PEPTIDOS OPIOIDES
Homona liberadora de tirotropina (TRH) Metencefalina (Met-Enk)
Somatostatina (SS) Leu-encefalina (Leu-Enk)
Hommona liberadora de corticotropina Dinorfina
(CRH) B-endorfina
Hommona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH) TAQUICININAS
Homona liberadora de la hormona de Sustancia P
crecimiento (GHRH) Neurokinina A (Sustancia K)
Orexinas A y B (hipocretinas 1 y 2) Neurokinina B
Neuropéptido K
HIPOFISARIOS
Vasopresina OTROS
Oxitocina Angiotensina II
Homona adrenocorticotropa (ACTH) Bombesina
Homona estimuladora de melanocitos Bradicinina
Prolactina Péptido relacionado con el gen de la
Homona de crecimiento (GH) calcitonina (PRGC)
Homona estimulante del foliculo (FSH) Neurotensina
Homona luteinizante (LH) Neuropéptido FF
Homona estimulante del tiroides Péptido natriurético cerebral
Secretoneurina
PEPTIDOS GASTROINTESTINALES Y NUETOS
. : o Péptido regulador de la cocaina y
PANCREATICOS e :
Péptido intestinal vasoactivo (VIP) Endomorfina 1 v 2
Colecistocinina (CCK) Nociceptina Orfanina
Gastrina Nocistatin
Insulina Péptido liberador de prolactina
Glucagon Urocortina
Moq’hna Cortistatina
Amilina Apelina
Péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (PRGC)
Galanina
Secretina
Neuropéptido Y
Polipéptido pancreatico

Péptido tirosina-tirosina

Tabla 3. Clasificacion de los principales neuropéptidos de mamiferos (resaltado el grupo de
taquicininas, objeto de estudio de este trabajo) Tomado de (Garcia-Lopez, Martinez-Martos et al

2002)

Las propiedades bioquimicas y fisiolégicas de los neuropéptidos también

difieren de las de los neurotransmisores clasicos en varios aspectos:

- SINTESIS

A diferencia de las monoaminas, por ejemplo, que se sintetizan en las
terminaciones y varicosidades axonicas, los neuropéptidos siguen el patron
descrito para las hormonas proteicas y otras proteinas secretoras. Asi, el proceso

comienza con la sintesis de pre-propéptidos en los ribosomas del cuerpo neuronal,
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producto del gen especifico del neuropéptido. Este prepropéptido constituido por
una secuencia de 15-30 aminoacidos, sera escindido por una metaloendopeptidasa
en la membrana del reticulo endoplasmatico rugoso del soma formandose asi la
proproteina o propéptido. Esta es vehiculizada al aparato de Golgi donde se va
acumulando en granulos secretores o vesiculas densas que se liberan al citoplasma
para ser transportadas por el axén hacia el extremo de la neurona. A lo largo de
este proceso de transporte y almacenamiento granular, la proproteina sufre
modificaciones estructurales mediante enzimas especificas. Primero una de tipo
endopeptidasa y posteriormente otra de tipo carboxipeptidasa escinden los
propétidos a nivel de parejas de aminoacidos basicos que flanquean secuencias
péptidos que han de ser separadas para dar lugar a los neuropéptidos activos.
También existen lugares donde se realizan otras modificaciones como acetilacién
del residuo amino-terminal, glicosilacién y amidacion del residuo carboxiterminal
que dan como resultado la activacion o inactivacion de los precursores (Bradford
1988). No existe sintesis local a nivel de los terminales nerviososos (Hokfelt,

Johansson et al. 1980).

La actividad y la especificidad de las endopeptidasas y carboxipeptidasas
son factores importantes porque de ellas depende la velocidad, la cantidad y el tipo
de neuropéptidos. Asi algunas de estas enzimas son especificas de toda una familia
de neuropéptidos, mientras que otras son inespecificas. Por ejemplo, la
carboxipeptidasa E es especifica de la sintesis de encefalina, mientras la
carboxipeptidasa B procesa distintos tipos de neuropéptidos. Ademads, algunos
propéptidos pueden dan lugar a varios neuropéptidos activos y dependiendo de
qué enzima sea la que actiie sobre el propéptido, variara la cantidad o incluso la
naturaleza del mismo. Asi, el que exista un neuropéptido u otro en un tejido
determinado depende de la distribucién de los enzimas existentes en las células
nerviosas de dicha region. Por otra parte, dependiendo del niimero de aminoacidos
que acompafien al nucleo fundamental de un neuropéptido varia su afinidad por el
receptor y, por tanto, su actividad (Benjannet, Seidah et al. 1980), (Tremblay,
Tretjakoff et al. 1988), (Zakarian and Smyth 1979).

Con todo lo expuesto anteriormente se pone de manifiesto que, en la

comunicacién interneuronal mediante neuropéptidos, las enzimas responsables de
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su procesamiento juegan un papel fundamental. Aunque esta dotacién enzimatica
estd genéticamente controlada, su expresidon puede estar sometida a sistemas de
regulacion dependientes de sefiales aferentes, es decir, que en funcién de cudl sea
la sefial, puede cambiar el tipo de informacién codificada en el neuropéptido
particular que se libere. Ademas, si la neurona tiene capacidad para liberar varios
neuropéptidos, cabe pensar que pueda emitirlos de forma selectiva por distintas
terminaciones. Por todo ello parece que una neurona neuropeptidica dispone de
mecanismos de comunicacién mucho mas complejos que la neurona monoaminica,

que sélo podria realizar variaciones cuantitativas.
- ALMACENAMIENTO

La presencia y almacenamiento de los NT clasicos en las terminaciones

nerviosas se produce por:
1. Sintesis enzimatica en las mismas terminaciones.
2. Recaptacion desde el espacio extraneuronal (espacio sindptico).

3. Almacenamiento en vesiculas que son transportadas axonalmente

desde el cuerpo neuronal.

Sin embargo, los neuropéptidos no se sintetizan en las terminaciones
nerviosas y tampoco son recaptados desde la hendidura sinaptica. Como se ha
explicado anteriormente, los neuropéptidos se encuentran en las terminaciones
nerviosas en forma de vesiculas que son sintetizadas en el cuerpo neuronal y que

alcanzan la terminacion por transporte axonal (Hokfelt, Johansson et al. 1980).

En las terminales nerviosas, por tanto, existen al menos dos tipos de

vesiculas:

a) La vesicula sinaptica que contiene transmisores clasicos, de 500 A de

didmetro aproximado.

b) La vesicula grande, de alrededor 1000 A de didmetro que contiene un
ndicleo denso y es llamada vesicula “grande de ntcleo denso” o

“granular”.

Mediante estudios inmunohistoquimicos a nivel ultraestructural, se ha

demostrado que los neuropéptidos estan localizados en las vesiculas grandes de
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nucleo denso coexistiendo con transmisores clasicos. Asi, en 1981 Pelletier
demostro que la sustancia P estad presente en las vesiculas grandes de nucleo denso
de las terminaciones nerviosas del asta dorsal de la médula espinal (Pelletier,

Steinbusch et al. 1981).
- INACTIVACION

Los mecanismos para hacer desaparecer al neurotransmisor clasico del espacio
sinaptico son tres: difusion, degradacién enzimatica y recaptacion. Sin embargo, el
principal mecanismo propuesto para la inactivacion de neuropéptidos es la
degradacién enzimatica por peptidasas extraceluares (Kandel 2013). Por tanto, la
tasa de eliminacién de los neuropéptidos es mucho mas lenta, siendo su
metabolismo semejante al de las hormonas y su accién mucho mdas duradera que la

de los NT clasicos (Lynch and Snyder 1986).
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Figura 40: Representacién esquemdtica de la sintesis y liberacion de neuropéptidos y

neurotransmisores. Ver explicacion en el texto. Imagen tomada de (Hékfelt, Johansson et al. 1980)
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3.2-3 RECEPTORES

Todas las posibilidades de expresidon de una neurona quedarian anuladas si
no encuentra, en la neurona postsinaptica las moléculas receptoras adecuadas. El
descubrimiento de neurotransmisores y nuevos péptidos conlleva la bisqueda de
los receptores que los reconocen pues éstos adquieren una crucial importancia en
el estudio de la neurofarmaclogia. Asi, gran parte de los farmacos que se estan
desarrollando en la actualidad actian interaccionando con dichos receptores. Por
otra parte, pequefias modificaciones en la naturaleza de un transmisor (por
ejemplo, modificaciones en la longitud de un neuropéptido), implican grandes
cambios en la afinidad por un subtipo determinado, con lo que cambia el receptor
activado y, por consiguiente, la funcién ejecutada. Este es, por tanto, otro

mecanismo que posee la neurona para modular su actividad.

La combinacién de técnicas de genética molecular, de radioligandos y el uso
creciente de farmacos agonistas y antagonistas cada vez mas selectivos, ha
permitido identificar con claridad subtipos de receptores para noradrenalina (a1, o
2,B 1, B 2), acetilcolina (muscarinicos M1, M2, M3, My, Ms; nicotinicos neuronales y
neuromusculares), dopamina ( D1, D2, D3 D4, Ds), GABA (GABA A, GABA g), glutamato
(NMDA, kainato), pruriginérgicos o serotonina. La mayoria de ellos pertenecen a la
macrofamilia de receptores acoplados a proteinas G. De los receptores de
serotonina, el receptor 5-HT3 es el Unico que se encuentra asociado a un canal

idénico

A) Cerrado B) Ablerto

Y pag P |
N ] | ! (

~—-

Figura 41: Receptor ionotropico. A) Cerrado. B) Apertura del receptor tras la unién de un

neurotransmisor. A esta familia de receptores, que median respuestas celulares rdpidas, pertenecen
los receptores nicotinicos, GABA, glicina, glutamato, NMDA, AMPA y 5-HT3; Imagen tomada de
(Eguiagaray, Egea et al. 2004)
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Respecto a los neuropéptidos, practicamente todos los receptores descritos
hasta el momento son miembros de la superfamilia de receptores acoplados a

proteina G.

Receptor
Metabotrépico

00000 g

Proteina G

Figura 42: Esquema ilustrativo de un receptor metabotropico de siete dominios transmembrana

acoplado a proteina G. Imagen tomada de (Eguiagaray, Egea et al. 2004)

Estos receptores acoplados a proteina G (GPCRs) estan formados por una
cadena unica de 400 a 600 residuos de aminoacidos. Contienen un lugar de
reconocimiento para el ligando y un lugar de reconocimiento para una proteina G
particular. Estructuralmente presentan siete tramos transmembrana constituidos
por 22-28 residuos hidréfobos en forma de haces de hélices estrechamente
empaquetados, separados por segmentos hidréfilos. La unién del NP a su receptor
provoca la activacién de la proteina G, que es la encargada de iniciar la via efectora
de la respuesta intracelular, a través de distintas moléculas que actian como
segundos mensajeros. La proteina G acoplada es un heterotrimero constituido por
la subunidad a con actividad GTPasa y dos subunidades: § y Yy que forman un
dimero. Este dimero se desacopla de la subunidad a cuando se activa la proteina G.
Existen varias isoformas de estas subunidades que dan lugar a los distintos tipos

de proteinas G (Zhang, Devries et al. 2006).
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Figura 43: Diferentes combinaciones de proteina G segtin las isoformas de las subunidades alfa,

beta y gamma. (Imagen modificada de la original de (Zhang, Berger et al. 2006)

En estado de reposo el trimero esta asociado y la subunidad a estd unida al
guanidin difosfato (GDP). Cuando el receptor se une al ligando se producen
cambios en las asas intracelulares del receptor que disocian el trimero y activan la
proteina G. La subunidad a se separa del dimero -y y se une al GTP. Y junto con el
dimero -y por separado pueden actuar sobre una gran gama de efectores

diferentes como la adenilato ciclasa, las fosfodiesterasas, la fosfolipasa C o canales

ACTIVATION OF A TARGEY
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iénicos, que activan la cascada de sefalizacidn intracelular (Figura 44).

Figura 44. A. Activacion de la proteina G. Tras la unién del ligando al receptor, se produce un cambio
conformacional en la proteina G. La alteracion de la subunidad a, permite el intercambio de GDP por
GTP, lo que provoca la disociacién de la proteina G en dos componentes activos: la subunidad a y el
complejo -y, que pueden regular la actividad de proteinas diana en la membrana plasmdtica. B.
Inactivacion de la subunidad a por hidrdlisis del GTP a GDP, que se disocia de la proteina diana y se
une al complejo B-y, conformando de nuevo una proteina G inactiva. Imagen tomada de (Alberts

2014)

La unién del NP a su receptor provoca la activacién de la proteina G, que

inicia diferentes vias efectoras de la respuesta intracelular (Figura 45):

1. Activacion de la enzima adenilatociclasa, que convierte ATP en AMPc.
Este AMPc se combina con una proteincinasa dependiente de adenilatociclasa: la
proteinquinasa A (PKA), que consta de una subunidad reguladora y otra catalitica.
La interaccion del AMPc con la subunidad reguladora provoca la liberacién de la
unidad catalitica, que actiia sobre el ADN y produce efectos a largo plazo sobre el

metabolismo, crecimiento y diferenciacion celular (Figura 45-A)

2. Activaciéon de la fosfolipasa C-f (PLC- B) que produce hidroélisis del
fosfatidil inositol 4,5 bifosfato dando lugar a diacilglicerol (DAG) que activa la

proteinquinasa C (PKC) y el inositol trifosfato (IP3) que aumenta los niveles de
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calcio citosoélicos (Figura 45-B).

Figura 45: Vias efectoras de los receptores acoplados a proteinas G. A. Via de la adenilatociclasa y la

proteinquinasa A. B. Via del fosfatidil inositol bifosfato. (Imagen tomada de (Alberts 2014)

El descubrimiento e identificacién de los receptores de los NP pone de
manifiesto que éstos pueden actuar sobre sus propias dianas celulares lo que
implica que los neuropéptidos desempefien un papel fisiolégico propio. Esto ha

supuesto un gran avance en la neurociencia y la farmacologia actual.

3.2-4 SINAPSIS Y EFECTOS POSTSINAPTICOS. COEXISTENCIA DE PEPTIDOS CON
NEUROTRANSMISORES CLASICOS

En la sinapsis quimica se produce una despolarizacion del terminal
presinaptico seguida de una apertura de canales de Ca** voltaje dependientes que
permite la entrada de este catidn al interior de la neurona. La liberacién de los
neuropéptidos al igual que del resto de neurotransmisores es un proceso calcio
dependiente. Asi la entrada de Ca** promueve que las vesiculas que contienen los
NP viertan su contenido al espacio sindptico tras fusionarse con la membrana
plasmatica del terminal presinaptico. La diferencia con los NT clasicos es que los
NP necesitan concentraciones Ca** citoplasmatico mucho menores para ser
liberados y que, ademas pueden hacerlo en un lugar extrasinaptico (Verhage,

McMahon et al. 1991), (Thureson-Klein and Klein 1990).

Segun la hip6tesis enunciada por Henry Dale en 1935, cada neurona actia a
través de la liberacion de una unica sustancia neurotransmisora la cual define el
tipo de neurona (Dale 1935). Sin embargo, mediante métodos
inmunohistoquimicos se ha podido demostrar que los neuropéptidos, en muchas
ocasiones, se localizan en las mismas neuronas que los NT clasicos coexistiendo
con ellos y liberdndose de forma conjunta (Hokfelt, Johansson et al. 1980),
(Hokfelt, Millhorn et al. 1987), (Schwartz 1985). Asi, por ejemplo, se observoé la
coexistencia de 5-HT, SP y Hormona liberadora de tirotropina (TRH) en las mismas

vesiculas de algunas terminaciones nerviosas de la médula espinal de diversas
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especies (Johansson, Hokfelt et al. 1981). Esta nueva concepcion fue denominada

COEXISTENCIA y con ella se superaba el hasta entonces vigente Principio de Dale.

@ 5-HYDROXYTRYPTAMINE (5-HT)

@) Large vesicie  e- 1000 A
@ suesTance p isp)

© 5-HT + 5P

® Small vesicie @- 500 A

Figura 46: Ilustracion que muestra cuatro posibilidades de almacenamiento de una amina (5-HT) y un

péptido (SP) coexistiendo en un axén terminal (Imagen tomada de (Hokfelt, Johansson et al. 1980))

Del concepto de coexistencia deriva otro concepto mas funcional: el de
COTRANSMISION. Se entiende por cotransmisién al proceso por el cual un
neurotransmisor (peptidico o clasico) es regulado por otro neurotransmisor
peptidico. Asi, la interacciéon de un neurotransmisor no peptidico con su receptor
en presencia de un neuropéptido puede:

- Provocar acciones diferentes a las que se producirian tras la interaccion

del neurotransmisor con su receptor en ausencia del neuropéptido.

- Interferir, positiva o negativamente, siendo modulada su accion
(Hokfelt, Holets et al. 1986). Esta accién se ve favorecida por la lenta
degradacién y amplia difusién peptidica (Bjorklund, Hokfelt et al. 1992).

En las ultimas décadas se han publicado numerosos ejemplos de
cotransmision neuronal en diferentes localizaciones, tanto en el SNC como en el
SNP (Johansson, Hokfelt et al. 1981), (Eckenstein and Baughman 1984), (Hokfelt,
Millhorn et al. 1987), (Corr 1992).

Por tanto, el concepto de que cada neurona libera una dnica sustancia
neurotransmisora (Principio de Dale) ha sido superado. Hoy en dia se sabe que
cada neurona puede liberar diferentes moléculas mensajeras con diversas acciones

biolégicas. Ademas un NP puede actuar como NT en una sinapsis y también puede
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ser liberado extrasinapticamente para ejercer acciones moduladoras u hormonales
en otros lugares que sean receptores para él. Por todo esto, como ya expusimos al
inicio de este apartado, resulta muy dificil establecer con total exactitud la funcién

que desempefia un determinado NP (Kandel 2013), (Florez, Armijo et al. 2013)
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4 LA GRAN FAMILIA DE LAS TAQUICININAS

4.1 ANTECEDENTES HISTORICOS: DESCUBRIMIENTO DE LA SUSTANCIA P.

La sustancia P (SP) pertenece a la familia de las taquicininas y es un péptido
endégeno de once aminoacidos que esta presente tanto en especies mamiferas
como no mamiferas. Fue la primera taquicinina descubierta y es, a dia de hoy, la
mejor estudiada y caracterizada en cuanto a su distribucién, liberacién y acciones

fisiologicas en el organismo.

En 1931, Ulf Von Euler (Figura 47) y John Gaddum descubrieron, en el
cerebro e intestino de caballo, la existencia de un factor resistente a la atropina que
estimulaba el musculo liso y disminuia la presiéon sanguinea. A este compuesto lo
llamaron sustancia P (de powder, polvo en inglés) pues observaron que mantenia
su actividad cuando, tras evaporarse se convertia en polvo seco. Resulta
interesante destacar que por esa época numerosos autores discutian la hipotesis
de la neurotransmisién quimica. Sin embargo, Henry Dale, maestro de Euler,
acababa de publicar la funcién neurotransmisora de la acetilcolina y animé a su
discipulo a investigar su distribucién en el tracto digestivo. Euler y Gaddum
disefiaron un estudio utilizando un fragmento de intestino en un bafio organico y,
efectivamente, como resultado obtuvieron la estimulacién del fragmento. Lo que
llamé la atencién a los jovenes investigadores fue que al aplicar atropina, este
efecto no se revirtiera del todo. Fue asi, de esta forma como se pensé por primera
vez y se descubri6 la sustancia p (Von Euler 1931). Ademas de éste, Von Euler,
profesor de fisiologia del instituto Karolinska (Estocolmo), realizé6 otros
importantes descubrimientos como la noradrenalina o las prostaglandinas. Sin
embargo, no fue hasta 1949 cuando uno de sus discipulos, Beng Pernow obtuvo la
primera purificacion de la SP y amplié los datos acerca de su distribuciéon y
funciones biolégicas (Pernow 1953, Von Euler and Pernow 1956, Pernow 1963).
Paralelamente en 1953 en Australia, Fred Lembeck publicé sus estudios que
demostraban la funcién neurotransmisora sensitiva de la SP (Lembeck 1953).

Finalmente, a comienzos de la década de los 70 en Boston, Susan Leeman (Figura
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48) y su equipo consiguieron aislar y purificar completamente la SP a partir de
hipotalamo de cerebro bovino (Chang and Leeman 1970). Se decidié llamar a este
conjunto de péptidos taquicininas y determinaron, por fin, su estructura quimica,
identificAndola como un undecapéptido con un peso molecular de 1347,6 g/moles
(Chang, Leeman et al. 1971). Esos mismos autores fueron los primeros en
sintetizar el compuesto y poner en marcha un ensayo radioinmunolégico para la
SP (Tregear, Niall et al. 1971). De esta forma quedaban establecidas las bases que
permitirian realizar futuros estudios inmunohistoquimicos en diferentes tejidos

animales.

Figura 47: Ulf Von Euler (1905-1983). Médico, farmacélogo y profesor universitario sueco
galardonado con el Premio Nobel de Medicina en el aiio 1970. (Imagen tomada de The Nobel

Foundation

Figura 48: Susan E. Leeman (1930- ). Médico endocrindloga americana, considerada una de

las fundadoras de la neuroendocrinologia.

4.2 PEPTIDOS DE LA FAMILIA DE LAS TAQUICININAS Y ESTRUCTURA
GENETICA.

La familia de las taquicininas (TK) conforma la mayor familia peptidica
descrita en el reino animal. Estd compuesta por una serie de péptidos que
comparten secuencias comunes de aminoacidos en la posicion carboxilo terminal y
una secuencia amino terminal, variable, que es la que confiere especificidad a cada
subtipo (Tabla 3). La secuencia carboxilo terminal estd constituida por los
siguientes aminoacidos: Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2 siendo X un aminoacido

aromatico (Phe, Tyr) o un aminoacido alifatico (Val, Ile) (Otsuka and Yoshioka
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1993). Todas las TK son aminopéptidos, es decir, tienen un grupo amino en la
metionina carboxi terminal y, aunque el extremo amino sea el que confiera
especificidad, la secuencia carboxilo es la encargada de la interaccién y activaciéon
del receptor al que se una la TK. Este es el motivo por el que los péptidos llamados
tachykinin-like de los invertebrados, que tienen una arginina en el C-terminal no

pueden activar los receptores taquicinérgicos de mamiferos.

La primera taquicinina, la SP, fue identificada en 1931 (Von Euler 1931) y
caracterizada cuarenta afios después (Chang, Leeman et al. 1971). Los siguientes
miembros de la familia descritos fueron la neuroquinina A (NKA) y la neuroquinina
B (NKB), identificados en mamiferos en los afios 1983 y 1984 (Kimura, Okada et
al. 1983), (Kangawa, Minamino et al. 1983). Posteriormente, se han sumado el
neuropéptido K (NPK) (Tatemoto, Lundberg et al. 1985) y el neuropéptido gamma
(NPy) (Kage, McGregor et al. 1988) que son realmente formas extendidas del NKA.
Recientemente en el afio 2000 se ha identificado una nueva TK, la hemokinina-1
(HK-1) (Zhang, Lu et al. 2000), relacionada con el sistema hematopoyético,
secretada por células dendriditicas e involucrada en la maduracién de linfocitos B
(Nelson, Marriott et al. 2004), (Patacchini, Lecci et al. 2004). Este descubrimiento
ha dado paso a la descripciéon de un nuevo grupo de TK, las endokininas (EKs) con
una estructura variable entre diferentes especies animales. Las endokininas A
(EKA) y las endokininas B (EKB) son formas elongadas de la HK-1 y las
endokininas C (EKC) y las endokininas D (EKD) son realmente péptidos tachykinin-
like (Phe-X-Gly-Leu-LeuNH2) por lo que éstos ultimos no presentan afinidad por

ninguno de los tres receptores taquicinérgicos.

TAQUICININAS N¢aa Gen Secuencia de aminoacidos?

Sustancia P 11 TAC1 Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-Gln- -Phe- -Met-NH2
Neurokinina A 9 TAC1 His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val- -Met-NH2
Neurokinina B 10 TAC 3 Asp-Met-His-Asp-Phe- -Val- -Met-NH2
Hemokinina 1 11 TAC 4 Thr-Gly-Lys-Ala-Ser-GIn-Phe-Phe- -Met-NH2

Tabla 3: Secuencia de aminodcidos de las fundamentales taquicininas humanas. Los tres residuos

comunes a todas las taquicininas se muestras en negrita y azul.
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Las TK de mamiferos estan codificados por tres genes diferentes denominados
preprotaquicininas (TAC) de acuerdo con la Human Genome Organization (HUGO)
Gene Nomenclature Committee (www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature). Esta
nomenclatura sustituye a los términos usados anteriormente: preprotaquinina- A o
PPT-A, preprotaquinina- B o PPT-B y preprotaquinina- C o PPT-C (Patacchini, Lecci
etal. 2004).

El gen TAC 1 (Figura 49-A), clonado a partir de cerebro bovino (Nawa, Hirose
et al. 1983), esta constituido por siete exones. El exén 3 codifica la SP, el exén 6 la
NKA. La secuencia que codifica la NPK esta contenida en los exones 3,4, 5y 6 y por
ultimo la NPy la contienen los exones 3, 5 y 6. Mediante splicing de ARN se
obtienen 4 ARN mensajeros (ARNm) distintos: a-TAC1, 3-TAC1, y-TAC1 y 6-TAC1.
Mientras que la SP esta presente en todos los transcritos, la NKA solo esta presente
en 3-TAC1, y-TAC1 (Holmgren and Jensen 2001). La existencia de este splicing
permite que la SP pueda expresarse a nivel regional de forma aislada mientras

que la NKA siempre requiera estar acompafiada de la expresion de SP.

Se ha comprobado la expresion de TAC1 en todos los tejidos humanos
estudiados. Cerebro, corazoén, bazo, colon, glandula mamaria, dtero o placenta han
sido algunos de los primeros ejemplos (Marzioni, Fiore et al. 2005), (Pinto,
Almeida et al. 2004), (Cafiete, Dorta et al. 2013) (Candenas, Lecci et al. 2005) y

existen cada vez mas estudios que asi lo demuestran.

El gen TAC 3 codifica la NKB (Kotani, Hoshimaru et al. 1986). Este gen esta
compuesto por siete exones, de los cuales el exdn 5 codifica la NKB. (Figura 49-B)
En humanos existen a su vez, dos isoformas precursoras: la aTAC 3 y la BTAC3
(Page, Morrish et al. 2009). Este gen se expresa principalmente en los tejidos
periféricos (Page 2010). En los ultimos afios numerosos articulos demuestran la
especial implicacién del gen TAC 3 con el sistema neuroendocrino (Topaloglu

2010), (Topaloglu, Tello et al. 2012) (Hu, He et al. 2014).
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A Gen TAC1

Péptidos
>SP; NKA; NPK

- SP; NKA;

> SP

- SP

Figura 49: Organizacion de los exones de TAC1 y TAC3 humano mostrando las posiciones de los
diferentes péptidos. A. Gen TAC1, de 7 exones da lugar a cuatro ARNy diferentes por splicing
alternativo. BTAC1 codifica para SP, NKA y NPK; y-TAClcodifica para SP, NKA y NPy. aTAC1
unicamente codifica para SP al igual que 6TACI. B. El gen TAC3 también consta de siete exones pero

codifica solamente para NKB en humanos. Imagen tomada de (Garcia Recio 2012)

El dltimo gen de las TK de mamiferos descrito ha sido el gen TAC 4,
descubierto en el afio 2000 (Zhang, Lu et al. 2000). Zhang y sus colaboradores
identificaron el nuevo gen en células hematopoyéticas de estirpe linfoide B de la
médula o6sea de raton y lo denominaron preprotaquicinina-C, siendo
posteriormente renombrado como TAC-4. Dos afios mas tarde se caracteriz6 y
aislé este gen en humanos (Kurtz, Wang et al. 2002). El gen TAC 4 codifica el
péptido hemoquinina-1 (HK-1) que al compartir la secuencia carboxi-terminal
caracteristica de las TK fue incluido como miembro de esta familia (Page 2004).
Ademas, produce otros 4 péptidos llamados endokininas (EKs): EKA, EKB, EKC y
EKD (Page 2006). Mediante splicing el gen TAC 4 da lugar a 4 isoformas distintas
de ARNm: o, 3, Y y 6. Se sabe que la EKB esta codificada por las cuatro isoformas, la
EKA y la EKC tnicamente lo estan por aTAC4 y la EKD por TAC4. Las endokininas

parecen tener un importante papel en las patologias placentarias, aunque se
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expresan ampliamente en diversos tejidos periféricos humanos. (Page, Kemp et al.

2002) (Page, Bell et al. 2003).

Sintesis de las taquicininas

La sintesis de las taquicininas responde al modelo general de formaci6on de
péptidos. Asi, tras obtener el ARNm, fruto de la transcripciéon de los genes TAC1
TAC3 y TAC4, se genera un PREPROPEPTIDO que es un polipéptido constituido por
un péptido de sefial, una o varias copias del neuropéptido y una o varias regiones
espaciadoras. El péptido sefal posee hasta 30 aminoacidos, se localiza en el
extremo N-terminal y permite que el péptido en formacién se acople y atraviese el
reticulo endoplasmatico para inmediatamente después ser escindido, dando lugar
al propéptido. EI PROPEPTIDO es transportado al aparato de Golgi, donde se
escinden las regiones espaciadoras dando lugar al PEPTIDO ACTIVO final, que es el
que serd empaquetado en granulos secretores y almacenado (Pennefather, Lecci et

al. 2004) (Figura 50).
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Figura 50: Esquema del proceso general de sintesis neuronal de las taquicininas a partir de los genes

TAC1, TAC3 y TAC4. (Imagen modificada de(Pennefather, Lecci et al. 2004)

4.3 RECEPTORES TAQUICINERGICOS: Estructura genética y tipos

Los receptores taquicinérgicos (Tabla 4) que se han descrito hasta la
actualidad se han dividido en tres tipos diferentes segun sus ligandos de mayor
afinidad: receptor de la neurokinina-1 (NK1-R), receptor de la neurokinina-2
(NK2-R) y receptor de la neurokinina-3 (NK3-R), quienes presentan una afinidad
preferente, pero no unica por la SP, NKA y NKB, respectivamente (Werge 2007).
Cada TK presenta una afinidad y potencia de activacién diferente para cada tipo de
receptor (Tabla 5). Asi, por ejemplo, la afinidad de NKA y NKB por el receptor NK-1
es 100 y 500 veces respectivamente menor que la SP (Gerard, Garraway et al.
1991). Respecto a la HK1, EKA y EKB presentan alta afinidad por el NK1-R, con una

potencia de activacion similar a la SP produciendo efectos similares a nivel
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periférico. Por ello nos referimos en ocasiones a la HK-1 y endokininas como SP-
like HK. Determinados estudios sugieren que estas SP-like HK representan el
ligando endogeno principal del NK1-R en el tejido periférico, especialmente en
tejidos no inervados. (Zhang, Lu et al. 2000), (Kurtz, Wang et al. 2002, Page, Bell et
al. 2003).

Tipo receptor Proteina. N® Orden de afinidad para las
taquicinérgico aminoacidos taquicininas
NK1-R 407 TACR1 SP*y HK1** > NKA > NKB
NK2-R 398 TACR2 NKA > NKB > SP
NK3-R 465 TACR3 NKB > NKA > SP

Tabla 4: Receptores taquicinérgicos: Comparacién de la afinidad de las TK por cada tipo de receptor.

* La SP es el ligando enddgeno principal del NK1-R. ** Se sugiere que HK1 seria ligando de NK1-R en

tejido periférico no inervado

Afinidad
TAQUICININAS Secuencia de aminoacidos?
receptor
Sustancia P NK1-R Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2
Hemokinina 1 NK1-R Thr-Gly-Lys-Ala-Ser-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2
Neurokinina A NK2-R His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2
Neurokinina B NK3-R Asp-Met-His-Asp-Phe-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2

Tabla 5: Secuencia de aminodcidos de las TK. Relacion entre la secuencia de aminodcidos del extremo

C-terminal y la afinidad por un subtipo de receptor taquicinérgico.
En negrita regién pentapeptidica carboxi-terminal comtin a las TK

Subrayado: Aminodcido en posicion 4 C-Terminal. El residuo aromdtico fenilalanina (Phe) determina
una selectividad incrementada hacia NK1-R. Los aminodcidos que ocupan la posicién 7 del extremo C-
terminal (en rojo) si son residuos bdsicos o neutrales como GIn: Glutamina y Ser: Serina, tienen

preferencia por NK1R. Asp: Acido aspdrtico (aminodcido dcido).

El primer receptor clonado fue el NK1-R en el afio 1987 (Masu, Nakayama et

al. 1987), pocos afios después se lograron clonar el resto de RTK, permitiendo de
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esta forma, conocer sus estructuras y reconstruirlos fisicamente (Ohkubo and

Nakanishi 1991)

El NK1-R es una proteina, similar en todos los mamiferos, compuesta por 407
aminoacidos y una masa molecular relativa de 46kDa (Hopkins, Powell et al. 1992).
El NK2-R humano consta de 398 aminoacidos, y éste, al igual que el NK3-R, si varia
en funcién de la especie. Asi, por ejemplo el NK2-R de la rata que tiene 390
aminodcidos. Por ultimo el NK3-R es el mayor de los tres receptores, conteniendo

465, 452 y 440 aminoacidos en humanos, ratas y cobayas respectivamente.

receptor NK, 000000089
Ve NH

IMI

Figura 51: Representacién esquemadtica de la estructura del receptor NK1 humano. Se muestran los
tres bucles extracelulares (ECL1,2,3) y los tres bucles intracelulares (ICL 1,2,3). A la izquierda el
extremo amino-terminal: lugar de reconocimiento de su ligando e implicado en la afinidad
neuropéptido-receptor. A la derecha el extremo carboxi-terminal: sitio esencial para la activacién del

receptor mediante la unién a proteina G. (Imagen tomada de Almeida et al (Almeida, Rojo et al. 2004).

Los receptores taquicinérgicos pertenecen a la familia de los receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) de tipo 1 o rodhoopsin-like y estan codificados
por 5 exones (Maggi 1995). Son receptores que poseen siete dominios hidrofébicos
transmembrana, que comparten la misma unidad estructural: constan de tres
bucles extracelulares (EL1, EL2, EL3) y tres intracelulares con la posibilidad de un
cuarto debido a la palmitoilacién de una cisteina (C1, C2, C3 +/- C4), siete dominios
intermembrana (TM 1-VII), un extremo amino terminal extracelular y otro

carboxilo terminal citoplasmatico (Pennefather, Lecci et al. 2004) . El dominio
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carboxilo terminal de las taquicininas es la zona que interacciona con los
receptores mientras que la secuencia amino terminal es la que confiere la
especificidad. La desamidacion del extremo C-terminal de las TK imposibilita la
actividad de las TK (Werge 2007). Ademdas este extremo contiene residuos
serina/treonina que cuando son fosforilados causan la desensibilizacion de
receptor una vez que ha sido activado repetidas veces por el agonista. El segundo
y tercer bucle estan relacionados con la unién de los agonistas o antagonistas,

mientras que el tercer lazo citoplasmatico es el que se une a la proteina G.

Los tres receptores taquicinérgicos estdn codificados por tres genes
diferentes: gen del receptor de taquicinina 1 (TACR1), 2 (TACR2) y 3 (TACR3).
Estos tres genes se encuentran en el cromosoma 2 y tienen la misma organizacion
estructural: una regién codificante dividida en cinco exones separados entre si por

intrones situados en idénticas posiciones para todos ellos (Pennefather, Lecci et al.

407
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Figura 52: Representacion esquemdtica de la organizacion de los genes que codifican los receptores
taquicinérgicos humanos. Las regiones codificantes de los genes se dividen en cinco exones (I-V)
separados entre si por cuatro intrones (sefialados por lineas discontinuas). Los segmentos
transmembrana codificados por cada exén aparecen con color negro e identificados con las letras TM
(1-7). También se indican las posiciones de los aminodcidos en los lugares de splicing (Imagen tomada

de (Pennefather, Lecci et al. 2004)
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4.4 DISTRIBUCION DE LAS TAQUICININAS Y SUS RECEPTORES

Las taquicininas estdn ampliamente expresadas en distintos sistemas, y
aunque inicialmente se pens6 que tenian exclusivamente un origen neuronal, hoy
se sabe que estan presentes en muchos tejidos de diversas especies animales
(Takeda, Takeda et al. 1990), (Palma 2006) EI descubrimiento de la HK-1 en el afio
2000 (Zhang, Lu et al. 2000) acabé definitivamente con aquél clasico concepto que
restringia la presencia de las TK al tejido neuronal o que explicaba su accién a nivel
periférico por la liberaciéon desde terminaciones nerviosas. Afios antes ya se habia
comprobado la existencia de TK en diversos sistemas periféricos e incluso en la

placenta, que es un érgano carente de inervacion (Mufioz, Pavén et al. 2010).

Los receptores de las taquicininas, por su parte, tienen una distribucién
particular, no uniforme. Asi, mientras que los receptores NK-1 y NK-3 se
encuentran en el sistema nervioso y en los tejidos periféricos, los receptores NK-2
se localizan casi exclusivamente en tejidos periféricos y de forma muy selectiva en
algunos nucleos cerebrales (Pennefather, Zeng et al. 1993), (Saffroy, Torrens et al.

2001), (Almeida, Rojo et al. 2004), (Pinto, Almeida et al. 2004).

La expresion de NK1-R, es muy amplia tanto a nivel central como periférico,
habiéndose descrito en neuronas, células gliales, endotelio, musculo, sistema
inmunolégico, cardiovascular, glandular o gastrointestinal entre otros (Longmore,
Hill et al. 1997). Participa en respuestas celulares como la transmisién del dolor, la
secrecion endocrina y paracrina, la vasodilataciéon y la modulacién de la
proliferacién celular. También tiene un papel importante en la transmisiéon
sensorial neuronal asociada con la depresion, ansiedad o estrés. El papel que juega
la SP y el NK1-R en el sistema inmune también es muy importante habiéndose
identificado este receptor en linfocitos, monocitos, macréfagos, células NK o
microglia (Weinstock, Blum et al. 1988). Tanto NK1-R como NK2-R se han aislado
en la médula 6sea donde sus correspondientes taquicininas son consideradas
como importantes agentes reguladores de la hematopoyesis (Bandari, Qian et al.
2003). Respecto al NK3-R, que tiene una mayor afinidad por la NKB, tiene una

amplia distribucidén en los tejidos periférico siendo en el sistema neeuroendocrino
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en el que tiene un papel fundamental. (Topaloglu 2010), (Topaloglu, Tello et al.
2012) (Hu, He et al. 2014).
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5. SusTaNciA P y RECEPTOR NK-1: DISTRIBUCION,

FUNCION, FISIOLOGIA, PATOLOGIAS Y USOS
TERAPEUTIICOS.

5.1 RECEPTORNK1

El NK1-R o receptor de la neurokinina-1 pertenece a la familia de los
receptores acoplados a proteina G (GPCRs, del ingés G protein-coupled receptor),
que como ya se detallaba en el apartado 3.2, son unas proteinas transmembrana
con un importante papel en la comunicacién intercelular. Aunque los GPCRs
comparten una estructura comun, existen caracteristicas diferenciadoras en
funcién del tamafio amino terminal, los bucles citoplasmaticos y el grupo carboxilo
terminal. En base a estas diferencias los GPCRs de mamiferos se han clasificado en
3 tipos, A, B y C. Pues bien, el NK1-R pertenece a la familia A (rhodopsin-like o
adrenergic receptor-like) que esta codificado por 5 exones y se caracteriza por
poseer una estructura amino terminal corta y unos residuos acidos constantes en

cada hélice transmembrana.

5.1-1 SENALIZACION MEDIADA POR GPCRs

A) INICIO DE LA SENALIZACION DEL NK1R

Tras la union del agonista a su receptor en la superficie celular, se
produce una reordenacion de las a-hélices transmembrana que inducen un cambio
conformacional en la superficie citoplasmatica del receptor que permite la
interaccién con la proteina G formando un complejo de alta afinidad: SP-NK1R-
Proteina G que completa el mecanismo de sefial e inicia la via efectora. La forma
activada de la proteina G se disocia del receptor y activa la proteina efectora
modulando los niveles de segundos mensajeros intracelulares entre los que figura

tanto la Fosfolipasa C (PLC) como la Adenilato ciclasa (AC) y como consecuencia
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de las mismas se produce una movilizaciéon del calcio intracelular a través del

fosfoinositol (Guard and Watson 1991) (Figura 53).

La principal proteina G responsable de las vias de movilizacion del calcio es
la Gag, mientras que la Gas activa la adenilato ciclasa (Palanche, Ilien et al. 2001).
La via de sefializacion clasica de NK1R implica a la PLC como segundo mensajero
sugiriendo que la subunidad Gaq es la predominante en la activacién de NK1R

(Krause, Takeda et al. 1992).
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Figura 53: Modelo de activacion del receptor de la sustancia P (SPR) o NK1R. Formacion del complejo
SP-Receptor-Complejo proteina G. La disociaciéon de Ga del complejo proteina G tras la unién del
ligando y receptor resulta en la activacion de la fosfolipasa C (PLC) la cual genera dos segundos
mensajeros: el IP3 que permite la movilizacion de calcio intracelular y el diacilglicerol el cual activa la

PKC (protein-kinasa C). Imagen tomada de (Krause, Takeda et al. 1992)

La SP a través de la forma activada de la proteina G inicia distintas vias de

sefalizacién (figuras 54 y 55):

- Activacién de la fosfolipasa (PLC) que conduce a la formacién de inositol
trifosfato (IP3) que aumenta el calcio intracelular, y de diacilglicerol (DAG)
que activa la via de la protein kinasa C (PKC). Esta es una de las vias de

sefalizacién principales del NK1-R.

El aumento del calcio intracelular, conduce a la activaciéon de una

proteinquinasa llamada prolina-tirosina quinasa rica 2 (Pyk2, del inglés
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protein tyrosine kinase 2), que regula la actividad de la proteinquinasa Src,
que inica la cascada de fosforilaciéon que activa las proteincinasas activadas
por mitégenos (MAPK). La PLC también puede activar directamente otra

proteinquinasa Raf.

- Activacion de la enzima adenilatociclasa (AC) que convierte el adenosin
trifosfato (ATP) citoplasmatico en adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y
estimula la activacidn de la protein-kinasa A (PKA), que a su vez fosforila el
factor de transcripciéon CREB (del inglés, cAMP-responsive element CRE-
binding protein). Asi actia sobre el ADN y produce efectos sobre

metabolismo, crecimiento y diferenciacion celular.

- Activaciéon de fosfolipasa Az (PLAz) y producciéon de acido araquidénico
(AA) que es precursor de mediadores inflamatorios lipidicos

(prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LX), y tromboxano Az (TXAz) ).

- La SP activa el principal factor de transcripcion nuclear proinflamatorio o
Factor de activacién nuclear kappa B (NF kB) en las células generando IL6 e

IL8 y TNFa (Factor de necrosis tumoral o) con accién pro-inflamatoria

- Activacion de la proteinquinasa asociada a Rho (ROCKs) que regulan la
cadena ligera reguladora de la miosina (MLC). La fosforilaciéon de esta
proteina estd relacionada con la apoptosis y también con la

desestructuracion citoplasmatica en el caso de la migracion celular.

- La SP y el NK1-R transactivan el factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
por un mecanismo dependiente de proteina G que activa metaloproteinasas
(ADAM) que escinden y liberan agonistas de EGFR. LA activacién de EGFR
dimeriza, fosforila y ensambla un complejo SHC/Grb2 que induce la
activacion de MAPK (protein-kinasa activadas por mitégenos) y las
quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK 1/2) y por tanto, la
sintesis de ADN y la proliferacién (Yamaguchi, Kugimiya et al. 2005,
Yamaguchi, Richardson et al. 2005). Las MAPK incluyendo las kinasas
ERK1/2 fosforilan distintas proteinas y regulan distintas funciones
celulares incluyendo proliferacion, expresion de genes, diferenciacion y

supervivencia celular, o lo que es lo mismo, esta via es la que media la
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actividad proliferativa y anti-apoptoética de la SP a través del NK1-R (Martin,
Charles et al. 1992), (Kavelaars, Jeurissen et al. 1994), (Luo, Sharif et al.
1996)

- La activacién de las vias de sefializaciéon conducen a efectos especificos que

incluyen inflamacién, proliferacién, anti-apoptosis, excitacion neuronal y

migracion celular.
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Figura 54. Representacion esquemdtica de las vias de sefializacion intracelular tras la activacién del
NK1-R por la SP (ATP: adenosin trifosfato; AMPc: adenosin monofosfato ciclico; DAG: diacilglicerol;
IP3: inositol trifosfato; MAPKs: protein-kinasa activadas por mitégenos; PKA: protein kinasa A; PKB:
protein kinasa B; PKC: protein kinasa C; PLA: fosfolipasa A; PLC: fosfolipasa C; pMLC: fosforilacion de

la cadena ligera de la miosina; T-K: tirosina kinasa; (Imagen tomada de (Rosso, Munioz et al. 2012).
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La activacion de las MAPK no solo depende de las proteinas G y de su via de
sefializacidn clasica, sino a través del complejo de andamaje multiproteico formado
para la internalizaciéon del NK1-R y el reclutamiento de sus proteinas por parte de
las 3-arrestinas. La SP induce el ensamblamiento de un complejo endosémico de
sefalizacidn (sefialosoma) que comprende el NK1-R, la arrestina, la tirosinquinasa
Src y MEKK y ERK1/2. Este complejo promueve las translocaciéon nuclear de
ERK1/2 activado que es necesario para el efecto proliferativo y antiapoptético de

SP (DeFea, Vaughn et al. 2000, DeFea, Zalevsky et al. 2000) (Figura 56)
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Figura 56. Esquema del efecto proliferativo y anti-apoptotico de la SP a través de f-arrestina en la
membrana endosomal. Imagen tomada de Steinhoff MS et al. 2014, pag 272: 1) fs-arrestina (f3-arr)
recluta el complejo NK1R, 3-arrestina, Src, MEKK y ERK o signalosoma para mediar la fosforilacion y
activacion de la via ERK o MAPK y traslocarse al niicleo. 2) En cincurstancias normales la via
ERK/MAPK media el efecto antiapoptotico y proliferativo de la SP. 3) Cuando la activacién de la via
ERK/MAPK estd anormalmente mantenida, como ocurre con las células a las que les falta la forma
activa de ECE-1 (Enzima convertidora endotelial) se produce muerte celular a través de la induccion

de Nur77.

B) FINALIZACION DE LA SENAL NK1R
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En 1995 Mantyh y colaboradores demostraron que tras una
estimulacion somatosensorial, NK1-R sufria una dramatica internalizacién

reversible (Figura 57). (Mantyh, DeMaster et al. 1995)

Figura 57. Internalizacién del NK1-R tras un estimulo somatosensorial. (A) Receptor en la membrana
celular (flechas). (B) Receptor internalizado ocupando el citoplasma de las neuronas tras estimulo

doloroso. Imagen tomada de (Mantyh, DeMaster et al. 1995)

Grady y colaboradores determinaron que la SP y su receptor se
internalizan rapidamente por la accién de la clatrina. En ausencia de SP, el NK1-R
se localiza en la membrana plasmatica, pero cuando la célula estd expuesta a este
NP, el complejo ligando-receptor se internaliza. A diferencia de NK1-R, la SP se
degrada enzimaticamente en el interior de los endosomas, pues no aparece de
nuevo en la membrana. Estos mecanismos de endocitosis y reciclaje de los
receptores serian responsables de los fendémenos de desensibilizaciéon y
resensibilizaciéon del NK1-R en presencia de SP por medio de los cuales la célula
conseguiria hacerse insensible en situaciones con cantidades excesivas de SP como

en los procesos inflamatorios (Grady, Garland et al. 1995).

La finalizaciéon de la sefial ocurre por mecanismos que retiran el
ligando del fluido extracelular (recaptacién y degradacién de la SP) y por
mecanismos que restringen la capacidad del receptor de unirse a su maquinaria de
activacion a través de la proteina G (desacoplamiento y desensibilizacién del

receptor) (Figura 58).
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Figura 58. Ruta endocelular. Mecanismos de desensibilizacion y resensibilizaciéon del NK1-R. 1: NEP:
Endopeptidasa neutra degrada la SP en el medio extracelular. 2: Fosforilacion en el loop 3 intracelular
del NKIR en su extremo C-terminal. Esta fosforilacién incrementa la afinidad de NK1-R por f3-
arrestina mediando la desensibilizacion del receptor. La 8-arrestina también recluta la protein fosfato
2A (PP2A) que puede defosforilar NK1-R y devolverlo a la membrana celular. 3: S-arrestina a través
de claritrina promueve la endocitosis de SP-NK1-R. 4: Formacion del signalosoma endosomal para
activar las vias de sefializacion. Rab5a media este trdfico del endosoma temprano. 5: NK1-R puede
sufrir un mecanismo de reciclaje rdpido dependiente de rab4a y rablla. 6: De forma alternativa, el
NK1-R circula en el endosoma hacia una localizacion perinuclear que contiene ECE-1y degrada SP. 7:
Via de reciclaje lenta de NK1-R para finalizar en superficie resensibilizado (8). 9: Tras un estimulo
prolongado de altas concentraciones de SP, el NK1-R es conducido a los lisosomas para su degradacion

y regulacién a la baja de la sefializacién de SP. Imagen tomada de (Steinhoff, von Mentzer et al. 2014).
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En resumen, la finalizacion de la sefial ocurre de la siguiente manera:

- Degradacion de la SP en el fluido extracelular a través de una

metaloproteasa de la membrana celular llamada endopeptidasa neutra.

- La fosforilacion del NK1-R en su extremo C-terminal por las kinasas de
RAPG provoca la unién y reclutamiento de la proteina citosdlica f3-arrestina
la cual bloquea la capacidad del receptor de interactuar con otras proteinas
G, conduciendo a una rapida desensibilizaciéon (Biinemann and Hosey
1999), (Jorgensen, Holliday et al. 2008). Como resultado de esta unién de (3-
arrestina, el receptor fosforilado es objeto de endocitosis mediado por
clatrina, un proceso que finalmente re-sensibiliza y recicla los receptores a

la membrana plasmatica (Reiter and Lefkowitz 2006).

- La metaloproteasa de membrana ECE-1 (enzima convertidora de endotelina
1) degrada la SP en los endosomas y desancla los componentes del
complejo signalosoma atenuando la sefial ERK/MAPK (Cottrell, Padilla et al.
2009). Este hecho es importante, pues la inhibicién de la enzima ECE-1
produce una actividad mantenida de la via ERK a través de la SP que lleva a

la activacion del receptor Nur77 de muerte celular y a neurotoxicidad.

- Finalmente para el proceso completo de resensibilizacion, se requiere la

disociacion de f3-arrestina y el reciclaje de NK1R en la membrana celular.

5.1-2 Isoformas, glicosilacion y clasificacion del NK1-R

El NK1-R tiene 407 aminoacidos y una masa molecular relativa de 46 kDa
(Hopkins, Powell et al. 1992). Existe una isoforma mas corta, el NK1-Truncado
(NK1-Tr), fruto del splicing en NK1-R que pierde los tultimos 96 aminoacidos en el
extremo C-terminal, y tiene por tanto, 311 aminoacidos (Fong, Anderson et al.
1992), (Caberlotto, Hurd et al. 2003) (Figura 54). El NK1-Tr se genera cuando el
intrén que se encuentra entre el exén 4 y 5 no es eliminado y un codén stop
prematuro se identifica antes de empezar el exén 5. Al perder este extremo, el

NK1-Tr se desprende de una zona del receptor que es clave para el proceso de
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internalizaciéon del mismo, una vez unido su ligando. Este es el motivo, entre otros,
que explicaria los defectos de internalizaciéon del NK1-Tr asi como las distintas vias
de sefializacién intracelular que sigue esta isoforma o la resistencia a la
desensibilizaion homéloga en comparacion con la isoforma larga (Déry, Defea et al.
2001). Algunos estudios han puesto de manifiesto estas diferencias. Por ejemplo,
Lai y Douglas observaron como un grupo de células que expresaban la forma larga
del receptor activaban NF-iB e IL-8 mientras que las que expresaban la forma
trucada presentaban una menor expresion de ARNm de IL-8 y no podian activar a
la proteina NF-xB. En la misma linea, la activaciéon de la proteina quinasa Erk
también se vefa alterada en el mismo grupo de células: mientras que la
fosforilacién de esta proteina a través de la isoforma larga se producia en 1 o 2
minutos, las células transfectadas con la isoforma truncada no podian activar Erk
hasta los 20 minutos después de la exposiciéon a SP (Lai, Lai et al. 2008). El
resumen de las caracteristicas de la forma truncada NK1-R serian las siguientes

(Tabla 11):

* Tiene una afinidad por la SP menor que por la forma completa (Fong,

Anderson et al. 1992)

* Presenta limitaciones en los mecanismos de internalizacidon o endocitosis

del receptor (Bohm, Khitin et al. 1997).

* Mas resistente a la desensibilizacion del receptor en comparaciéon con la
forma full-length (Li, Douglas et al. 2000) con una mayor capacidad de

mantener una respuesta prolongada tras ser activado.

* No sigue las mismas vias de sefializaciéon (Déry, Defea et al. 2001) que full-

length NK1-R.

* La acciéon proliferativa y anti-apoptotica a través de la via ERK-MAPK es

independiente de proteina G y es mas lenta.
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Full-lenght NK-1R

Extracellular

Intracellular

NH,

Truncated NK1-R

Putative ligand binding pocket?

Extracellular

Intracellular

Figura 59. Esquema modelo del NKI1-R. Arriba isoforma completa de 407 aminodcidos o isoforma

larga (NK1-FL). Contiene un extremo N-terminal extracelular, siete dominios que atraviesan la
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membrana, 3 bucles extracelulares (E1, E2 y E3) y 3 bucles intracelulares (C1, C2, C3), un posible C4
debido a palmitoilacion de un residuo Cys y un extremo C-terminal intracelular. Asn14 y Asn18 se
indican como sitios putativos de glicosilacién. Abajo isoforma truncada con 311 aminodcidos y donde
se observa que ha perdido parte del extremo C-terminal intracelular asi como los residuos Ser/Thr

intracelulares responsables de la internalizacion. Modificado de (Garcia Recio 2012)

EFECTO ‘ NK1R full-length NK1R truncado

Longitud de NK1-R 407 aminoacidos 311 aminoacidos

Movilizacion calcio
Si No
intracelular

Rapida (<1min) y Lenta (pico alos 20-30
Activacion ERK

mantenida min)
PKCS fosforilacion Aumentado Disminuido
Activacion NF-kB Si No
Expresion mRNA IL-8 Aumentado Disminuido

Tabla 6. NK1-R y NKI1-R truncado: caracteristicas diferenciales. Las diferencias en la longitud del
extremo C-terminal median las propiedades funcionales del NK1-R truncado Tabla modificada de (Lai,

Laietal 2008)

Todas estas diferencias pueden tener implicaciones en condiciones
patoldgicas donde se ha observado una regulacién positiva del receptor truncado

aunque la actividad biol6gica de NK1-R truncado sigue siendo controvertida.

Existe otro fendmeno que interviene en la sefializaciéon y, por tanto,
diferenciacion del NK1-R: las glicosilaciones del receptor. Asi, en 2007 el equipo
de Leeman demostré que el extremo amino terminal tenia dos sitios Asn (N-)
glicosilados y ellos mismos describieron como podian influir estas glicosilaciones
en la funcion del receptor (Tansky, Pothoulakis et al. 2007). Pues bien, los
receptores no glicosilados tenian mucha menor afinidad por la SP que los
glicosilados. Y de la misma manera que existian diferencias entre la forma

completa o truncada del receptor, el NK1-R glicosilado se internalizaba mas
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lentamente que el NK1-R no glicosilado sugieriéndose que la glicosilacion era una
caracteristica que estabilizaba al receptor en la membrana. Este fenémeno de la
glicosilacion explicaria las diversas bandas de pesos moleculares distintos que han
sido identificados en los dltimos afios. Por ejemplo, en linfocitos se han descrito
formas del receptor glicosiladas de 58 kDa y en linfoblastos se han observado otras
de 38 y 33 kDa (Organist, Harvey et al. 1988). En diversas lineas celulares
tumorales humanas: neuroblastoma (Mufioz, Rosso et al. 2005) , glioma (Muifioz,
Rosso et al. 2005), retinoblastoma (Mufioz, Rosso et al. 2007), adenocarcinoma de
colon (Rosso, Robles-Frias et al. 2008), cancer de laringe (Mufioz, Rosso et al.

2008) o melanoma (Mufioz, Bernabeu-Wittel et al. 2011).

Por ultimo, muchos estudios describen que algunas formas del receptor
tienen afinidades distintas a las propuestas como "clasicas" y por eso dividen al

NK1-R en tres clases diferentes (Figura 55):
1. NKI1-R “clasico”: Es el que tiene una mayor afinidad por la SP

2. NK1-R “sensitivo a septide”: Este receptor muestra una afinidad
parecida tanto a la SP como a otras taquicininas como la NKA, NPK, NP,,
la NKB y a otros fragmentos sintéticos como es, por ejemplo el
fragmento septide 6-11 de la SP que la nombre al receptor (Beaujouan,

Saffroy et al. 1999), (Page 2005)

3. New NK1-R “sensitive”: Presenta alta afinidad por las taquicininas de
mayor longitud y no se puede unir al fragmento septide 6-11(Beaujouan,

Saffroy et al. 2000)

NK,R

“classic” SP

“septide-sensitive” SP, NKA, NPK, NPy, NKB

“new NK,-sensitive” SP, NKA, NPK, NPy

FE¢

Figura 60: Representaciéon de los subtipos de receptores NK1 con las taquicininas

enddgenas por las que muestran mayor afinidad. (Imagen modificada de (Page 2005)
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A pesar de todo lo expuesto, se necesitan mas estudios para conocer con
mas profundidad los tipos, afinidad y funciones de las isoformas y formas

glicosiladas del receptor.

5.1-3 Agonistas y ANTAGONISTAS DEL NK1R

Durante las dos ultimas décadas, el descubrimiento de moléculas con
actividad antagonista frente al NK1R ha permitido conocer mejor las acciones
fisiologicas de la SP y desarrollar nuevos compuestos con una prometedora

actividad terapéutica (Mufioz et al 2011).

Antagonistas peptidicos:

Fueron los primeros antagonistas del NK1R descritos. El primer compuesto,
el [DPro2,DTrp7,9]SP, fue descubierto por Leander a principio de la década de los
80 (Leander, Hakanson et al. 1981), pero entre sus caracteristicas destacaba su alta
neurotoxicidad. Posteriormente, se cred el Spantide I (Folkers, Hikanson et al.
1984) y asi sucesivamente fueron apareciendo diversos elementos que buscaban
disminuir la neurotoxicidad y aumentar la potencia de accién. La tabla 6 muestra

un listado con los principales péptidos con actividad antagonista frente al NK1R.

La mayoria de los trabajos realizados en el disefio de los antagonistas
peptidicos se basaban en la introduccién de D-aminoacidos que son las formas
dextrégiras o especulares de los L-aminoacidos. En general, los antagonistas
peptidicos presentan las siguientes desventajas, que constituyen las principales

limitaciones para realizar estudios in vivo:
* Afinidad por el NK1R mucho menor que sus agonistas naturales.
* Inestabilidad metabélica y rapida inactivacién por peptidasas.
* Imposibilidad para atravesar la barrera hematoencefalica

e Neurotoxicidad si se administran en el SNC.

Ana Méndez Santos

121



Inmunolocalizacién de la sustancia P y del receptor NK1 en el corazén humano desde la vida fetal a la adulta

ANTAGONISTAS NK1R Secuencia de aminoacidos

Sustancia P Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH;
[DPro2,DTrp7:2]SP Arg-DPro-Lys-Pro-Gln-Gln-DTrp-Phe-DTrp-Leu-Met-NH;
Spantide I DArg-Pro-Lys-Pro-Gln-GIn-DTrp-Phe-DTrp-Leu-Met-NH;
Spantide II DLys*-Pro-Pal-Pro-DPhe*-Asn-DTrp-Phe-DTrp-Leu-Met-NH;
[DPro®*Prol?, Trp11]SP Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-GIn-Phe-Phe-Dpro-Pro*-Trp-NH;

[Orné,AspOBz!1]SP(6-11) Orn-Phe-Phe-Gly-Leu-AspOBz

Sendide Try-DPhe-Phe-Dhis-Leu-Met-NH;
[DTrp7]Sendide Try-DTrp-Phe-Dhis-Leu-Met-NH;
[GIné]Sendide GIn-DPhe-Phe-Dhis-Leu-Met-NH;

Tabla 7: Estructura y nombre de los principales antagonistas peptidicos del receptor NK1. Modificada

de (Almeida, Rojo et al. 2004)

Antagonistas no peptidicos:

Las limitaciones de los antagonistas peptidicos propiciaron la investigacién
y busqueda de moléculas no peptidicas que tuvieran capacidad de unién a los
receptores de las taquicininas. Asi, el primer antagonista no peptidico descrito con
actividad selectiva frente al NK1R fue el CP-96,345 (Snider, Constantine et al.
1991). Gracias a él, pudo ser analizado el sitio de unién del antagonista
competitivo no peptidico. Se observé que, mientras la SP se une a los giros
extracelulares de las hélices transmembrana del receptor por su caracter
hidrofilico, los antagonistas no peptidicos hidr6fobos se unen mas profundamente
a los segmentos transmembrana (Gether, Johansen et al. 1993) (Figura 56). Los
antagonistas no peptidicos de NK1R son pequeiias moléculas lipofilicas capaces de
actuar en el sistema nervioso central, ya que, son capaces de cruzar la barrera

hematoencefalica.
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NK-1
receptor

-
NK-1 receptor antagonist
Aprepitant

Figura 61. La SPy el Aprepitant (antagonista del RNK-1) Tienen distintos sitios de unién al RNK-1. El
antagonista se une a los segmentos profundos transmenbranas de RNK-1 y la SP a las hélices

extracelulares del RNK-1. (Imagen tomada de (Mufioz and Coverias 2011)

Posteriormente, sobre la estructura del primer antagonista no peptidico se
elaboraron otros, como el CP-99,994 (Piedimonte, Bertrand et al. 1993) o el
ezlopitant (CJ-11,974) (Reed-Hagen, Tsuchiya et al. 1999) con actividad
antiemética postquimioterapia. Y asi, durante estas dos ultimas décadas se ha
incrementado el ndmero de articulos que describen nuevos antagonistas

existiendo en la actualidad mas de treinta compuestos diferentes.

La estructura quimica de cada antagonista no peptidico es diferente
existiendo compuestos de muy diversa naturaleza: esteroidea, amonios
cuaternarios derivados de la quinuclidina, derivados del tript6fano, andlogos de la
piperazina o compuestos piperidinicos. Sin embargo comparten la estructura
tridimensional o estereoquimica. Todos se unen al NK1R y se sabe que hay poca

superposicion entre los sitios de union de la SP y los antagonistas del NK1R.

Desde el punto de vista terapéutico, realmente todos los antagonistas de los
NK1R tienen la misma accién diferenciandose unos de otros en la afinidad que
presenten por el receptor y en la concentracion del antagonista, ya que la accién es
dosis dependiente. Se ha descrito que los antagonistas del NK1R producen

analgesia, efectos antidepresivos (Kramer, Cutler et al. 1998), (Kramer, Winokur et
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al. 2004), ansioliticos (Quartara and Maggi 1998), antieméticos y antitumorales

(Lang, Drell et al. 2004), (Muiioz, Rosso et al. 2005) entre otros. Los compuestos

que actualmente hay que resaltar por el papel clinico que desempefian son: CP-
96,345, CP-99,994 , RP-67,580, L-733,060, SR-1400333, GR-203040, MEN-11,467,
MEN-11,149, Vofopitant (GR-205,171), CP-122,721, Ezlopitant (CJ-11,974), CJ-
12,458 y CJ-12,764 (metabolitos activos de Ezlopitant), MK-869 (L-754,030,
Aprepitant®), L-758,298, L-742,694 y L-759,274. Entre ellos, los mas destacados

son:

L-733 060: Desarrollado a partir de CP-99, 994, pertenece a la familia
de las benzileter piperidina y muestra una alta afinidad por RNK-1 in
vitro en humanos (Munoz, Rosso et al. 2011). Este antagonista produce
analgesia (Parenti, Arico et al. 2012), efectos antidepresivos (Kramer,
Cutler et al. 1998), posee efectos antitumorales (Mufioz, Rosso et al.
2005), (Rosso, Robles-Frias et al. 2008) y protector de la inflamacion
hepatica (Bang, Sass et al. 2003)

L-732, 138, antagonista derivado del triptéfano es 1.000 veces mas
potente para RNK-1 que para RNK-2 y RNK-3 en humanos y 200 veces
mas potentes en RNK-1 humanos que en ratas (MacLeod, Cascieri et al.
1995). Este compuesto, ademds de antagonizar la permeabilidad
vascular de la piel y producir analgesia (Cahill and Coderre 2002), ejerce
una acciéon antitumoral contra varias lineas celulares tumorales

humanas (Mufioz, Rosso et al. 2007), (Muiloz, Rosso et al. 2008)

MK-869 (Aprepitant) muestra una alta afinidad por el RNK-1 y es
aproximadamente 3000 veces mas selectivos para el RNK-1 que para el
RNK-3 y es 45.000 veces mas selectivo para el RNK-1 que para el RNK-2.
El MK-869 es utilizado para el tratamiento del dolor (Chizh, Gohring et
al. 2007), la migrana, el prurito (Santini, Vincenzi et al. 2012), la emesis
(Lorenzen, Sporl et al. 2014) y diversos trastornos psiquiatricos (Kwako,
George et al. 2014). Se ha demostrado ademas, que el Aprepitant es un
farmaco antitumoral de amplio espectro (Mufioz and Covefias 2011). En
la actualidad estd aprobada la indicaciéon de aprepitant oral para las

nauseas y los vémitos inducidos por quimioterapia. Una proforma de
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este farmaco, fosaprepitant, estd también aprobada para su empleo

intravenoso (Navari 2007)
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Tabla 8: Indicaciones y usos clinicos de algunos antagonistas de NKI1R
Figura 62: Estructura quimica de los antagonistas no peptidicos del receptor NK1

(Tomado de Muiioz et al 2011)

5.2 SUSTANCIAP

La SP, tal y como desarrollamos al inicio de este apartado, fue descrita por
vez primera en el afio 1931, cuando, dos jovenes investigadores trataban de
encontrar acetilcolina en extractos hipotalamicos e intestinales de caballo (Von
Euler 1931). Desde entonces se ha convertido en la taquicinina mas estudiada y

mejor caracterizada en cuanto a su distribucion e implicaciones fisiopatolégicas.

Su aislamiento y la identificacion de su secuencia aminoacidica no fue

posible hasta comienzos de la década de los 70, cuando Chang y Leeman lo
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lograron a partir de hipotdlamo de cerebro bovino (Chang and Leeman 1970,
Chang, Leeman et al. 1971). Como se ha explicado con anterioridad, la SP es un
péptido de cadena corta de once aminoacidos perteneciente a la familia de las
taquicininas, codificado por el gen TAC1 (Figura 63). La transcripciéon del gen
produce la pre-protaquicinina-A (PPTA), que puede dar lugar a una de las cuatro
isoformas de PPTA, codificando las isoformas a y § un prepropéptido que contiene
SP y las isoformas 3 y y unos prepropéptidos que contienen NKA y NPK, y NKA y

NPy, respectivamente (Pennefather, Lecci et al. 2004).

Tras ser liberada a nivel del terminal presinaptico, se inactiva
fundamentalmente por peptidasas, no participando en su inactivaciéon la
recaptacion de este neuropéptido. Las enzimas que se encargan de su inactivaciéon
son fundamentalmente la endopeptidasa neutral (NE, del inglés neutral
endopeptidase: EC3.4.24.11) y la enzima convertidora de angiotensina (ACE, del
inglés angiotensin convertin enzyme EC.3.4.15.1) y también la enzima degradante
de la SP (SPDE del inglés substance-P degrading enzyme: EC.3.4.21), la dipeptidil
aminopeptidasa IV (DP-IV: EC.3.4.14.5), la endopeptidasa post-prolina (PEP:
EC3.4.21.26), la catepsina-D (EC.3.3.23) y la catepsina-E (EC.3.4.23.34) (De Swert
and Joos 2006).

Secuencia de aminoacidos

Sustancia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

P Arg | Pro | Lys | Pro | GIn | Gln | Phe | Gly | Leu | Met | NH2

Figura 63. Secuencia de aminodcidos de SP (undecapéptido).

Esta molécula es soluble en agua y alcohol e insoluble en éter y cloroformo.
Resiste la ebullicién a pH entre 1 y 7 pero se destruye en medio alcalino. Su punto
isoeléctrico es cercano a 9 y durante la electroforesis en papel se desvia hacia el
catodo a pH<10. Su actividad biolégica es inactivada por la tripsina y pepsina, en

cambio resiste la accidn de las carboxipeptidasas.

Entre las funciones de la SP destaca su papel como neurotansmisor,
neuromodulador y hormonal. Asi, fue la primera molécula neuroactiva propuesta

como neurotransmisor (LEMBECK 1953) ya que reunia las caracteristicas
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necesarias para ser catalogada como tal: localizacién neuronal, transporte desde el
cuerpo a través del axon, concentracién en los terminales nerviosos y liberacién
dependiente de calcio. No existe recaptacion del neuropéptido una vez liberado
sino que se inactiva a través de la degradacion por peptidasas. A su papel como
neuromodulador, la SP tiene la capacidad de liberarse y modificar la acciéon de un
neurtoransmisor, modificando su acciéon o influyendo sobre la cantidad de NT
liberado (Burnstock 1985). Por ultimo, la SP también actia como neurohormona
ejerciendo su acciéon sobre poblaciones celulares situadas a distancia tras ser

liberados directamente a la sangre o al liquido extracelular (Strand 1999).

Las acciones bioldgicas de la SP estdn mediadas fundamentalmente por el
NK1R, siendo la SP el ligando natural con mayor afinidad por este receptor. Es el
extremo carboxi-terminal el que interacciona y activa al receptor taquicinérgico,
mientras que el amino-terminal define la especificidad frente al subtipo de

receptor. (Figura 64)

(a)

CP96.345

Figura 64: Representacién esquemadtica de los sitios de union para SP y el antagonista no peptidico CP-
96,345 en el RNK1. A) Imagen que muestra la visién extracelular del RN1 en la que se representan los
bucles extracelulares y el extremo amino terminal. Los circulos verdes representan los residuos que
interactian con la SP. B) En la segunda imagen, los circulos rojos representan los sitios de unién del

antagonista no peptidico CP-96,345. (Hokfelt, Pernow et al. 2001).
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5.2-1 Distribucidén de la SP y acciones fisiolégicas en el organismo.

Los datos de distribuciéon y localizacién de la SP en el organismo han sido
obtenidos mediante técnicas de HPCL o Cromatografia liquida de alta eficacia (High
performance liquid chromatography), estudios inmunohistoquimicos y
radioinmunolégicos (Hokfelt, Lundberg et al. 1980), (Pernow 1983), (Maggio
1988).

La SP esta ampliamente distribuida por el SNC y periférico, especialmente a
nivel de las neuronas aferentes cuando actda como neurotransmisor. En el SNC se
encuentra expresada en neuronas, astrocitos, microglia y células endoteliales
cerebrales. Se localiza en la corteza cerebral en las areas somatomotora,
somatosensorial, visual y olfatoria. Sin embargo a nivel subcortical se hallan los
mayores niveles de este péptido: los ndcleos caudado y putamen presentan una
densidad muy elevada de somas celulares que expresan SP, presentando
proyecciones axonales a la sustancia negra, siendo el area negroestriada una de las
areas de mayor concentracion del péptido. También se encuentra en los nucleos
amigdalinos del hipocampo, capsula interna y septum. En el tronco del encéfalo se
localiza entre los principales nuicleos neuronales destacando el trigémino, y en la
médula espinal a nivel de las astas posteriores (Satake and Kawada 2006). A nivel
del sistema nervioso periférico, la SP se localiza en las neuronas sensoriales
primarias de los ganglios espinales, cadena cervical simpatica ye en los ganglios
yugular, nodoso del vago y trigeminal (Beaujouan, Saffroy et al. 2000, Beaujouan,

Torrens et al. 2004)

En el resto del organismo, la SP esta ampliamente distribuida, localizandose,
segln los estudios realizados hasta la fecha, alrededor de los vasos sanguineos o
terminaciones nerviosas en la mayoria de érganos y tejidos: piel, foliculos pilosos,
glandulas sudoriparas, aparato respiratorio, genitourinario y cardiovascular, en los
plexos mientérico y submucoso del sistema digestivo e incluso en la pulpa
dentaria. Sin embargo, también se ha descrito la presencia de SP en la placenta,
organo carente de inervacién (Mufloz, Pavén et al. 2010), (Sastry, Tayeb et al.

1981).
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Se ha relacionado a la SP y al NK1R con multiples acciones fisiol6gicas que a

continuacion se resumen:

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

A nivel cortical, la SP actia como modulador de la actividad neuronal
(Hokfelt, Lundberg et al. 1980, Hokfelt, Vincent et al. 1982). A nivel del tracto
hipotalamo-hipofisario induce un aumento en la liberacion de hormonas
hipofisarias (Baertschi, Zingg et al. 1981) . La presencia de SP y NK1R en areas
como la amigdala sugiere su participaciéon en el comportamiento emocional y la
respuesta neuroquimica al estrés (Mantyh, Hunt et al. 1984, De Felipe, Herrero et
al. 1998, Kramer, Cutler et al. 1998). En la médula espinal la SP estd presente

fundamentalmente en las neuronas de las astas posteriores.
SISTEMA VISUAL

Existe SP en todas las partes del sistema visual: ganglio de Gasser, nervio
oftdlmico, retina, iris, en los procesos ciliares con localizaciéon preferente
subepitelial, vasos sanguineos y ivea anterior (Unger, Butler et al. 1981), (Jotwani,
[toh et al. 1994). La SP se libera ante la presencia de sustancias quimicas irritantes
produciendo hiperemia, miosis y, secundariamente hipertension ocular (Camras

and Bito 1980).
SISTEMA GASTROINTESTINAL

La SP tiene un papel fundamental en el sistema gastrointestinal,
conociendose en la actualidad su distribucién y funcién con bastante exactitud. Los
tres subtipos de receptores de taquicininas se encuentran en las neuronas
entéricas, el musculo liso intestinal, el epitelio, el sistema vascular y el sistema
inmunitario entérico. Las funciones principales de la SP son: secrecién de fluidos y
electrolitos, motilidad intestinal, y funcién inmunitaria. (Wattchow, Furness et al.

1987), (Shimizu, Matsuyama et al. 2008).

En el esoéfago, la SP parece localizarse preferentemente en los plexos
mientéricos y submucosos, siendo mucho mas abundante en la regién inferior del

esofago que en la superior (Kuramoto, Oomori et al. 2004).
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En el estémago la mayor concentracién de SP se observa en el plexo
mientérico y en la capa muscular longitudinal, sobre todo a nivel del cardias y

antro (Pernow 1983).

En el intestino delgado se localiza de forma preferencial en la capa muscular
circular, plexos submucoso y mientérico, en la muscularis mucosa y lamina propia.
También existe SP asociada a los villi de la mucosa y en el tejido conectivo, asi
como en el epitelio. En el colon la mayor densidad se encuentra en el plexo

mientérico y capa muscular circular.

En la vesicula las fibras que contienen SP predominan en los plexos
ganglionares y musculares. En el higado se observa SP tanto en el parénquima
como en el tejido conectivo asi como en el sistema vascular hepatico. La inyeccién
intravenosa de SP en perros produce una disminucién del flujo biliar basal unido a
una disminucién en la excreciéon de acidos biliares y electrolitos. La SP ademas
bloquea la secrecién de bilis inducida por la colecistoquinina. Las fibras aferentes
procedentes del vago, las cuales expresan SP, producen mediante estimulacién
colinérgica una contraccion de la musculatura lisa de la vesicula biliar (Sharkey,
Williams et al. 1984). En el pancreas existe tanto a nivel exocrino como endocrino.
Respecto al primero, la SP es un potente inhibidor de la secrecién de las células
ductales y un débil estimulante de la secrecién de amilasas. Respecto a la funcién

en el pancreas endocino su respuesta es variable.
SISTEMA RESPIRATORIO

La SP se distribuye en el musculo liso, tejido conectivo y epitelio traqueobronquial.
Los primeros en determinar la inmunorreactividad de la SP en el aparato
respiratorio fueron Nilsson y colaboradores en el aflo 1977 (Nilsson 1977). A este
nivel actda como un potente broncoconstrictor y ademds tiene efecto
vasodilatador sobre los vasos de la via aérea, induce la secrecién de moco y regula
el mecanismo de aclaramiento mucociliar (Hauser-Kronberger, Hacker et al. 1993,

Joos, De Swert et al. 2003).
SISTEMA CARDIOCIRCULATORIO

La SP es uno de los vasodilatadores mas potentes que se conocen. Su

administracién provoca hipotension y taquicardia (Evans, Dixon et al. 1988). Esta
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accion parece producirse por la activacion del NK1R en el endotelio. Ademas la SP
promueve la liberacién de factores endodgenos a nivel endotelial como
prostaciclinas, 6xido nitrico o factor relajante derivado del endotelio las cuales

reducen el tono de la musculatura lisa (Stewart-Lee and Burnstock 1989).

En el corazén, se han identificado fibras nerviosas que contienen sustancia
p en el corazén de diversos mamiferos incluido el hombre (Papka and Urban
1987). Estas fibras se distribuyen en vasos coronarios y sus ramas (Reinecke,
Weihe et al. 1980), plexo perivascular de arteriolas, capilares vénulas, paralelas a
las fibras miocardicas auriculares y ventriculares y asociadas con el sistema de
conducciéon (Weihe, Reinecke et al. 1981). También se han detectado fibras en las

valvulas cardiacas Wharton, Polak et al. 1981).

SISTEMA UROGENITAL

La SP se expresa en el rifién y pelvis renal, asi como en uréteres y en la
vejiga donde todas las capas contienen SP. Es una de las moléculas con mayor
poder vasodilatador y natriurético de los que se conocen. La infusién intrarrenal
de SP produce un aumento del flujo renal, del volumen de orina y de la excrecién

de sodio (Alm, Alumets et al. 1978).
APARATO REPRODUCTOR

La SP se expresa en Utero, ovarios y vagina asi como en tejidos placentarios
y cordon umbilical (Patak, Pinto et al. 2005). Se ha descrito la existencia de SP en
células granulosas del ovario describiéndose el papel de esta taquicinina en la
estimulacion del ovocito sobre la contraccién muscular de las trompas de Falopio y

posterior implantacién (Pintado, Pinto et al. 2003).
SISTEMA ENDOCRINO

La SP juega un papel muy importante en el ciclo menstural regulando la
ovulacion de diferentes mamifero (Kerdelhué, Williams et al. 2000), (Kerdelhué,
Lenoir et al. 2006). También se ha relacionado con los cambios producidos por el

envejecimiento a nivel del eje hipotalamo-hipofisario (Yuan, Wen-Xia et al. 2005)
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PIEL Y MUCOSAS

Se ha demostrado la existencia de SP en las terminaciones nerviosas de la
piel y mucosas. Asi existe inmunorreactividad para SP en la dermis papilar,
epidermis, corpusculos de Meissner, glandulas sudoriparas y vasos sanguineos. Al
estar también presente en las fibras C de la piel, se pone de manifiesto el papel
fundamental que juega en la nocicepcién (Dalsgaard, Jonsson et al. 1983),

(O'Shaughnessy, McGregor et al. 1983)
SISTEMA INMUNE

En la década de los 90 y se demostré que ciertos tipos de células
inflamatorias podian ser capaces de sintetizar y liberar TK, y que los NK1R
desempefiaban un papel como mediadores de la migracién extravascular de los
granulocitos en respuesta a diferentes estimulos en los tejidos inflamados (Maggi
1997). La amplia distribucion de las TK y sus receptores unido a su participacion
en una gran variedad de enfermedades inflamatorias e inmunolégicas llevé a
especular sobre su participacién como parte integrante de la inmunidad innata
(Pennefather, Lecci et al. 2004). El balance entre NP proinflamatorios y
antiinflamatorios resulta crucial para mantener una situacion inflamatoria basal de
reposo y de autotolerancia. La ruptura de este equilibrio parece jugar un papel
relevante en la patogénesis de enfermedades inflamatorias y autoinmunes (Reinke
and Fabry 2006, Reinke, Johnson et al. 2006).

Los NP proinflamatorios como la SP favorecen una respuesta CD4+Thl y
promueven la inmunidad celular. Otros, como el péptido relacionado con el gen de
la calcitonina (PRGC) son potentes supresores de la inmunidad celular (Seiffert and
Granstein 2002). La concentracion de SP estd muy aumentada en los focos
inflamatorios en enfermedades inflamatorias crénicas como la colitis ulcerosa o el
asma. Se ha demostrado que la SP a través del NK1R retrasa la apoptosis y, por
tanto, aumenta la supervivencia de los neutrofilos (Bockmann, Seep et al. 2001),
macrofagos (Kang, Jeong et al. 2001) y precursores de linfocitos T y B (Zhang, Lu et
al. 2000, Zhang and Paige 2003). También regula la actividad y funcion de células
dendriticas (O'Connell, Pingle et al. 2005), mastocitos (Shaik-Dasthagirisaheb,
Varvara et al. 2013) y células NK (del inglés natural killer) (Lighvani, Huang et al.
2005)
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SISTEMA HEMATOPEYETICO

La médula 6sea adulta es la fuente de la que emerge el sistema inmune.
Existen dos tipos de células madre pluripotentes en la médula 6sea adulta: las
células madre hematopoyéticas (CMH) que permiten el continuo recambio de
células hematopoyéticas y las células madre mesenquimales (CMM) que son fuente
de las células del estroma medular que participan en la diferenciacion del
microambiente hematopoyético para mantener y regular el crecimiento de las
CMH. Las CMM son células pluripotentes y adultas con plasticidad hacia diversos
linajes celulares como fibroblastos, condrocitos, osteoblastos, adipocitos y

mioblastos entre otros.

La hematopoyesis esta regulada por mediadores como citoquinas,
quemoquinas, neurotransmisores, neurohormonas, proteinas de la matriz
extramedular asi como por la interacciéon entre células. Las citoquinas han sido
consideradas tradicionalmente como el prototipo de mediador de la
hematopoyesis. Sin embargo, también existe una comunicacién bidireccional con el
sistema nervioso a través de la liberacién de neurotransmisores desde las fibras
nerviosas que inervan la médula dsea (Yamazaki and Allen 1990). Estos
neurotransmisores interactian con receptores especificos en las células de la
médula 6sea para liberar otros reguladores de la hematopoyesis, entre ellas las
citoquinas. En este contexto, las TK son liberadas en la médula 6sea como
neurotransmisores asi como de manera endégena por las propias células de la
médula 6sea. De este modo, tanto las TK como las citoquinas formarian parte del
complejo entramado de la regulacién de la hematopoyesis a través de diversos
mecanismos: la liberaciéon e induccién tanto de citoquinas como de TK, la
activacion de promotores de receptores taquicinérgicos como NK1R por parte de
las citoquinas y por ultimo la induccién de receptores de citoquinas por las TK
(Figura 65). De esta forma, se demuestra la interconexion existente entre el
sistema inmune y el nervioso para formar un eje de regulacién neural-inmune
hematopoyético (Greco, Corcoran et al. 2004). Por otro lado, las células del
estroma medular que son fuente de moléculas que sostienen a las CMH (Miiller-

Sieburg & Deryugina, 1995) son particularmente relevantes por dos razones: son
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una fuente no neuronal de neurotransmisores y expresan receptores especificos

para TK (Miiller-Sieburg and Deryugina 1995).

Cyfokine SP

HSC progenator

/Differentiation.
> <
Stromal Cell immune cell blood cell

Figura 65. Regulacion de la hematopoyesis por parte de la SP. La SP estimula la proliferacién de
progenitores e induce la produccioén de citoquinas en el estroma medular que inducen asimismo la

expresion de TAC1 (PPT-1) y SP. Imagen tomada de (Liu, Castillo et al. 2007)

Existen terminaciones nerviosas en la médula 6sea que contienen TK,
siendo la SP y NKA los neurotransmisores principales que actiian como
moduladores de la inmunidad y la hematopoyesis (Greco, Corcoran et al. 2004).
Las dos fuentes de SP y NKA en la médula 4sea son por un lado, las fibras nerviosas
peptidérgicas, y por otro lado los liberados por las propias células que residen en
la médula (Rameshwar, Ganea et al. 1993). Tienen efectos antagénicos sobre las
CMH. La SP a través de NK1R promueve la proliferacién y maduracion celular en
diversos puntos, mientras que NKA, a través de NK2R, inhibe esta proliferaciéon

celular tal y como se muestra en la figura 66.
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Figura 66. Resumen de las acciones hematopoyéticas de la SP y NK-A. (I) La SP tiene un efecto
estimulatorio sobre los progenitores primitivos de la médula osea (II) La SP estimula la proliferacién
de los progenitores eritroides precoces (BFU-E) y tardios (CFU-E). (IlI-VI) La SP tiene un efecto
sinérgico con diversas citoquinas para inducir la proliferacion de las colonias mixtas mieloide-
eritroide. Las flechas indican estimulacion hematopoyética por la SP. Estos efectos son

contrarrestados por la accién de la NKA (Imagen tomada de (Kang, Trzaska et al. 2004).

5.2-2 ACCIONES FISIOLOGICAS Y PATOLOGIAS RELACIONADAS CON LA SP

Las acciones fisiopatolégicas que ejerce el complejo SP y RNK1 son multiples.
Se ha descrito su implicaciéon en la regulaciéon del sistema cardiovascular, la
supervivencia y la degeneracién neuronal; en la regulacion de mecanismos
respiratorios, en el control del movimiento y de la miccién o en la regulaciéon de la

motilidad gastrica. También se ha demostrado su importante papel en procesos de
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inflamacion, dolor, depresion o cancer (Hokfelt, Broberger et al. 2000, Mufioz and

Covefias 2013).

La SP se libera preferentemente en circunstancias patologicas por lo que los
antagonistas de NK1R podrian ejercer su acciéon cuando el sistema SP-NK1R esta
regulado al alza y se produce una liberaciéon incrementada de SP y/o una
sobreexpresion de NK1R. Esto es lo que ocurre precisamente en procesos
patoldgicos y enfermedades como la emesis, prurito, depresidn, degeneraciéon
neuronal, enfermedad inflamatoria intestinal, en infecciones virales como el VIH o

en el cancer (Figura 67).
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Figura 67: Implicaciones del sistema SP/NKIR en patologia humana. Imagen tomada de (Munoz and

Covenas 2014).

Describimos a continuacion algunas de las principales patologias relacionadas.

CANCER.

Una de las acciones de la SP con mayor impacto en el campo de la
investigacion ha sido su capacidad mitogénica, comprobada en diferentes tipos

celulares sanos: células del tejido conectivo (Nilsson, von Euler et al. 1985),
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sinoviocitos (Lotz, Carson et al. 1987), fibroblastos (Ziche, Morbidelli et al. 1990) y
linfocitos (Payan, Brewster et al. 1983). También se ha comprobado su capacidad
para estimular la neovascularizaciéon a través de la inducciéon de proliferaciéon
endotelial (Ziche, Morbidelli et al. 1990). De hecho, la SP puede considerarse como

un mitégeno cuasi-universal.

La presencia de SP en tumores humanos se identifico en la en la década de
los 80, concretamente en tumores primarios del SNC (Allen, Hoyle et al. 1985). Una
década después, Hennig y colaboradores no s6lo demostraron la existencia de
NK1R en células tumorales de astrocitoma, glioblastoma, carcinoma medular de
tiroides, cancer de mama y ganglioneuroblastoma, sino que ademdas observaron
que en la mayoria de estos tumores este receptor se expresaba tanto en los vasos
sanguineos intra como peritumorales. Este hallazgo plante6 la hipdtesis de que la
SP participaba en la progresion y crecimiento de las células tumorales a través de
su relacion con los vasos sanguineos de la vecindad, actuando de forma autocrina y
paracrina en este contexto tumoral (Hennig, Laissue et al. 1995) (Reubi,
Mazzucchelli et al. 1996). En 1996, Luo y colaboradores comprobaron in vitro por
primera vez que concentraciones fisioldgicas de SP inducian mitogénesis a través
del NK1R en una linea celular de astrocitoma humano. Demostraron que esta
respuesta mitogénica estaba mediada por la estimulacién de la actividad de la
tirosin-kinasa y las kinasas extracelulares reguladas por sefial (ERK1 y ERK2)
(Luo, Sharif et al. 1996). Pocos afios después demostraron que el complejo SP-
NK1R participaba en el desarrollo y crecimiento in vivo del tumor en modelo
animal inyectando células tumorales de astrocitoma humano a ratones atimicos
(Palma, Bigioni et al. 2000). Con estos hallazgos se abria un nuevo camino para el

empleo de antagonistas de los NK1R como potencial tratamiento anticanceroso.

En la ultima década, numerosos trabajos entre los que destacan los
realizados por el equipo del Dr. Mufioz, han puesto de manifiesto que tanto la SP
como su receptor NK1R se expresan en diferentes tipos de células tumorales. En
todas las lineas tumorales estudiadas la SP inducia proliferacion celular y
mitogénesis, habiéndose demostrado el efecto antitumoral derivado del bloqueo
de los NK1R con diferentes antagonistas especificos de este receptor. Destacan los

estudios llevados a cabo en lineas celulares de retinoblastoma (Mufioz, Rosso et al.
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2007), neuroblastoma y glioma (Mufioz, Pérez et al. 2004, Mufioz, Rosso et al.
2005, Kast, Ramiro et al. 2016), leucemia aguda linfoblastica (Mufioz, Gonzalez-
Ortega et al. 2012), melanoma (Mufioz, Bernabeu-Wittel et al. 2011),
adenocarcinoma gastrico y de colon (Rosso, Robles-Frias et al. 2008, Mufioz and
Covenas 2016) cancer de mama (Bigioni, Benzo et al. 2005), cdncer de pulmén
(Munoz, Gonzalez-Ortega et al. 2012), hepatoblastoma (Berger, Neth et al. 2014) o

cancer de pancreas (Mufioz and Covefias 2015)entre otros.

Los estudios que relacionan el sistema SP-NK1R con la progresiéon tumoral

se basan en varios pilares demostrados con estos trabajos de investigacion:

* La SP esta presente en las células tumorales tanto en el citoplasma como el

nucleo.

* El receptor NK1R esta sobreexpresado en las células tumorales y en mayor

medida en los fenotipos tumorales de mayor malignidad.

* En las células tumorales la SP incrementa la fosforilacién y activacion de
PKB o Akt suprimiendo los mecanismos de apoptosis. La liberaciéon de
interleuquinas, taurina y glutamato por el propio tumor induce un proceso
inflamatorio el cual también incrementa los niveles de SP aumentando la

capacidad proliferativa de las células tumorales.

* Las células tumorales tienen tasa de glucogenolisis 200 veces superior a la
de las de sus tejidos originarios. El fendmeno por el que las células
tumorales producen energia por una alta tasa de glucogenolisis seguida de
una fermetnaciéon lactica sin anaerobiosis fue descrita por Warburg
(Warburg 1956). La liberacion de la SP proveniente de las células tumorales
produce glucogenolisis y la glucosa obtenida seria utilizada por las células
tumorales para aumentar su metabolismo. Los antagonistas del NK1R
bloquean la glucogenolisis en las células tumorales contrarrestando asi el

efecto Warburg (Medrano, Gruenstein et al. 1994).

e La SP induce un cambio rapido en la forma celular produciendo
evaginaciones citoplasmaticas o “blebbing” las cuales son importantes para
la movilidad celular, migracién celular y extensién e infiltracién tumoral

(Meshki, Douglas et al. 2009).
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* La SP estimula la neoangiogénesis al estimular la proliferacion de células
endoteliales incrementando el flujo sanguineo tumoral (Ziche, Morbidelli et
al. 1990). En la mayoria de los tumores se ha comprobado que tanto SP
como NK1R estan presentes en los vasos sanguineos intra y peritumorales y
de hecho, durante la neoangiogénesis tanto la inervacién tisular como NK1R

estan aumentados (Hennig, Laissue et al. 1995).

* Lainflamacidn crénica se ha relacionado con el riesgo de desarrollar cancer.
Asi por ejemplo, el sistema SP-NK1R se encuentra sobreexpresado en las
células epiteliales colonicas de pacientes con cancer asociado a colitis

(Gillespie, Leeman et al. 2013).

Por todo lo expuesto, el bloqueo de los receptores NK1R se ha convertido en
una diana terapéutica antitumoral de creciente interés en los tltimos afios (Mufioz

and Covefias 2013), (Munoz, Covenas et al. 2015).

ENFERMEDADES INFLAMATORIAS.

El efecto proinflamatorio que ejerce la SP sobre las células epiteliales y del sistema
inmune, ha puesto de manifiesto su participacién en diversas enfermedades
inflamatorias del tracto respiratorio, gastrointestinal y musculoesquelético
(O'Connor, O'Connell et al. 2004). Se ha encontrado un aumento en los niveles de
SP y expresiéon de NKIR en el recto y colon de pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal existiendo una correlacion con la actividad de la
enfermedad (Shimizu, Matsuyama et al. 2008). También se ha demostrado en la
enfermedad mucocutdnea inflamatoria crénica (Gonzalez Moles, Esteban et al.
2009). Los pacientes con asma presentan un aumento en la expresion tanto de SP
como NK1R en el arbol bronquial y parece jugar un papel importante en el
desarrollo de hiperreactividad bronquial, inflamacién de la via aérea y tos (Joos, De

Swert etal. 2003).
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ENFERMEDADES DEL SNC

TRASTORNOS AFECTIVOS. Se ha confirmado la presencia de SP en el
hipotalamo y amigdala, estructuras del sistema limbico involucradas en la
regulacion del comportamiento emocional (DeVane 2001). La SP desempefia un
papel fundamental en la regulacion de la afectividad emocional y respuesta
neuroquimica al estrés, por lo que alteraciones en este complejo SP-NK1R podrian
estar involucrados en la patogenia de la depresién y ansiedad entre otros
trastornos psiquiatricos (Kramer, Cutler et al. 1998), (Kramer, Winokur et al.
2004). Se ha comprobado que los sujetos con depresién aguda presentan niveles
plasmaticos de SP mayores (Bondy, Baghai et al. 2003), sintomatologia
esquizofrénica (Rimon, Le Grevés et al. 1984) y fibromialgia (Russell 2002). Todo
esto sugiere que la SP estd ligada funcionalmente al control de los fenotipos
afectivos de una manera compleja (Pantaleo, Chadwick et al. 2010) (Pantaleo et al.,

2010).

EMESIS: La SP estad presente en el nucleo del tracto solitario y en el area
postrema, ambas localizaciones estan implicadas en el control de la emesis. Ya en
1981, Armstrong y colaboradores implicaron a la SP en el reflejo nauseoso
(Armstrong, Pickel et al. 1981, Ades, Halyard et al. 2016) y posteriormente
numerosos trabajos preclinicos y ensayos clinicos en humanos han corroborado el
uso de antagonistas de NK1R para el control de los vomitos sin reacciones

adversas significativas (Ades, Halyard et al. 2016)

EPILEPSIA. La SP juega un papel proconvulsionante, demostrandose que,
inyectada en el hipocampo de la rata, la SP disminuye el umbral de inicio de la
actividad convulsiva, y de la misma manera el spantide II, un antagonista del
receptor de la SP, es capaz de suprimir la actividad electroencefalografica y
prevenir el desarrollo de nuevas crisis en este grupo de ratas (Liu, Mazarati et al.
1999). Ademas, se ha comprobado que los ratones carentes del gen TAC1

presentan una mayor resistencia a la aparicién de convulsiones, siendo éstas de
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menor intensidad y duracién y ademdas presentan una recuperacién mas rapida
tras las mismas (Liu, Cao et al. 1999). Estos datos demuestran el papel
proconvulsivante de la SP. Sin embargo, el efecto anticonvulsivante de los

antagonistas NK1R aun no ha sido probado en humanos.

ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS: Enfermedades como el
Parkinson, el Alzheimer, esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotrofica y corea
de Huntington son enfermedades neurodegenerativas en las que se ha encontrado
SP y NK1R en las areas cerebrales implicadas en estos trastornos (Gillberg,
Aquilonius et al. 1982), (Richfield, Vonsattel et al. 2002), (Sonomura, Nakamura et
al. 2007). Aunque en estudios preclinicos parece que los antagonistas NK1R
podrian tener efecto neuroprotector, ain no se han desarrollado ensayos clinicos

en humanos que lo hayan demostrado.

EFECTOS NEUROTROFICOS. El concepto de neurogénesis adulta se ha
postulado como un mecanismo potencial por el cual el tejido neuronal danado
puede ser reemplazado mediante la activacion y el desarrollo de células
progenitoras neuronales. La capacidad de la SP de promover el crecimiento
neuronal es un fenémeno bien conocido. Se ha demostrado que en el area cortical
subventricular y en el giro dentado del hipocampo del cerebro de rata, areas ricas
en células madres neuronales, la introduccién de SP induce un aumento en el

numero de células progenitoras neuronales (Park, Yan et al. 2007)
INFLAMACION NEUROGENICA.

Es uno de los ejemplos mas notables del papel que la SP desempeia en procesos
fisiopatoldgicos. Se cree que es consecuencia de la estimulacién eléctrica, mecanica
y quimica de las fibras C de las terminaciones de las neuronas sensoriales.
Intervienen diferentes neurotransmisores, aunque es la SP el principal mediador
(Lembeck and Holzer 1979, Pernow 1985). La SP activa el NK1R presente en las
células endoteliales produciendo vasodilatacién, aumento de la permeabilidad
capilar, extravasacién plasmatica y aumento de la expresidon de las moléculas de

adhesion ICAM-1, facilitando por medio de éstas la migracion transendotelial e
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infiltracién de los neutréfilos en el foco inflamatorio (Nakagawa, Sano et al. 1995).
También presenta como ya hemos mencionado anteriormente actividad neuro-
inmunorreguladora sobre la inmunidad celular y humoral, estimulando la
proliferaciéon de células T, diferenciacion de células B, degranulaciéon de mastocitos
y diapédesis leucocitaria (Krause, Takeda et al. 1992). Activa el factor de
transcripcion NF-kappaB, con un papel muy importante en la regulacion de la
expresion de moléculas proinflamatorias como IL-8 (Fiebich, Schleicher et al.
2000). La SP también induce un aumento en la expresiéon de IL-2 por las células T
(Calvo, Chavanel et al. 1992), e IL-1, IL-6 y TNF-a por astrocitos (Gitter, Regoli et al.
1994) y monocitos (Lotz, Vaughan et al. 1988). En modelos murinos se ha
comprobado que el bloqueo de los NK1R protege al higado del dafio inflamatorio
mediado por citoquinas (Bang, Sass et al. 2003) y reduce el dafio por isquemia-
reperfusion a nivel de la arteria mesentérica superior en ratas (Souza, Cara et al.

2000).

DOLOR.

La SP es uno de los principales neurotransmisores implicados en la transmision de
la sensacién dolorosa y su posterior elaboraciéon en el SNC. Produce eritema al
dilatar los vasos cutaneos, y edema por descarga de histamina. Tras su liberacién,
la SP excita las neuronas nociceptivas en las astas dorsales de la médula donde
activan los NK1R de las vias de transmision del dolor hacia el SNC (Severini,
Improta et al. 2002). También esta involucrada en el proceso de integracion del
dolor a nivel central y en la generacidn del estrés y ansiedad que éste desencadena
(DeVane 2001). Se ha comprobado que si se inyectan antagonistas de la SP en la
médula espinal sobreviene una acciéon analgésica y se reduce el tiempo de accién
frente a los estimulos dolorosos. Por otro lado, existe una relacién entre la SP y los

neurotransmisores opioides endégenos implicados en los procesos de analgesia

del SNC.

El papel de SP-NK1R en nocicepcidn e hiperalgesia en modelos animales ha
quedado demostrado con trabajos que muestran cémo la delecion de TAC1
modera el dolor y previene la inflamacién neurogénica (Cao, Mantyh et al. 1998) y

estudios en los que suprimiendo NK1R se suprime el dolor inducido por estrés (De
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Felipe, Herrero et al. 1998). Sin embargo, el uso de antagonistas de NK1R como
analgésico no ha sido validado en los ensayos clinicos (Hill 2000). Estos resultados
son llamativos, pues los trabajos preclinicos lo sugerian fuertemente. El papel, por
tanto, de SP y NK1R en la modulacién del dolor y la hiperalgesiaes es tal vez mas

sutil de lo que inicialmente se penso.

INFECCIONES VIRICAS

Se ha demostrado la implicacién del complejo SP-NK1R en la patogenia de
difeerentes infecciones viricas, entre las que destacan la miocarditis (Robinson,

Garza et al. 2009) (Robinson, Taffet et al. 2015) y la infeccién por VIH.

Se han encontrado niveles de SP elevados en el plasma de hombres y mujeres con
infeccion por el VIH (Douglas, Lai et al. 2008). Ademas se ha comprobado que los
macrofagos y linfocitos de pacientes infectados por este virus expresan niveles
superiores de SP, lo que llev6 hace ya mas de una década a plantear la hipétesis de
que la interaccion del VIH con la SP podria tener relevancia en la
inmunopatogénesis de la infecciéon por el VIH y desarrollo del SIDA (Ho and
Douglas 2004). Posteriormente se comprob6 que el bloqueo de los NK1R con
aprepitant ejercia un efecto anti-VIH1 en células mononucleares de sangre
periférica, ademas de una sinergia con algunos inhibidores de la proteasa (Manak,
Moshkoff et al. 2010). Recientemente se ha comprobado que la SP aumenta la
expresion del VIH-1 en neuroesferas de origen fetal infectadas por este virus
(Schwartz, Spitsin et al. 2013) y que la activacién de NK1R por la SP contribuye al
aumento de la infeccién por VIH en macroéfagos al inducir la expresion de CD163

(Tuluc, Meshki et al. 2014).
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. OBjeTIVOS

1. JUSTIFICACION

Estudios previos han demostrado que la SP puede tener un papel
etiopatogénico en una gran variedad de fendémenos fisioldgicos y fisiopatoldgicos.
Se trata de un neuropéptido que pertenece a la familia de las taquicininas y
sefializa a través de su receptor de mayor afinidad, el NK1R Aunque inicialmente
se pensd que tenia exclusivamente un origen neuronal, se ha demostrado su
expresion en multiples sistemas periféricos donde no sélo se distribuye en las
terminaciones nerviosas sino que también, otros tipos celulares -como células
enteroendocrinas, células epiteliales de la mucosa, endoteliales y células del
sistema inmunitario- pueden secretarla. De hecho existe SP en la placenta, que es
un organo carente de inervacion. Asi mismo, se ha descrito la presencia de SP en el
corazon lo que ha supuesto una modificacién en el concepto clasico de inervacién
cardiaca, pues se ha comprobado que el control nervioso de este érgano es mucho
mas complejo que la simple regulacion doble -adrenérgica y colinérgica- y que la

inervacion peptidérgica cardiaca juega un papel fundamental.

A pesar de los diferentes neurotransmisores y neuropéptidos claramente
relacionados con la inervaciéon cardiaca hay una falta de conocimiento de la
distribucién exacta de la SP en el corazén humano y de los mecanismos precisos
que activan estas moléculas para intervenir en la patogénesis de multiples
patologias cardiacas. La evidencia que se ha acumulado hasta el momento sugiere
que la SP desempefa una funcién esencial en la insuficiencia cardiaca, la
miocarditis y el remodelado postinfarto siendo el centro y raiz de los diversos
mecanismos que se ponen en marcha en estas situaciones asi como en otras

discrasias cardiacas.

Hasta el momento no hay estudios publicados en relacién a la presencia y
distribucién de la SP en el corazén humano fetal. Si existen trabajos que relacionan
a este péptido con la corioamnionitis, el sindrome inflamatorio fetal o la
prematuridad postulandose que ejerce una funciéon esencial en el desarrollo

embrionario. El conocimiento del patrén de expresién y distribucién de esta
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taquicinina y su receptor en el tejido cardiaco sano adquiere gran interés pues
serviria como punto de partida para posteriormente establecer su implicacién en
diferentes situaciones patoloégicas como pueden ser las cardiopatias congénitas,
arritmias fetales, miocardiopatias o insuficiencia cardiaca entre otras. Pero lo
verdaderamente apasionante de este nuevo paradigma es la disponibilidad de
moléculas antagonistas del NK1R que podrian tener una importante actividad
terapéutica. De hecho, algunos de estos compuestos ya estan siendo utilizados en
la clinica habitual para el tratamiento de situaciones patolégicas, como por
ejemplo, los vomitos incoercibles inducidos por quimioterapia. Pero ademas se
estan desarrollando multiples estudios con resultados prometedores para otros

usos, incluidos el tratamiento del cancer, la depresion o la miocarditis virica.

Se podria por tanto afirmar que es profundamente necesario seguir
trabajando en esta linea de investigacidn, y si la evidencia experimental continda
demostrando la importancia de la SP, la modulacién de esta via va a significar una
estrategia crucial para el tratamiento y prevencion de numerosas patologias

cardiacas en el futuro proximo.

Esta tesis se centra en describir la localizacién y distribucién de la SP y el

NK1R en el corazén humano, desde la etapa fetal a la adulta.

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipoétesis que nos planteamos en la elaboracién de este trabajo es que, en
el corazén humano, ya desde la vida fetal, se expresarian tanto la SP como NK1R

atendiendo a un patrén histolégico caracteristico.
Los objetivos principales de la presente tesis son los siguientes:

1. Estudiar la expresién y localizacién de la sustancia P en tejido cardiaco
humano sin alteraciones ni patologia cardiaca, realizando una descripcion

detallada de su distribucion en las distintas zonas del mismo.

2.  Estudiar la expresion y localizacion del receptor NK1 en tejido cardiaco
humano sin alteraciones ni patologia cardiaca, realizando una descripcion

detallada de su distribucion en las distintas zonas del mismo.
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m. MATERIAL Y METODOS

1. METODO DE TRABAJO

1.1. DISENO DEL ESTUDIO
Estudio piloto observacional descriptivo anatémico-morfolégico en el que se
evalla de forma semicuantitativa la expresion y distribucion

inmunohistoquimica de la SP y NK1R en el corazon.

1.2. POBLACION DE ESTUDIO Y TAMANO MUESTRAL.
La especie elegida en nuestro trabajo fue el ser humano en su etapa fetal,
neonatal y adulta. Se revisaron todas las muestras de tejido cardiaco de fetos,
neonatos y adultos procedente de autopsias incluidas en formol y obtenidas en
el Hospital Virgen del Rocio desde el 1 de enero de 2012 hasta el 31 de
diciembre de 2012. Del total de autopsias computadas en este afio (117) se
seleccionaron aquellas muestras de pacientes que cumplieran unas condiciones
establecidas. Estas quedan definidas en los criterios de inclusién que a

continuacion se detallan:

CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Autopsias de fetos, neonatos o adultos en los que no exista un diagnostico
de enfermedad o malformacién cardiaca como causa de muerte.

2. Material histolégico en buen estado de conservacién, sin dafios o
artefactos en su procesamiento.

3. Ausencia de alteraciones detectadas en el estudio morfolégico que
impidan el analisis de todas las zonas cardiacas que queremos analizar.

4. Ausencia de alteraciones detectadas en el estudio histolégico que puedan
influir en la expresion de la SP y el NK1R: dafio estructural, infiltrado
inflamatorio o cualquier otro dato de actividad inflamatoria e isquemia

cardiaca.
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CRITERIOS DE EXCLUSION:

1. Autopsias de fetos, neonatos o adultos cuya causa de muerte esté
relacionada con alguna patologia cardiaca.

2. Autopsias de fetos, neonatos o adultos que recibieran tratamiento con
esteroides

3. Material histolégico con alteraciones anatémicas que impidan una
correcta obtencion de las zonas a estudiar

4. Material histolégico con alteraciones histolégicas de tipo inflamatorio,
estructural o isquémico.

5. Material histolégico en mal estado de conservacion.

Tras descartar las muestras de pacientes que presentaran alguin criterio
de exclusidn, los casos elegibles o que pudieran ser incluidos en la investigacién
se redujeron a 33. De esta manera se conseguia una poblacién de estudio
seleccionada evitando posibles factores de confusiéon que pudieran artefactar o

falsear los resultados obtenidos.

Por ultimo, de estos 33 se seleccion6 una muestra representativa
constituida por 10 autopsias que componen nuestra muestra de estudio final.
Para ello se ordenaron todas las piezas por nimero de autopsias y se extrajo la
muestra de estudio. Para asegurar la representatividad de la misma, se
seleccionaron las autopsias a través de un muestreo aleatorio simple. No existe
como vemos, calculo previo del tamafio muestral porque al tratarse de un
estudio descriptivo y al realizar una técnica de muestreo de forma
probabilistica queda asegurada la representatividad de la muestra. Por tanto,

los resultados obtenidos pueden inferirse a las 33 piezas anatémicas.

149

Ana Méndez Santos



Inmunolocalizacién de la sustancia P y del receptor NK1 en el corazén humano desde la vida fetal a la adulta

AUTOPSIAS

realizadas 2012
de referencia (N=117)

CRITERIOS DE
EXCLUSION

Poblacion

CRITERIOS DE INCLUSION

CORAZONES DE
FETOS, NEONATOS Y
ADULTOS

(N=33)

ALEATORIZACION

CORAZONES DE
FETOS, NEONATOS Y
ADULTOS

(N=10)

1.3. NUMERO DE MUESTRAS Y DEFINICION DE LAS ZONAS A ESTUDIAR

De cada caso del estudio obtenemos 9 muestras diferentes de tejido cardiaco,
correspondientes a las distintas zonas que queremos estudiar:
Las zonas sujetas a estudio fueron:

a) Nodo sinoauricular (Nodo SA).

b) Nodo auriculoventricular (Nodo AV).

c) Pared cardiaca de auricula derecha (AD)

d) Pared cardiaca de auricula izquierda (Al).

e) Pared cardiaca de ventriculo derecho (VD).

f) Pared cardiaca de ventriculo izquierdo (VI).

g) Pared de arteria coronaria.

h) Tejido valvular.

i) Pared de arteria aorta a nivel de |

A su vez de cada zona de tejido cardiaco estudiamos tres muestras

correspondientes a la tincién con SP, NK1R, y tincién con hematoxilina-eosina.
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Control de calidad

En cada proceso de inmunohistoquimica se incluyé una muestra de placenta como
control positivo tanto de SP como de NKI1R, previamente analizado, valorado,
validado y publicado (Mufioz, Pavon et al. 2010), con el fin de asegurar un
rendimiento correcto de todos los reactivos aplicados. También se incluyé una
muestra como control negativo de especificidad del anticuerpo sustituyendo el

anticuerpo primario por suero.

De esta manera, el nimero total de muestras estudiadas ha sido 270.

1.4. ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION

El estudio se ha realizado siguiendo los principios éticos para las
investigaciones en seres humanos segun la Declaracion de Helsinki de 1964,
actualizada en posteriores revisiones (World Medical 2013). Se han seguido las
normas de Buena Practica Clinica dictadas por la Conferencia Internacional de
Armonizacién de Directrices sobre Buena Practica Clinica y los requisitos de las
Autoridades Sanitarias Espafiolas establecidos en el Real Decreto 711/2002 de 19
de Julio. También se han cumplido las Pautas Eticas Internacionales para la
investigacion biomédica en seres humanos del Consejo de Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Médicas del afio 2002. (Council for International

Organizations of Medical 2002)

Se garantizard la proteccion de la intimidad personal y el tratamiento
confidencial de los datos personales que han resultado de la actividad de
investigacion biomédica, conforme a lo dispuesto en la Ley 41/2002, de 14 de
noviembre y sus modificaciones (Ley 41/2002 2002) y en la Ley Organica 15/1999,
de 13 de diciembre. (Ley Orgdnica 15/1999 1999). Todo esto se llevé a cabo
mediante la anonimizacién de los datos a través de la codificacién de los pacientes
al introducirlos en una base de datos informatizada, de manera que solo fueran

identificables por los investigadores.
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Se solicité la valoracién del proyecto de tesis por parte del Comité de Etica de
la Investigacion del Hospital Universitario Virgen del Rocio, con informe valorable
con fecha de 28 de enero de 2014 (Anexo I). También se obtuvo, tras la solicitud de
biorecursos al Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia, un acuerdo de
cesion de las muestras bioldgicas tras haber sido informada esta de forma positiva
por el Comité Cientifico y de ética del citado Biobanco. Segtin este acuerdo, ademas
de la legislacion arriba referida, la investigacion realizada en este estudio ha tenido
que hacer uso de las muestras bioldgicas con la normativa especificada para dichos
fines: Ley 14/2007 de 3 de Julio (Ley 14/2007) y Real Decreto 1716/2011, por el
que se establecen los requisitos basicos de autorizaciéon y funcionamiento de los
biobancos con fines de investigaciéon biomédica y del tratamiento de las muestras
biolégicas de origen humano, y se regula el funcionamiento y organizacién del
Registro Nacional de Biobancos para investigacion biomédica (Real Decreto

1716/2011 2011) (Anexo II).

La informacién podra ser requerida por el Comité de Etica de la Investigacién

o por la autoridad sanitaria pertinente.

Ana Méndez Santos

152



Inmunolocalizacién de la sustancia P y del receptor NK1 en el corazén humano desde la vida fetal a la adulta

2. MATERIAL DE ESTUDIO Y TECNICA DE

INMUNOHISTOQUIMICA

2.1. Material bioldgico: anticuerpos y tejido cardiaco.

ANTICUERPOS

Se emplearon los siguientes anticuerpos para el estudio inmunohistoquimico:

- Anticuerpo policlonal de conejo anti NK1R (Sigma-Aldrich, Espafia:
Referencia S8305 y Lote 083M4759 de 2014; 2 ml). Se utiliz6 una soluciéon
de anti NK1R y diluyente en una proporcion de 1:1000.

- Anticuerpo policlonal de conejo anti Sustancia P (Sigma-Aldrich, Espafia:
Referencia S1542 y Lote 030M4767 de 2014; 2 ml). Se utiliz6 una solucion
de anti SP y diluyente en una proporcién de 1:2000.

TEJIDO CARDIACO

Las muestras de tejido cardiaco se obtuvieron del depédsito de material
histologico del Hospital Universitario Virgen del Rocio, solicitando todos los
Biorecursos al Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia segin el
procedimiento establecido y contando siempre con la colaboracion del

Departamento de Anatomia Patolégica de dicho centro.

2.2. Material fungible y de inventariable: procesamiento de

muestras y descripcion de inmunohistoquimica indirecta.

Para el procesamiento de las muestras y la técnica de inmunohistoquimica se
utilizaron los materiales que a continuaciéon se detallan siguiendo el siguiente

procedimiento:
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a) Fijacion de las muestras en formaldehido al 4%.

b)
c)

d)

f)

Tallado de las piezas cardiacas.
Inclusiéon de las muestras en bloques de parafina segin el protocolo
habitual del servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Virgen del Rocio.
Corte y desparafinado de las muestras. Se realizaron cortes entre 3-5 pm
con un micr6tomo y se montaron en portaobjetos cargados
electrostaticamente destinados a inmunohistoquimica. Las muestras de
tejido parafinado se incubaron durante 24 horas en la estufa a 372C y a
602C durante los 30 minutos previos a la realizacién de Ila
inmunohistoquimica.
Recuperacion antigénica inducida por calor. La recuperacion del epitopo
se realizé mediante el sistema Dako PT link (Dako, Epafia) junto con la
rehidratacién del tejido. Para este proceso se utilizaron las soluciones
incluidas en el kit de inmunohistoquimica EnVision™ FLEX solucién de
recuperaciéon antigénica, pH bajo (50x) tapon de citrato (pH 6.1) (cédigo
K8005/DM829), diluida en agua destilada (1:10), durante 20 minutos a
962C. Posteriormente, y ya a 652C se realizd el lavado con solucién EnVision
™ FLEX Buffer de lavado (20x) (Cédigo K8007/DM831), tamponada con
solucion Tris diluida con agua destilada (1:20) y a temperatura ambiente,
durante 5 minutos.
Procedimiento automatizado de tincion inmunohistoquimica en
analizador Autostainer Link. Preparacion de los reactivos. El
procesamiento y tincién del tejido se realizé de forma automatizada y
estandarizada en DakoAutostainer Link analizador (Dako, Espafia),
mediante kit de inmunohistoquimica comercializado EnVision™ FLEX, High
pH,(link) (Dako, Espafia). Las soluciones que se incorporaron directamente
al analizador fueron:
* EnVision™ FLEX reactivo bloqueante de peroxidasa (c6digo SM801):
para la inhibicién de la peroxidasa endégena.
* EnVision™ FLEX/HRP (c6digO SM802): dextrano unido a moléculas de
peroxidasa y moléculas de anticuerpo secundario de cabra contra
inmunoglobulinas de conejo.

* EnVision™ FLEX + rabbit (linker) (c6digo K8009/SM805): para la
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incubacién de cortes con anticuerpo secundario.
* EnVision™ FLEX Hematoxilina (cédigo K8008/SM806): para Ila
realizacion de la contratincion.

* EnVision™ FLEX Buffer de lavado (20x) (Cédigo K8007/DM831)
Ademas fue necesaria la preparacién de las siguientes soluciones:

* EnVision™ FLEX Sustrato buffer (c6digo SM803) y EnVision™ FLEX
Cromodgeno DAB+ (diaminobenzidina) (c6digo DM827) en una proporcion
de 1 gota de cromo6geno por cada 20 ml de sustrato.

e Dilucién de anticuerpos policlonales primarios de conejo (anticuerpo
antisustancia P (Referencia S1542, Sigma Aldrich, Espafia) en proporcion
1:2000 y anti NK1R (Referencia S8305, Sigma Aldrich, Espafia) en
proporcién 1:1000, con soluciéon EnVision™ FLEX Diluyente de anticuerpo

(codigo K8006,/DM830).

Se programd en el software del autoanalizador, los pasos de tincion y los tiempos
de incubacién de los cortes en inhibidor de la peroxidasa enddgena, en antisuero
primario especifico para cada anticuerpo, en anticuerpo secundario marcado con

peroxidasa, en el revelador con diaminobencidina y en la tinciéon de hematoxilina.
g) Deshidratacion del tejido y montaje.

Una vez finalizado el procedimiento de automatizado con la contratinciéon con
hematoxilina, se llevaron las muestras a agua destilada, y a continuacidn, se realizo
la deshidratacién de las muestras mediante el paso de los portaobjetos por una
bateria de alcoholes a concentracion creciente: 60% (30 segundos), 70% (30
segundos), 80% (30segundos), 90% (5minutos), 96% (5minutos), 100%
(5minutos). Finalmente se pasaron las muestras por tres cubetas de xiloles, para
eliminar el alcohol: de forma rapida en las dos primeras y en la tercera, el tiempo
necesario hasta el montaje. A cada cristal sacado del xilol, se le asigna un
cubreobjetos al que se le ha anadido pegamento Pertex. Tras el secado, las
muestras estan preparadas para la visualizacién del resultado con el microscopio
optico.
h) Visualizacién de las muestras al microscopio

El microscopio utilizado fue el modelo Olympus BX61 dotado con objetivos de
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diferentes aumentos (4X, 10X, 20X, 40X, 60X, 100X) acoplado a una camara
fotografica digital Olympus modelo DP72. Se obtuvieron fotografias de las
muestras mas representativas. Para el procesamiento de las imagenes se emple6 el
software CellSensDimension (version 1.4, 2010, Olympus Corporation). Las
imagenes del apartado resultados, se obtuvieron mediante la opcién que ofrece
este programa de edicion fotografica de superponer diferentes imagenes obtenidas
varios planos del eje Z (separados entre si por 0.1 um), integrando los diferentes

puntos enfocados de cada plano en una sola imagen final.

2.3. Valoracion e interpretacion de los resultados

Las muestras fueron valoradas e interpretadas con la colaboracién de un
facultativo especialista de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario Virgen
del Rocio. Para cada uno de los casos de este estudio se valord la expresion
inmunohistoquimica de SP y NK1R de forma sistematica en los tipos celulares

diferentes presentes en cada pieza cardiaca seleccionada.

Para la interpretacién inmunohistoquimica, en cada muestra se puntué tanto
la intensidad como la extensidn de la tincién mediante estimacién visual, para cada
uno de los elementos histologicos ya definidos, empleando para ello una escala
semicuantitativa previamente definida y de uso habitual conocida como método

Allred.

En este sistema, los criterios de valoracion de extension e intensidad son los

siguientes:

o EXTENSION: expresado en porcentaje de células con inmunoreaccién a SP o

NK1R con respecto del total de células:

0%
<1%
1-10%
11% -33 %
34% - 66%
>67%

U WIN = O
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e INTENSIDAD:

| INTENSIDAD

Nula
Débil
Intermedia
Fuerte

WIN|= O

De la suma de ambos parametros, se obtiene una puntuacion final en un rango
que oscila entre 0 y 8. La positividad de la expresion de SP y NKI1R, fue
determinada si la tincién a nivel nuclear y/o citoplasmatica, era positiva en al

menos el 10% de las células.

Se establecié una gradacién de la tinciéon inmunohistoquimica en funcién de la

puntuacion total obtenida:
* Tincién negativa: puntuacién Allred menor o igual a 2.
e Tincién positiva intermedia: puntuacion de Allred igual a 3 6 4.

* Tincion positiva alta: puntuacion de Allred igual o mayor a 5.

Este sistema de evaluacién que originalmente fue definido para la valoracién
semicuantitativa de la expresién inmunohistoquimcia de la expresion de
receptores hormonales en el cancer de mama (Allred, Clark et al. 1993), (Allred,
Harvey et al. 1998) se ha extendido en la actualidad como instrumento para la
valoracién de la tincion inmunohistoquimica de la expresion de diversos
biomarcadores en multiples tejidos (Balan, Simion et al. 2011), (Bastiirk, Kement

et al. 2012), (Bjgrndal, Larsen et al. 2011).
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iv. RESuLTADOS

1. DESCRIPCION DE LA SERIE DE CASOS Y DEFINICION DE
LAS ZONAS ESTUDIADAS.

La distribucién de los casos seleccionados en cuanto al origen de la muestra de

tejido cardiaco en funcién de la causa de muerte y la edad fue la siguiente:

PESO CORAZON

CAUSA MUERTE
(gramos)

21 semanas I.V.E, S. Down 3
23 semanas Corioamnionitis 3,7
25 semanas Desprendimiento prematuro de placenta (DPP) 4
34 semanas Insuficiencia fetoplacentaria 18
37 semanas Nudo de cordén umbilical 17
38 semanas DPP 15
40 semanas DPP 27
40 semanas Muerte subita 25

54 afios Hepatocarcinoma 400

55 afios Shok postransplante hepatico 280

Tabla 9. Serie de casos seleccionados, clasificados por edad, peso del corazén y causa de la muerte

De cada uno de los casos de estudio hemos obtenido 9 muestras diferentes de
tejido cardiaco tal y como se explicé en el apartado Material y Métodos. A
continuacidn se describiran los resultados obtenidos atendiendo a la siguiente

clasificacién:

¢ Paredes del corazén
¢ Sistema de conduccién
* Arterias coronarias

¢ Grandes vasos
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2. TINCION CON HEMATOOXILINA-EOSINA.

La tincion con hematoxilina-eosina de cada caso estudiado permitié
corroborar la adecuada conservacidn y estructura de las distintas zonas estudiadas
del tejido cardiaco, descartando la presencia de alteraciones histoldgicas

importantes.

Figura 68: Microfotografia de tejido cardiaco: miocardio de ventriculo derecho, tefiido con
hematoxilina-eosina. A) Neonato de 34 semanas de edad gestacional (40x). B) Feto de 25 semanas

(20x)

Figura 69: Microfotografia de tejido cardiaco : miocardio de ventriculo izquierdo, tefiido con

hematoxilina-eosina. A) Feto de 25 semanas de edad gestacional (20X). B) Adulto (20X)
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Figura 70: Microfotografia de tejido auricular. A) Miocardio Al (10x) adulto. B) Epicardio corte
AD.(10x) caso 6 adulto.

Figura 71: Microfotografia del tejido de conduccién cardiaco correspondiente al nédulo sinusal de un

corazon adulto. A) 4x B) 10x C) 40x
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Figura 72: Microfotografia de tejido de conduccién cardiaco correspondiente al nodo

auriculoventricular de neonato de 34 semanas (4X)

Figura 73: Microfotografia de arteria coronaria de neonato de 38 semanas (40x)
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3. EXPRESION Y DISTRIBUCION INMUNOHISTOQUIMICA

DE LA SP

3.1. PP AREDES DEL CORAZON

3.1.1. Miocardio de auricula derecha
Adulto

El miocardio de la auricula derecha de corazon adulto presenta una
intensa expresion de SP en la totalidad de las células observadas. Mas de un 70%
presentan una expresion intensa de SP tanto a nivel de la membrana nuclear como
en el interior del ndcleo (++/+++). A nivel citoplasmatico encontramos expresion
de la SP en todas las células del miocardio con una intensidad menor a la nuclear
(+/++). Obsérvese en la imagen el patréon nuclear de expresion, que en ocasiones es

mas intenso a nivel de la membrana perinuclear (Figura 74-D).

Figura 74. Inmunorreactividad de la SP en el miocardio de la auricula derecha de corazon adulto. A)

40X. B) 100C)(100X) D)Detalle de imagen C.
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Feto y neonato

El miocardio de la auricula derecha de corazon de fetos y neonatos
presentan expresion de SP en la totalidad de las células observadas. Menos del
10% presentan una expresion de SP a nivel nuclear (++) mientras que el 100% de

las células observadas expresan SP a nivel citoplasmatico con una intensidad

variable (+/++).

Figura 75: Expresion inmunohistoquimica de SP en el miocardio de la auricula derecha. A) Feto de 25

semanas (40X), B) RNT (40X).
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3.1.2. Miocardio de ventriculo derecho

El ventriculo derecho presenta una expresién de SP menos intensa que la

observada en la auricula derecha. Tanto en fetos como en neonatos la expresion

de SP es esencialmente citoplasmatica con una intensidad moderada(++) y
constante. La mayoria de los nucleos, por el contrario, no expresan SP como
observamos en la imagen (Figura 75) por lo que las puntuaciones de Allred
obtenidas para valora la expresion nuclear de SP en fetos y neonatos es baja (2-3).
En adultos, aumenta la proporcién de nicleos que expresan SP observandose unas
puntuaciones de Allred positivas intermedias. En la Figura 76 podemos observar
como la proporcién de nucleos tefiidos aumenta en relacién directa a la edad.
Nétese que la mayoria de estructuras con aspecto nuclear tefiidas con intensidad
alta y forma circular corresponden a la irrigacién de las células miocardicas
(capilares, vasos) y no al ntcleo del miocito el cual, en estas imagenes no esta tefiio

y posee una forma mas irregular (Figura 76).

Figura 76. Expresion inmunohistoquimica de SP en ventriculo derecho humano. A) Feto de 25

semanas (20X). B) Feto 25 sem (40X). c) Neonato a término (40x) D) Adulto (40x)
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3.1.3. Miocardio de auricula izquierda

El miocardio de la auricula izquierda presenta un patrén de expresién de SP
citoplasmatico en el feto y neonato y nuclear en el adulto. A nivel citoplasmatico,
los miocitos, tanto de fetos como de neonatos, presentan una inmunorreactividad
constante, extensa y moderada con una puntuacién de Allred positiva alta (5 a 6).
Sin embargo, la tincidn es negativa o débil a nivel nuclear en todos los fetos y
neonatos que se han analizado con una escasa proporciéon de nucleos tefiidos
(Figura 77-A y 77-B). En adultos, la expresidon citoplasmatica es positiva
intermedia con una intensidad débil-moderada (+/++). Por el contrario, existe

una mayor proporciéon de nucleos con tincién positiva e intensidad fuerte.

Figura 77. Inmunorreactividad de la SP en el miocardio de la auricula izquierda. A) Corte longitudinal
de miocardio de neonato de 34 semanas (40X). B) Detalle de imagen A. C) Corte transversal de

miocardio de adulto (40X). D) Detalle de imagen c.
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3.1.4. Miocardio de ventriculo izquierdo

Fetal

El miocardio del ventriculo izquierdo de las muestras correspondientes a
corazones fetales muestra un patréon de expresiéon de SP moderada a nivel
citoplasmatico. No existe, como ocurre en el resto de miocardio fetal,

inmunoexpresion nuclear.

Neonatos y adultos.

Las muestras de ventriculo izquierdo tanto de neonatos como adultos
muestran inmunoexpresion fundamentalmente a nivel de las células del intersticio
correspondientes a pequefios vasos sanguineos. El citoplasma de los miocitos del
ventriculo izquierdo de neonatos y adultos presenta una expresion menos intensa.
Respecto a la inmunoexpresiéon nuclear también es negativa o débil en el

miocardio de ventriculo izquierdo de neonatos y adultos.

Figura 78. Expresion inmunohistoquimica de SP en el ventriculo izquierdo. A) Feto de 25 semanas
(40X). B) Neonato de 34 semanas (40x). C) Adulto (40X). D) Detalle de la imagen C. Nétese la ausencia

de inmunoexpresion a nivel del niicleo del cardiomiocito
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3.2. EPICARDIO

Las células mesoteliales del epicardio expresan SP de forma intensa y
constante en todas las muestras observadas, tanto de fetos, neonatos como
adultos. Esta inmunoexpresion es alta (puntuaciéon de Allred: 8) tanto a nivel
nuclear como a nivel citoplasmatico (puntuacién de Allred: 5). El tejido conjuntivo

(adipocitos, fibras elasticas) no expresan SP ni a nivel nuclear ni citoplasmatico.

Figura 79: Expresion inmunohistoquimica de SP en epicardio Epicardio (20x) caso6

3.2. SISTEMA DE CONDUCCION

Adulto

De forma general podemos decir que la SP presenta una expresion

fundamentalmente nuclear en el tejido de conduccién adulto.

Los miocitos del sistema de conduccion del corazén adulto presentan
una intensa expresion de SP en la totalidad de las células observadas, tanto a
nivel del nédulo sinusal como del nddo auriculoventricular. Mas de un 70%
presentan una expresion intensa de SP a nivel nuclear (+++), por lo que la
puntuacion de Allred es alta. A nivel citoplasmatico encontramos expresiéon de

la SP en todas las células del miocardio con una intensidad menor a la nuclear

(+/++).
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Figura 80. Expresion inmunohistoquimica de SP en células nodales. A) Nodo sinoauricular de adulto
(4x). B) Nodo sinoauricular adulto (40x), se aprecia la expresion inmunohistoquimica de SP con un

patrén nuclear.
Neonato

En las células del tejido de conduccién del neonato se ha observado expresion
de SP positiva a nivel citoplasmatico. Sin embargo la tincién es negativa en los

nucleos de los miocitos de conduccion.

A B

Figura 81. Expresién inmunohistoquimica de SP en miocitos del Nodo AV de neonato. A) Seccion
histolégica del nodo AV de neonato (20X) y B) a 40X. Se aprecia la ausencia de expresion de SP

nuclear.

3.3. ARTERIAS CORONARIAS

Las células endoteliales de las arterias coronarias de adultos expresan SP
con una intensidad moderada alta a nivel nuclear. También el citoplasma
expresa SP pero con una intensidad menor. Las células musculares de la capa
media también tienen un patrén inmunohistoquimico positivo con predominio

nuclear.
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En los neonatos y en los fetos tal y como hemos visto en otras estructuras
cardiacas, el patrén de expresion de la SP es fundamentalmente citoplasmatico.
Las células endoteliales son las tnicas que tienen una valoracién de tincion
citoplasmatica moderada-alta seglin el método de Allred. Ni los ntcleos de las
células endoteliales ni el resto de células que constituyen las coronarias de

fetos y neonatos expresan SP.

Figura 82: Expresion inmunohistoquimica de SP en en arteria coronaria de adulto. A) Arteria

coronaria (10x), imagen reconstruida. B) Pared de arteria coronaria (40x). Nétese la intensidad

mayor a nivel de las células endoteliales.

Figura 83. Expresién inmunohistoquimica de SP en en arteria coronaria de feto de 23 semanas. A)
Arteria coronaria (40x), B)Detalle de A donde se aprecia el endotelio desprendido y la expresion

nuclear negativa.
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3.4. APARATO VALVULAR

La inmunoexpresion de SP en el tejido valvular ha sido constante en todas las
muestras analizadas, tanto de fetos, neonatos como adultos. Entre todas las
células que conforman las valvas tan solo existi6 expresion intensa de SP a
nivel de la capa de endocardio que recubre tanto la cara auricular como la cara

ventricular.

No encontramos expresion de SP en el nucleo de las células del tejido

conjuntivo que compone el resto del tejido valvular cardiaco.

Figura 84. Expresion inmunohistoquimica de SP en en tejido valvular mitral. A) Corte a través de una

valva mitral perteneciente a neonato de 34 semanas (20X) . B) Detalle de imagen A mostrdndose la

cara endocdrdica de la vdlvula a mayor aumento. C) Seccion de valva mitral de adulto (40X) (B).
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35.  (RRANDES vAsos

El endotelio de las arterias elasticas, aorta y pulmonar, presentan una
expresion positiva de SP, mas intensa a nivel nuclear en el adulto. El resto de
estratos de estas grandes arterias presentan una puntuaciéon de Allred menor a
2, observandose tal y como vemos en la imagen, que el tejido conjuntivo no
expresa SP y tan solo el citoplasma de algunas fibras musculares lisas de la capa

media expresan débilmente SP.

Figura 85. Expresion inmunohistoquimica de SP en la pared de la arteria aorta. A) Corte transversal,

Corte de adulto (10X). B)(40x) 55 arios C) Neonato (40x)
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4. PATRON DE DISTRIBUCION DEL RECEPTOR NK1 EN EL

CORAZON

De forma general podemos decir que la expresion de NK1R en corazdn tanto
de adultos como de neonatos y fetos es menos intensa que la de la SP y, a
diferencia de ésta, no se expresa de manera intensa en los nicleos siguiendo un

patrén mas citoplasmatico.
4.1. PAREDES DEL CORAZON

Tanto el miocardio auricular como ventricular de fetos, neonatos y
adultos presentan un patréon de expresion inmunohistoquimica del NK1R
similar. Se ha observado que el miocardio cardiaco muestra una expresion de
NK1R citoplasmatica con valoraciones de tincién altas, mientras que la tincién es
débil a nivel nuclear. La tnica distinciéon remarcable es la intensidad de la tincion,
que en los cortes fetales es cuantitativamente mas intensa. La Unica excepcién a
este patréon la hemos observado en el ventriculo derecho fetal donde algunos

nucleos expresaban NK1R a nivel de la membrana nuclear (Figura 87-A).
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4.1.1. Miocardio de auricula derecha

N

. &;" )
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Figura 86: Inmunorreactividad de NK1R en miocardio de la auricula derecha. Patrdn citoplasmdtico.
A) Feto de 25 semanas (40X). B) Detalle de imagen A donde se aprecian los nticleos con tincién

negativa. C) Neonato (40x). D) Adulto (40X)

4.1.2. Miocardio de ventriculo derecho

Figura 87. Expresion inmunohistoquimica de NK1R en el ventriculo derecho. A) Feto de 25 semanas
(40X). B) Neonato de 34 semanas (40x). C) Adulto (40X). D) Detalle de la imagen precedente donde se

aprecia la ausencia de inmunoexpresion a nivel del niicleo del cardiomiocito.
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4.1.3. Miocardio de auricula y ventriculo izquierdo

D

Figura 88. Expresion inmunohistoquimica de NK1R en auricula y ventriculo izquierdo. A) Corte sagital
de cardiomiocitos de la auricula izquierda de neonato que muestra el patrén citoplasmdtico del NK1R.
B) Cardiomiocitos de ventriculo izquierdo de feto de 25 sem (40X). C) Cardiomiocitos de ventriculo
izquierdo de neonato (40X). D) Cardiomiocito de ventriculo izquierdo de adulto. Nétese que las
estructuras que se aprecian con una mayor intesidad no correponden a los ntcleos de los

cardiomiocitos sino a capilares y células intersticiales,
4.2. SISTEMA DE CONDUCCION

De forma general podemos decir que el NK1IR presenta una expresion

citoplasmatica en el tejido de conduccion.

Los miocitos especializados del sistema de conduccion del corazén adulto
presentan una intensa expresion de NK1R en la totalidad de las células observadas,
tanto a nivel del nédulo sinusal como del nodo auriculoventricular. La expresion es

constante e intensa a nivel citoplasmdtico (puntuaciéon de Allred: 8). De forma
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aislada observamos que algunos nudcleos también expresan NKIR,
fundamentalmente a nivel de la membrana nuclear, pero el porcentaje de células

con inmunoexpresion positiva nuclear es menor del 15%.

En neonatos el miocardio de conduccién presenta un patréon de
inmunorreactividad citoplasmatico (puntuacién de Allred a nivel citoplasmatico: 6-
7) sin que hayamos observado expresion de NK1R en el interior nuclear

(puntuacién de Allred a nivel nuclear: 0)
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Figura 89. Expresién inmunohistoquimica de NK1R en miocitos del nodo sinoauricular de un corazén
adulto. A) (4X). B) (40X). C) (100X). D) (100X) (esta tiltima imagen se ve elmiocito normal de trabajo y

abajo los miocitos de conduccion mas pequerios e irregulares)
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A . : — B P

Figura 90. Expresiéon inmunohistoquimica de NK1R en miocitos del nodo auriculo ventricular de un

corazon de neonato. A) (20X). B) (40X).

4.3. ARTERIAS CORONARIAS

Las arterias coronarias expresan NK1R en el endotelio de manera constante.

En adultos, el endotelio expresa NK1R en el 100% de las células con una
intensidad alta. Algunos ntcleos de las células endoteliales también expresan
NK1R pero en una proporcion variable (puntuacion Allred a nivel nuclear de 6) .
Las células musculares que conforman la tinica media también expresan NK1R,

predominantemente a nivel citoplasmatico.

En fetos y neonatos, al igual que ocurre en adultos, la expresion de NK1R es
constante e intensa a nivel citoplasmatico. Los nucleos de las células endoteliales
de fetos y neonatos también expresan NK1R pero con una intensidad,
proporcionalmente menos intensa que la observada en el adulto. Respecto al tejido
conjuntivo que rodea a los vasos, no existe expresion inmunohistoquimica de
NK1R ni nuclear ni citoplasmatica en ninguna de las muestras estudiadas (Imagen

C, Figura 91)
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Figura 91. Expresion inmunohistoquimica de NKIR en arterias coronarias. A) Pared de arteria de
corazén adulto (40X). B) Feto de 23 sem (40X), con endotelio desprendido en la luz del vaso. C) Recién
nacido de 38 semanas (100X): obsérvese la ausencia de expresion inmunohistoquimica a nivel del

tejido conjuntivo.

4.4. APARATO VALVULAR

La inmunoexpresion de NK1R en el tejido valvular ha sido constante en
todas las muestras analizadas, tanto de fetos, neonatos como adultos. La
mayor parte de las células que conforman las valvas expresan NK1R a nivel
exclusivamente citoplasmatico con una intensidad leve. Solo a nivel de las
capas endocardicas, que recubren tanto la cara auricular como la
ventricular de la valva mitral, existe una tincién positiva para los nucleos y

citoplasma y ademas con una intensidad moderada-alta.
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Figura 92. Expresiéon inmunohistoquimica de NK1R en valva mitral de neonato. A) Imagen a 40X. B)

Detalle de imagen A.

4.5. GRANDES VASOS

El endotelio de las arterias elasticas, aorta y pulmonar, presentan una
expresion positiva de NK1R, a nivel citoplasmatico y nuclear. También el
citoplasma de las fibras musculares que componen la capa media expresan NK1R
con una intensidad leve. Por el contrario, el tejido conjuntivo no expresa NK1R ni a

niver nuclear ni citoplasmatico como vemos en la imagen.
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Figura 93: Inmunorreactividad a NKIR pared aortica. A) RNT( 40x) B) Adulto (20X)

5. CONTROL NEGATIVO

Las Figura 94 muestra imagenes de los controles negativos (muestras en las
que no se ha afiadido el anticuerpo primario) realizados como control de calidad

de la técnica y especificidad de los anticuerpos en las muestras de tejido cardiaco
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utilizadas para este trabajo.

Figura 94: Control negativo.
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5. RESUMEN DE LOS RESULTADOS

SUSTANCIA P NK1R

ADULTO RN FETO ADULTO RN FETO
MIOCARDIO
Auricula derecha CITOPLASMA 6.5 6.5 6.5 6 6-7 8
NUCLEO 8 2-3 2-3 4 <2 <2
Auricula izquierda CITOPLASMA 6.5 6.5 6.5 6 6 7
NUCLEO 6-7 <2 <2 <2 <2 <2
Ventriculo derecho CITOPLASMA 6 6 7 6 6 7
NUCLEO 4.5 <2 <2 2-3 <2 <2
Ventriculo izquierdo  CITOPLASMA 5 5 7 6 6 6
NUCLEO 2-3 <2 <2 2-3 <2 <2
EPICARDIO
Célula mesotelial CITOPLASMA 6-7 6-7 6-7 6 6 6
NUCLEO 8 8 8 7 7 7
Tejido conjuntivo CITOPLASMA <2 <2 <2 <2 <2 <2
NUCLEO <2 <2 <2 <2 <2 <2
MIOCITOS DE
CONDUCCION
CITOPLASMA 6 5 - 3 6-7 -
NUCLEO 8 <2 - 4-5 <2 -
ARTERIA CORONARIA
Endotelio CITOPLASMA 6 6 6 7-8 7-8 7-8
NUCLEO 8 <2 <2 6-7 <2 <2
Célula muscular CITOPLASMA 6 6 6 7-8 5-6 5-6
NUCLEO 8 <2 <2 4-5 <2 <2
TEJIDO VALVULAR
Capa endocardica CITOPLASMA 6 6 6 6 7 7
NUCLEO 7-8 7 7-8 7 7 4
Tejido conjuntivo CITOPLASMA 2-3 3 3 4 4 4
NUCLEO <2 <2 <2 <2 <2 <2
GRANDES VASOS
Endotelio CITOPLASMA 6 6 6 6-7 6-7 6-7
NUCLEO 8 6-7 6-7 4 4 4
Capa muscular CITOPLASMA 6 6 6 6 6 6
NUCLEO <2 <2 <2 <2 <2 <2
Tejido conjuntivo CITOPLASMA <2 <2 <2 <2 <2 <2
NUCLEO <2 <2 <2 <2 <2 <2
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Tabla 10: Tabla resumen de la valoracién inmunohistoquimica realizada en las muestras cardiacas
tanto de adulto, recién nacidos (RN) y fetos. Se empled la escala semicuantitativa de Allred para
definir el grado de extensiéon (0: 0%, 1: <1%, 2: 1-10%, 3: 11-33%, 4: 34-66%, 5: >67%) e
intensidad (0 : nula, 1 :débil, 2 : intermedia, 3 : fuerte.) De la suma de ambos pardmetros se obtiene
una puntuacion final en un rango que oscila entre 0 y 8.
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v. Discusion

1. Consideraciones generales

La presente tesis analiza aspectos novedosos sobre la SP y el NK1R el
corazoén, en particular en lo que respecta a su localizacion y distribucién en este

organo.

Indudablemente sabemos que desde hace varias décadas se vienen
desarrollando numerosos estudios referentes a este péptido que aportan datos
innovadores y que plantean la posibilidad de nuevas estrategias terapéuticas. Sin
embargo, auin no esta establecido el papel exacto que desempefia la SP y el NK1R ni

los mecanismos precisos que subyacen a las acciones que se les atribuyen.

Por este motivo, para continuar avanzando con éxito en el nuevo camino es
fundamental tener establecidas unas bases que permitan construir sélidamente el
que sera un auténtico paradigma en la terapia farmacolégica. En este sentido,
resulta primordial conocer la localizacién exacta de la SP y el NK1R en el
organismo libre de patologia y en concreto, por ser el tema de nuestra

investigacion, en el corazoén.

En la literatura médica, tal y como veremos mas adelante, se han utilizado
una enorme disparidad de clasificaciones en funcion de la estirpe animal estudiada
y del enfoque parcial de cada investigacion. No existe unanimidad en las
referencias bibliograficas que describen la localizaciéon de la SP y el NK1R en el
corazéon. Ademas todos los trabajos se atienen a delimitar este neuropéptido al
sistema nervioso y se centran sobre todo en describir los efectos que produce la SP
en cada uno de los tejidos que se estudian. Todo esto esta suponiendo una
dificultad a la hora de seguir avanzando puesto que si no existen unos valores
claros de referencia en ausencia de enfermedad es imposible comparar e inferir

correctamente los resultados y las evidencias descritas objetivadas.

Nuestro estudio describe el patrén de expresion de la SP y el NK1R en tejido
cardiaco humano fetal, neonatal y adulto libre de cualquier patologia cardiaca o

sistémica que pudiera interferir con lo que entendemos es un patrén de

Ana Méndez Santos

184



Inmunolocalizacién de la sustancia P y del receptor NK1 en el corazén humano desde la vida fetal a la adulta

normalidad o expresiéon basal. No existe o al menos nosotros no tenemos
constancia de que exista ningun trabajo publicado hasta el momento actual que
estudie la distribucion de este péptido en el corazén humano adulto, de fetos o
neonatos. Ademas, por primera vez se evidencia la presencia de SP y NK1R en las
propias células del musculo cardiaco, algo que nunca antes habia sido demostrado

ni en humanos ni en ninguna otra especia animal.

2. Perfil de la poblacion estudiada y metodologia de

nuestro estudio.

Se trata de un estudio morfolégico, descriptivo y retrospectivo en el que
evaluamos de forma semicuantitativa la expresion inmunohistoquimica de la SP y
NK1R en el corazéon. Las muestras que hemos querido seleccionar para la
realizacion de este trabajo corresponden a tejido cardiaco humano fetal, neonatal y
adulto. La eleccion del ser humano como especie para este estudio morfologico se
basé en uestra condiciéon de médicos, en la ausencia de estudios previos similares y
en la variedad de los resultados publicados segin la especie animal estudiada.
Todas las muestras se obtuvieron del depdsito de material histolégico del Hospital
Universitaro Virgen del Rocio de Sevilla contando para ello con la colaboracién del
Servico de Anatomia Patolégica y el Biobanco de dicho centro. Se revisaron todas
las autopsias realizadas en este centro durante el afio 2012 computandose un total
de 117 autopsias. De las muestras de autopsias totales (117) se excluyeron
aquellas que no cumplieran los criterios de inclusién con el fin de obtener una
poblacién de estudio seleccionada que evitara posibles factores de confusién que
pudieran artefactar o falsear los resultados obtenidos. De esta manera, los casos
elegibles o que pudieran ser incluidos en la investigacion se redujeron a 33. Por
ultimo, de estos 33 se selecciond una muestra representativa constituida por 10
autopsias que componen nuestra muestra de estudio final. Para asegurar la
representatividad de la misma, se seleccion6 las autopsias a través de un muestreo
aleatorio simple. No existe como vemos, cdlculo previo del tamafio muestral

porque al tratarse de un estudio descriptivo y al realizar una técnica de muestreo
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de forma probabilistica queda asegurada la representatividad de la muestra. Por

tanto, los resultados obtenidos pueden inferirse a las 33 piezas anatémicas.

Durante el procesamiento de las muestras se realizaron los pertinentes
controles de calidad (preabsorcién, control negativo y control positivo) para
demostrar la objetividad de la técnica inmunohistoquimica empleada. Ademas, en
todos los casos observamos que el patréon de inmunorreactividad tanto de la SP
como del NK1R se circunscribe y coincide con estructuras anatémicas e
histologicas, a diferencia de lo que ocurria con los artefactos. Todo esto nos sirve
como validacién para poder afirmar que los resultados obtenidos de la expresion
inmunohistoquimica reflejan la existencia real en dichos tejidos tanto de la SP

como del NK1R.

Para la valoracion e interpretaciéon de los resultados se empled un sistema
ciego que garantizara que en el momento de visualizar las diferentes muestras al
microscopio no se conociera ninguna caracteristica del sujeto del que procedian,
con el fin de objetivar dicha interpretacion y evitar cualquier sesgo derivado de un
condicionamiento subjetivo previo por parte del observador. Ademas, el empleo de
una escala semicuantitativa para la valoracion de la extensién e intensidad de la
inmunorreactividad permiti6 homogeneizar y objetivar en mayor medida los

resultados obtenidos entre los diferentes casos de estudio.

La inclusién de autopsias de corazones de diversos estadios la
consideramos de gran interés al permitirnos establecer si el patrén de expresiéon
que observamos en sujetos adultos estd presente ya en el nacimiento o, por el

contrario, éste se modifica a lo largo de la vida de cada sujeto.

3. Discusion del estudio morfolégico de la SP y el NK1 R

en el corazon

Los resultados de nuestro estudio evidencian el patrén de expresion
especifico de la SP y el NK1R en corazones humanos. Los hallazgos descritos
demuestran la existencia de una expresiéon inmunohistoquimica, tanto de SP como

de su receptor NK1, en todas células de las diferentes estructuras histolégicas y
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funcionales del corazén de fetos, neonatos y adultos, atendiendo a un patrén que

se repite de manera constante.

Las células cardiacas son células muy especializadas que se agrupan en
tejidos de diferente estirpe. Cada una tiene un papel especifico en la funcién
cardiaca y en el control de las distintas variables cardiovasculares. Ademas, en la
regulacion de la actividad -cardiaca intervienen numerosas sustancias
(neurotansmirores, neuromoduladores, péptidos como por ejemplo la SP...) que

han sido identificadas, algunas muy recientemente, en el corazéon

Este estudio se ha centrado en describir la distribucién morfolégica de SP y
NK1R en tejido cardiaco humano. Los hallazgos encontrados los comentamos a
continuacién siguiendo el mismo orden utilizado en la exposicion de los

resultados:

PARED CARDIACA

Miocardio

Hemos observado que las células musculares cardiacas expresan SP y NK1R de una
manera constante pero con un patréon y una intensidad variable segin la

localizacion y la madurez de la pieza cardiaca estudiada.

En fetos y neonatos el patrén de expresion inmunohistoquimica para la SP y NK1R
es citoplasmatico. La expresion de SP y NK1R a nivel nuclear es negativa o
débilmente positiva. Este patron citoplasmatico en fetos y neonatos se repite de
forma constante en AD, Al, VD y VI. Ademas es importante remarcar que la
intensidad de la tincién inmunohistoquimica citoplasmatica observada en los

cortes fetales es siempre mayor que la observada en nenoantos y adultos.

El miocardio adulto presenta una mayor heterogenicidad en cuanto a la expresion

de SP y NK1 R. La AD es la regiéon de mayor inmunoexpresion de SP y NK1R, tanto a
nivel nuclear (puntuaciéon de Allred de 8) como citoplasmatico. También el
miocardio de la auricula izquierda presenta un patrén inmunohistoquimico
nuclear aunque las puntuaciones de Allred observadas a este nivel son inferiores a
las de la auricula derecha. A nivel ventricular, la proporcién de ntcleos de

cardiomiocitos que expresan SP y NK1R es baja con respecto a la observada en las
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auriculas. Aunque si observemos en los cortes ventriculares inmunoexpresion
fuertemente positiva para SP y NKIR, las estrucutras con tinciones positivas
corresponden no a miocardio ventricular sino a tejido intersticial,

fundamentalemnte capilares, nervios y vasos que irrigan la masa miocardica.
Epicardio

Los resultados de nuestro trabajo demuestran una intensa inmunoexpresion de SP
a nivel de la capa de células mesoteliales que conforman el epicardio tanto de
adultos, fetos y neonatos. Esta expresidn positiva se localiza a nivel tanto nuclear
como citoplasmatico. Respecto al receptor NK1R también hemos encontrado una
expresion inmunohistoquimica positiva con intensidad alta y con el mismo patrén

de distribucién.

TEJIDO DE CONDUCCION

Los miocitos adultos del sistema de conduccién expresan de forma constante y con
una intensidad siempre alta SP y NK1R. El patrén de expresién es mas intenso a
nivel nuclear aunque el 100% de las células tifien el citoplasma con una intensidad
también alta. En fetos y neonatos, sin embargo, el patrén de expresion de la SP 'Y
NK1R es citoplasmatico sin existir tincién positiva en la mayor parte de los

nucleos.

ARTERIAS CORONARIAS

Las células endoteliales de las arterias coronarias de adultos expresan SP y NK1R
con una intensidad moderada alta a nivel nuclear y también a nivel citoplasmatico
pero con una intensidad ligeramente menor. Las células musculares de la capa
media también tienen un patrén inmunohistoquimico positivo con predominio

nuclear.

En los neonatos y en los fetos tal y como hemos visto en otras estructuras
cardiacas, el patron de expresion de la SP es fundamentalmente citoplasmatico. Ni
los nucleos de las células endoteliales ni el resto de células que constituyen las

coronarias de fetos y neonatos expresan SP de forma importante.
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TEJIDO VALVULAR

Con el objetivo de simplificar el estudio y minimizar errores, el tejido valvular fue

analizado siempre a nivel de la valva mitral.

Entre todas las células que conforman las valvas tan solo existié expresion de SP y
NK1R a nivel de la capa de endocardio que recubre tanto la cara auricular como la
cara ventricular valvular. La inmunoexpresion fue mas intensa a nivel nuclear

tanto en fetos, neonatos como adultos.

En el tejido conjuntivo que compone el resto del tejido valvular cardiaco la
expresiéon inmunohistoquimica de SP y NK1R fue débil y predominantemente

citoplasmatica.

GRANDES VASOS (AORTA Y PULMONAR)

La capa de la pared de estos grandes vasos que expresa SP y NK1R con mayor
intensidad es la capa intima, concretamente a nivel del endotelio vascular. Tanto el
citoplasma como el nticleo de estas células expresan SP y NK1R siendo mas intenso
a nivel nuclear. Del resto de estratos, tan solo el citoplasma de algunas fibras
musculares lisas de la capa media expresan débilmente SP y NK1R. El tejido
conjuntivo que rodea los vasos presenta una reaccién inmunohistoquimica

negativa.

Hemos demostrado, por tanto, la expresion tanto de SP como NK1R en

corazones humanos sanos.

Los hallazgos descritos en este trabajo demuestran la existencia de una
expresion inmunohistoquimica tanto de SP como de su receptor NK1 en la mayoria
de las células de las diferentes estructuras histolégicas y funcionales del corazén
de adulto y neonato, atendiendo a un patrén que se repite de manera constante.
Por tanto, estos datos ponen de manifiesto que existe SP y NK1R en todas las

estrucutras cardiacas analizadas y en casi todos los tipos celulares.
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4. Comparacion con otros autores y confrontaciéon con

nuestros resultados.

La SP, péptido endbégeno perteneciente a la familia de las taquicininas, ha
sido clasificada desde su descubrimiento en 1970 como un neurotransmisor. De
ahi que desde entonces se haya considerado que la presencia de este péptido en
tejidos periféricos (corazén, pulmén, intestino, piel...) sea debido a su liberacion

desde terminales nerviosas

En el corazon, a la SP se le han atribuido diversas acciones. Tiene efectos
inotrépicos y cronotrépicos negativos (Hoover 1990), (Hoover, Chang et al. 2000).
Produce una intensa vasodilataciéon en las arterias coronarias y en el resto de
vasos sanguineos al unirse a su receptor NK1R, en el endotelio vascular (Stewart-
Lee and Burnstock 1989). Tiene un papel fundamental en la miocarditis virica y en
otras miocardiopatias estimulando la producciéon de citoquinas inflamatorias y
contribuyendo a la patogénesis de la enfermedad (Robinson, Garza et al. 2009),
(Wang, Shimada et al. 2010), (Dvorakova, Kruzliak et al. 2014), (Robinson, Taffet et
al. 2015). También se ha relacionado con la transmision del dolor que produce la
isquemia cardiaca, la claudicaciéon intermitente o los aneurismas disecantes
(Foreman, Garrett et al. 2015), (Amadesi, Reni et al. 2012). En los ultimos afios se
esta investigando la relacion de la SP con el remodelamiento cardiaco post infarto
y con la insuficiencia cardiaca y existen articulos que aseguran que desempefia una
funcién esencial en estas situaciones patoldgicas (Dehlin and Levick 2014), (Ng,

Sandhu et al. 2014), (Granger and Povsic 2014)

Pero para entender el verdadero papel que desempeiia este péptido en el
corazon, es fundamental conocer primero su localizacion. Algunos investigadores
han descrito la distribuciéon de la SP en este 6rgano, sin embargo, se aprecian
demasiadas diferencias en los resultados de los diferentes estudios (Tabla 11).
También existen grandes variaciones en funcién de la especie animal analizada.
Por ultimo, todos los trabajos realizados hasta la fecha actual que analizan la

distribucion de la SP en el corazén se centran en estudiar las fibras nerviosas
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cardiacas considerando que es el sistema nervioso el responsable de su liberaciéon

en el corazon.

Reinecke fue el primero en identificar SP en las fibras nerviosas del corazén
de mamiferos en el afilo 1980 (Reinecke, Weihe et al. 1980). Se traté de un estudio
realizado en cobayas en el que se concluyé que las arterias coronarias de los
corazones estudiados estaban inervadas por fibras que contenian SP. Hougland y
Hoover, 3 afios mas tarde, observaron que estas fibras no solo se hallaban en el
sistema arterial sino también en la pared auricular y ventricular asi como en las
valvulas auriculoventriculares (Hougland and Hoover 1983). Wharton et al
aseguraron que existia una mayor densidad de fibras que contenian SP en la base
del corazoén y a nivel endocardico, particularmente alrededor de las trabéculas y
los musculos papilares de los ventriculos (Wharton, Polak et al. 1981). Sin
embargo no hallaron diferencias entre el ventriculo izquierdo y el ventriculo
derecho. Dalsgaard observ6 una mayor inervacion de fibras que contenian SP en
las auriculas y en torno a los vasos sanguineos. Ademas cuantificé los niveles de SP
en el corazén, demostrando que la concentraciéon en la auricula derecha era cuatro
veces mas alta que en el ventriculo izquierdo (Dalsgaard, Franco-Cereceda et al.
1986). Nuestros resultados corroboran esta tesis, pues nosotros hemos observado
que la inmunoreactividad a SP es mayor en las auriculas que en los ventriculos con
predominancia en la auricula derecha. Papka y Urbano identificaron neuronas que
contenian SP en el epicardio, las auriculas, las valvulas auriculoventriculares y en
los ganglios cardiacos (Papka and Urban 1987). La mayor parte de todos estos
estudios se han realizado en corazones de cobaya. Nostros hemos observado en
humanos que la inmunoreactividad a SP se localiza en epicardio y en la valvula

mitral que ha sido la valvula objeto de nuestro estudio.

En ratas, sin embargo, Hougland y Hoover no detectaron SP (Hougland and
Hoover 1983). Otros autores como Papka y Urbano si observaron este péptido
localizado a nivel del miocardio y epicardio auricular y ventricular aunque a
concentraciones mucho mas bajas que las encontradas en el corazéon de cobaya
(Papka and Urban 1987). Onuba et al estudiaron los corazones de tres ratas y
observaron una mayor concentracion de SP a nivel de la auricula derecha y en

torno a las arterias coronarias (Onuoha, Alpar et al. 1999). Respecto a otras
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especies como por ejemplo el raton, tan solo existen dos articulos publicados que
describen la distribucién de esta sustancia en el corazon, a pesar de ser una de las
especies mas utilizadas en los estudios de enfermedad cardiaca. El primer trabajo
realizado en el afio 2011 concluye que existen abundantes fibras nerviosas que
contienen SP en el epicardio y en los ganglios nerviosos localizados en la base del
corazoén, aorta ascendente y tronco pulmonar (Rysevaite, Saburkina et al. 2011). El
segundo, en el afio 2014 localiza fibras nerviosas que contienen SP en el ganglio
cardiaco intrinseco, region auricular y junto a los vasos sanguineos (Li, Hatcher et
al. 2014). Otros estudios realizados en esta especie concluyen que ante
determinadas enfermedades cardiacas, como por ejemplo la miocarditis, se
produce un aumento significativo de SP en el corazén (D'Souza, Garza et al. 2007),
(Robinson, Garza et al. 2009), (Wang, Shimada et al. 2010). Sin embargo, al no
existir un patrén de distribucion basal en el corazén de ratén libre de enfermedad
estos resultados no se pueden comparar con los resultados de otros estudios
realizados en otras especies. Nosotros hemos observados que la
inmunoreactividad a SP se localiza en el tejido de conduccién cardiaco, en las

auriculas y en los ventriculos.

Zhu y Dey estudiaron tres corazones de gato y observaron que las fibras que
contenian SP se localizaban a nivel del endocardio y miocardio auricular y
ventricular (Zhu and Dey 1992). En el perro, Brum y colaboradores analizaron los
efectos de la sustancia p en las arterias coronarias (Brum, Go et al. 1986). En el
corazén del mono (Macaca fascicularis) se identificaron dos tipos de fibras
nerviosas que contenian SP, localizadas fundamentalmente alrededor de los vasos
sanguineos y entre las fibras musculares (Tay and Wong 1992). Nuestros hallazgos
amplian el conocimiento sobre la distribuciéon de la SP localizando en todas las

estucturas y celulas cardiacas.

También existen algunos trabajos que directa o indirectamente, estudian la
distribucién de la SP en el corazéon del hombre. Weihe et al observaron que todas
las arteriolas, venas y capilares del corazén estaban inervadas por fibras nerviosas
que contenian SP (Weihe, Reinecke et al. 1981). Algunos afios mas tarde se publicé
la existencia de SP en la adventicia de las arterias coronarias ateroscleroéticas

(Laine, Naukkarinen et al. 2000). En el afio 1990 Wharton y colaboradores
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estudiaron la inervacion del corazon trasplantado (Wharton, Polak et al. 1990).
Observaron que existia una menor densidad de fibras nerviosas con SP que la
descrita en otras especies animales y que fundamentalmente éstas se localizaban
en los ganglios intrinsecos y en los troncos nerviosos cardiacos. También en un
estudio publicado por CricK, Wharton y colaboradores sobre la inervacion del
sistema de conduccién cardiaco se identifica SP en el sistema de conduccion y se
postula que podria tener un papel importante en la modulaciéon neural del sistema
de conduccién (Crick, Wharton et al. 1994). Nuestros hallazgos estan de acuerdo
con ellos y confirman la existencia de SP en el tejido de conduccion cardiaca. Dado
el caracter de neurotransmisor activador de la SP, probablement la SP pueda esta
regulando la hiperexcitabilidad cardiaca y los fenémenos de taquicardia que se
producen en patologias tales como el dolor o la inflamacién, ambos mediados por
SP. Ademas nosotros hemos observado que el tejido de conducciéon cardiaco
expresan NK1R con lo cual cualquier aumento de SP exd6geno (sistémico) o
endogeno (cardiaco) pueden estar relacionados con los fen6menos de
taquiarritmias. Como es sabido, los antagonistas de los NK1R, concentracion
dependiente, pueden contrarrestar los efectos fisiopatologcos de la SP (Mufioz and
Covenas 2014). Esto significa que probablemente usando este tipo de compuestos
puede ser posible actuar sobre estos fendmenos fisiopatologicos medicados por la
SP, asi probablemente los antagonistas de los NK1R puedan desempefiar un papel
en el tratamiento de las taquiarritmias mediadas por SP. Hoover observo SP en el
area del plexo ganglionar de la auricula derecha en pacientes sometidos a cirugia
de revascularizaciéon coronaria (Hoover, Isaacs et al. 2009). En otro estudio en el
que enumera las acciones de las taquicininas sobre el corazon, afirma que las fibras
que contienen SP se encuentran localizadas la zona del ganglio intrinseco cardiaco,
en las arterias coronarias, en el drea nodal y resto de tejido de conduccién y en el

tejido muscular cardiaco (Hoover, Chang et al. 2000).
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ESPECIES LOCALIZACION

Vasos sanguineos, auriculas, ventriculos (endocardio, miocardio,
Cobaya . . . o .
epicardio), valvulas, haz de His, ganglio intrinseco cardiaco.
Rata Auricula, ventriculo izquierdo (epicardio, miocardio), vasos sanguineos
Raton Ganglio intrinseco cardiaco, haces nerviosos
Gato Auricula, endocardio
Perro Arterias coronarias
Primate Auriculas, miocardio, ganglio intrinseco, vasos.
Humano Ganglio intrinseco, vasos sanguineos, miocardio

Tabla 11: Resumen de los resultados de diferentes estudios en cuanto a la localizacion de la SP en el
corazon de diversas especies. Miocardio hace referencia a las fibras nerviosas que recorren los

cardiomiocitos y no significa que la SP esté dentro de los cardiomiocitos.

Origen no neural de la SP

Durante mucho tiempo se ha considerado que las fibras C eran las
responsables principales de la produccién de la SP. Pero han aparecido estudios
que demuestran que otras fibras nerviosas contienen este neuropéptido
(Dalsgaard, Franco-Cereceda et al. 1986), (Hua, Ricketts et al. 2004), (Hoover,
Shepherd et al. 2008). Con ello se pone de manifiesto la complejidad de las redes
neuronales asociadas al corazén. Por otra parte, la capsaicina causa una
destrucciéon selectiva de las fibras C y sin embargo esto no se traduce en la
desaparicion de la SP de los corazones de ratas estudiados sino tan solo una
disminucién de su cantidad (Holzer, Bucsics et al. 1982). Asi se confirma que
existen otras fuentes de SP. De hecho se ha demostrado que algunas células
endoteliales de las arterias coronarias de corazones de rata contienen ellas mismas
SP (Milner, Ralevic et al. 1989). También se ha observado que la SP se expresa en
las plaquetas donde desempefia un papel proagregante (Jones, Tucker et al. 2008).

Por tanto, a medida que se avanza en el estudio de las diversas taquicininas y se
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conocen los efectos de la SP, van apareciendo nuevas hipoétesis y conclusiones en
relaciéon al origen de esta sustancia y su implicacién en diversas patologias
cardiacas. Nuestros resultados muestran que existe SP en todas las celulas del
corazén (tanto a nivel nuclear como citoplasmatico), con una concentracién
diferente dependiendo del tipo de célula y de su localizacién. Podria existir un
mecanismo autocrino, paracrino y endocrino regulador a nivel cardiaco, que a su
vez interacciona con el sistema nervioso que inerva el corazon. Se trataria de un
verdadero croos-talk entre las células cardicacas y las células nerviosas (Sistema
Nervioso Central). Esta interaccién seria bidireccional pues la SP se produce tanto
en a el SNC como en el corazén. De manera similar ha sido publicado esta

interrelacion entre las celulas tumorales y el SNC (Mufioz et al. 2015) .

Receptores taquicinérgicos en el corazén

Muchas células cardiacas son capaces de responder a la SP que es liberada
en el corazdn sin embargo no existe unanimidad en los resultados de los trabajos
que estudian la localizacion de los receptores taquicinérgicos en el corazodn.
Thompson y colaboradores determinaron los subtipos de receptores
taquicinérgicos en las neuronas cardiacas intrinsecas de corazones de perros
(Thompson, Hoover et al. 1998). Un agonista selectivo del NK1R redujo la
actividad de las neuronas en la auricula derecha en algunos animales mientras que
aumentd la actividad en otros. Agonistas selectivos del NK2R disminuyeron la
actividad neuronal de la auricula derecha mientras que la estimulaciéon de los
NK3R la aumenté. Hoover y Hancock describieron los receptores de la SP en los
ganglios parasimpaticos en el tejido conectivo adyacente al tronco pulmonar, aorta
ascendente, auricula derecha y arterias coronarias. No encontraron receptores en
los ventriculos. (Hoover and Hancock 1988). Walsh et al localizaron receptores
taquicinergicos en la adventicia de los grandes vasos y arterias coronarias, asi
como en el tejido conectivo del corazon y en las valvas de las valvulas cardiacas. No
observaron tampoco receptores en los cardiomiocitos. (Walsh, Weglicki et al.
1996). Sin embargo, con posterioridad se ha demostrado que los cardiomiocitos de
ratas neonatales expresan genes para NK1R y NK3R (Church, Arkinstall et al.

1996). Chang y Hoover identificaron los subtipos especificos de receptores de
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taquicininas en el corazén de cobayas y analizaron la respuesta de cada uno de
ellos a la SP y NKA. Comprobaron la potente vasodilatacion que produce la
activacion del NK1R y demostraron por vez primera que el NK2R median una
respuesta vasoconstrictora de las arterias coronarias (Chang, Hoover et al. 2000).
Nuestros hallazgos muestran que los NK1R se expresan a nivel cardiaco en todas
las estructuras y en todos sus componentes celulares. Eso significa que es posble
una regulacién cardiaca (global y de cada una de sus células) a través de la SP y del
NK1R, lo cual es determinante a la hora de comprender la fisiologia y la
fisiopatologia cardiaca. Pero lo mas interesante es su prometedor papel
terapéutico, pues existen antagonistas de los NK1R que podrian bloquear los
fenomenos fisiopatologicos mediados por SP/NK1R. Desde el punto de vista
farmacolégico, por tanto, se abre la puerta al posible uso de este tipo de farmacos

en la patologia cardiaca mediada por SP/NK1R

CONFRONTACION

Después de analizar las publicaciones referentes a la SP y NK1R en el
corazon es evidente la ausencia de unanimidad en la literatura cientifica asi como
el reducido nimero de trabajos realizados hasta la fecha actual. Esta gran
disparidad en los resultados analizados unido a los muchos interrogantes que
quedan por resolver constata la necesidad de un mayor esfuerzo para poder llegar

a desentrafiar las complejas acciones de la SP a traves del NK1R en el corazoén.

Por primera vez, nosotros hemos demostrado que tanto la SP como el NK1R
se expresan en tejido cardiaco sano de fetos, neonatos y adultos humanos. A
diferencia de todas las publicaciones que hemos citado, nuestros resultados
demuestran que dicha expresion sigue un patrén determinado que se repite de
manera constante en los diferentes casos estudiados y que la presencia de la SP
en el corazon no depende exclusivamente del sistema nervioso sino que el

resto de células cardiacas también la producen.

Por tanto, teniendo en cuenta nuestros resultados podemos afirmar que
ademas de la conocida fuente neuronal de la SP -secrecién paracrina neuronal-

otras células no neuronales pueden producirla. Su presencia en el corazén podria
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ser fruto también de una secrecidn autocrina, secreciéon paracrina no neuronal y

secrecion endocrina cardiaca.

Prueba de esta produccién autocrina es que ha sido descrita la expresion
del gen Tacl en un gran numero de tejidos humanos como son el cerebro, el
corazon, el bazo o la gldndula mamaria (Maggi 1995, 1997; Pinto et al 2004). En la
misma linea, se ha descrito que existe SP en la placenta, que es un drgano carente

de inervacion (Mufioz, Pavon et al. 2010).

La ubicua expresion del gen de la SP sugiere que serian las propias células las
que, ante un estimulo determinado sintetizarfan su propia SP para actuar sobre la
misma célula productora -secrecién autocrina- o también sobre células de la
vecindad -secrecién paracrina no neural- ejerciendo asi la funcién requerida en

respuesta a las demanda fisiolégicas o vias metabdlicas en la que participen.

Respecto a la secrecion endocrina, si se ha descrito en diversos trabajos como
la SP y otras TK pueden ejercer su funcién en localizaciones diana alejadas del
lugar de sintesis después de ser liberadas al torrente sanguineo (Severini et al,
2002). Parte de esta secrecion obedeceria a una produccién neuroendocrina. Es
decir, las diferentes células nerviosas y no nerviosas del corazén que producen SP
vierten dicho péptido a la sangre y por ella llega a todos los 6rganos de nuestra
anatomia. El corazén se comportaria como un 6rgano endocrino con respecto a la
SP, dado que todas las células cardiadas expresan SP. Se sabe que la SP es el
principal mediador del dolor y la inflamcion, por eso, ahora podria comprenderse

aquello que siempre se pens6 desde un punto de vista poético: el corazon siente.

Otra de las evidencias observadas en nuestro trabajo es la presencia de SP y
NK1R en la totalidad de células del corazén humano y no solo relacionadas con el
tejido nervioso. Es mas, el hecho de que la SP y el NK1R se exprese tanto en el
sistema limbico del SNC como en las estructuras cardiacas explicaria la
interrelacién existente entre el estado emocinal y la actididad cardiaca. Asi,
aumentos de SP no solo actuarian en el sistema limbico, sino que también podrian
actuar a nivel cardiaco. La traduccién de este fenémeno en la clinica es bien
conocido y, por ejemplo, el estrés emocinal produce tando ansiedad y depresion
como fendmenos isquemicos miocardicos. Por tanto, utilizando los antagonistas de

los NK1R podriamos mejorar tanto el estrés emocional como el cardiaco.
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Por dltimo, respecto al patrén de expresién y distribuciéon de la SP y NK1R en
el corazén, hay que destacar como en edades tempranas de la vida (periodo
neonatal y fetal) la expresion nuclear de SP en las células cardiacas es casi
inexistente. Esta marcada diferencia con respecto a la edad adulta sugiere que se
produce una induccién de la expresion nuclear de SP conforme aumenta la edad
del sujeto. Como es conocido la sintesis de los péptidos tiene lugar a nivel
citoplasmatico en los ribosomas con posterior almacenamiento en vesiculas. La
expresion nuclear se explicaria por un fendmeno que guardaria relacion con el
tiempo. Los péptidos realizarian en primer lugar funciones citopldsmicas y una
vez alcanzada la cantidad necesaria, podrian pasar a traslocarse en el nucleo. El
ADN y los cromosomas transmiten la herencia de genraciones anteriones, sin
embago, las células se enfrentan a unas circunstancias en las que las generaciones
anteriores no han podido conocer. Podria decirse que el ADN solo transmite
memoria. Sin embargo la adaptacion de las células al medio es algo que se realiza
dependiendo de las circunstancias, de ahi que a nivel celular deba existir un
rudimentario cerebro celular que la regule la expresion génica o lo que es lo mismo
el comportamiento celular (Mufioz et al. 2015). De ahi que a mediada que la célula
vaya madurando su rudiementario cerebro celular se iria completando con mas
cantidad de moléculas neurotranmsoras y reguladores como la SP. De manera
similar SP desempefia en el interior del nucleo de las células cardiacas sanas,
coincidimos con la hipétesis planteada por Mufioz y colaboradores, que plantea
que su elevada presencia intranuclear podria obedecer a que actiia como
“neuromodulador genético” directamente sobre el ADN nuclear (Mufioz, Pavon, et

al. 2010).

A diferencia de lo que ocurre con la SP, la expresion de NK1R es
predominantemente citoplasmatica tanto en adultos como en fetos y neonatos.
Esto puede estar relacionado que los receptores se expresan habitualmente en la
superficie de las celulas es decir en el membran celular y ello es debido a que los
neuropeptidos estan regulando funciones citoplasmaticas y de sefializacion celular,

que son funciones habituales en las células.
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Aunque en los distintas muestras estudiadas hemos apreciado algunas
diferencias en el patrdén e intensidad de tincién entre células contiguas, éstas se
hacen especialmente patentes en la expresion de SP a nivel de la auricula derecha.
Hemos observado como las células miocardicas de la auricula derecha, son las que
presentan una mayor expresion nuclear de SP y que ésta aumenta de manera
proporcional a la edad del sujeto estudiado.

Respecto a las limitaciones de nuestro trabajo hay que sefialar que se trata de
un estudio morfolégico descriptivo y no dindmico. El disefio morfoldgico
descriptivo de este estudio lleva implicito una serie de limitaciones que pueden
haber tenido alguna influencia en los resultados obtenidos. Sin embargo, sirve para
establecer las bases para estudios posteriores. Otra limitacién seria el tamafio
muestral y la imosibilidad de aplicar el metodo estadistico. Si bien es cierto, este es
un trabajo pionero y semicuantitastivo que no tiene por objetivo mas que describir
la expresidon de este sistema peptidérgico en las células cardiacas. Por ultimo,
quizds no es del todo riguroso hablar de un tUnico patrén morfolégico de
normalidad en la expresién inmunohistoquimica de SP y NK1R a nivel cardiaco, ya
que, la ausencia de patologia cardiaca no descarta que otras afecciones sistémicas
puedan alterar los resultados. A pesar de lo dicho, consideramos que la elevada
reproductibilidad y alto grado de coincidencia de los resultados hallados entre los
diferentes casos estudiados sugiere que dichas limitaciones deben haber tenido un

impacto limitado en las conclusiones finales de este trabajo.

Los hallazgos descritos en este trabajo demuestran la existencia de una
expresion inmunohistoquimica tanto de SP como de NK1R en las células de las
diferentes estructuras histologicas y funcionales del corazén de adulto, feto y
neonato, atendiendo a un patrén que se repite de manera constante. Esto
contribuye a la comprensién de la fisiopatologia cardiaca y la influencia de la

SP/NK1R en el corazon.
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vi. RESUMEN

La Cardiologia es uno de los campos de la Medicina que mas avances ha
experimentado en los ultimos afios Sin embargo, a pesar de las mejoras en el
tratamiento y prondstico, ain se desconocen los mecanismos intimos que
conducen al desarrollo de diversas patologias cardiacas y a la apariciéon de las
cardiopatias congénitas. En las ultimas décadas, el progreso de la Biologia
Molecular ha permitido el desarrollo de nuevas estrategias tanto diagnoésticas
como terapéuticas. Asi, tras el descubrimiento de los sistemas peptidérgicos y la
identificacién de diversos neuropéptidos como la sustancia P (SP), se ha
desarrollado un nuevo paradigma en la terapia farmacolégica que podria dar
explicaciones a muchos interrogantes actuales y cambiar el rumbo de la Medicina

actual.

La SP es un neuropéptido de la familia de las taquicininas que se localiza a
nivel del sistema nerviosos central y periférico. Sin embargo, se ha descrito su
expresion en localizaciones carentes de inervacion como en células del sistema
inmune, células endoteliales o células de Leydig e incluso en tejidos no inervados
como la placenta. La SP y su receptor, el NK1R estdn implicados en la fisiologia de
multiples procesos constituyendo la base molecular de diversas patologias

humanas.

Hasta el momento no hay estudios publicados en relacién a la presencia y
distribucién de la SP en el corazén humano fetal. El objetivo de este trabajo se
centra en describir la presencia o ausencia de SP y NK1R en el corazén humano

sano, desde la etapa fetal a la adulta.

Diseflamos un estudio piloto observacional descriptivo anatémico-
morfoldgico en el que evaluamos de forma semicuantitativa la expresién y
distribucién inmunohistoquimica de la SP y NK1R en el corazén humano libre de

enfermedad.

Se revisaron las muestras de tejido cardiaco de fetos, neonatos y adultos
procedente de todas las autopsias realizadas en el Hospital Virgen del Rocio en el
afio 2012. De todas ellas (117 autopsias) se seleccionaron aquellas que cumplieran

una serie de criterios de inclusién, excluyendo las que pudieran artefactar los
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resultados obtenidos. De esta forma, los casos elegibles o que pudieran ser
incluidos en la investigaciéon se redujeron a 33. Finalmente, y mediante un
muestreo aleatorio simple, se seleccion6é una muestra representativa constituida
por 10 autopsias que componen nuestra muestra de estudio final. De cada caso de
estudio obtuvimos 9 muestras diferentes de tejido cardiaco correspondientes a las
distintas zonas que quisimos estudiar. A su vez, de cada zona de tejido cardiaco se
analizaron tres muestras correspondientes a la SP, NK1R y tincion con
hematoxilina-eosina. De esta manera, el nimero total de muestras estudiadas ha
sido de 270.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran por primera vez que
tanto la SP como el NK1R se expresan en corazones de adultos, fetos y neonatos,
siguiendo en cada grupo de edad un patrén de expresion y distribucion que se

repite de manera constante.

La inmunoreactividad a SP tiene un patrén citoplasmatico en fetos y
neonatos mientras que en adultos es predominantemente nuclear. En el miocardio,
la SP se localiza predominantemente en las auriculas, donde la inmunorreactividad
es fundamentalmente nuclear. En los ventriculos, por el contrario, la
inmunorreactividad es citoplasmatica. En las células mesoteliales del epicardio, la
inmuoreactividad a SP y NK1R es mayor en el nucleo que en el citoplasma. Los
miocitos de conduccién presentan un patrén caracteristico con una
inmunoreactividad a SP y NK1R que se incrementa con la edad tanto a nivel
nuclear como citopldsmico. Las arterias coronarias de fetos y neonatos expresan
SP y NK1R a nivel citoplasmatico. Por el contrario, en las arterias coronarias de
adultos, la inmunorreactividad a SP es predominantemente nuclear mientras que
NK1R tiene una expresion citoplasmica. En el tejido valvular la inmunoreactividad
a SP y NK1R se localiza en la capa endocardica siendo muy débil en el resto de
tejido valvular La inmunoreactividad a SP en los grandes vasos es similar en el
citoplasma y en el ndcleo de las células endoteliales. Sin embargo la

inmunoreactividad a NK1R es fundamentalmente citoplasmatica.

Estos hallazgos establecen las bases anatomofuncionales que permiten
mejorar el conocimiento de la fisiologia del corazén humano y ahondar en la
compresion de las enfermedades en las que exista una sobreexpresion del
complejo SP-NK1R. Ademas tiene una implicacién terapéutica esencial, pues
mediante los antagonistas del NK1R, podrian bloquearse todos los efectos que la
SP a través del RNK1 produce en el corazén, pudiendo asi modificar la evolucién y

prondstico de diversas enfermedades cardiacas.
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vi. CONCLUSIONES

10.

11.

12.

13.

Se describe por primera vez el patron de expresion de la SP y el NK1R
en el corazon humano desde la etapa fetal a la edad adulta.

La inmunoreactividad a SP y NK1R es universal en todas las estructuras y en
todo tipo de celulas del corazon humano.

La inmunoreactividad a SP tiene un patron citoplasmatico en fetos y RN.

La inmunoreactividad a SP en el miocardio se localiza predominantemente en
las auriculas.

La inmunoreactividad a SP en las auriculas es predominatemente nuclear y a
nivel ventricular es citoplasmica.

La inmunoreactividad a SP en adultos es predominantemente nuclear y en
RN y Fetos es predominatemente citoplasmica.

La inmunoreactividad a SP y NK1R en las celulas mesoteliales del epicardio
es mayor en el nicleo que en el citoplasma.

La inmunoreactividad a SP y NK1R en los miocitos de conduccién se
incrementa con la edad tanto a nivel nuclear como citoplasmico.

En las arterias coronarias, la inmunoreactividad a SP y NKIR es
predominantemente citopldsmica en las celulas mesoteliales y en las celulas
miocardicas, excepto la inmunoreactividad a SP en el adulto que es nuclear.
En el tejido valvular la inmunoreactividad a SP y NK1R se localiza en la capa
endocardica.

La inmunoreactividad a SP en los grandes vasos es similar en el citoplasma y
en el nucleo de las celulas endoteliales. Sin embargo la inmunoreactividad a
NK1R es mayor en el citoplasma de las celulas endoteliales.

La inmunoreactividad a SP y NK1R en el tejido conjuntivo es debil en todas
sus localizaciones y en todas las edades.

La expresion de SP/NK1R en las estucturas cardiacas abren la puerta a una
mejor comprension de la fisiologia y la fisiopatologia mediada por este
sistema, asi mismo amplia la posibilidad desde el punto de vista terapéutico
del uso de los antagonistas de los NK1R en la patologia cardiaca mediada por

SP/NK1R.
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Servicio Angaluz de Salud
SN EIATEY  CONSEJERIA DE IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOCIALES

ROBERTO MARIN GIL

SECRETARIO DEL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION

Que dicho Comité ha revisado la solicitud del proyecto “Inmunolocalizacion de la sustancia
P y del receptor NK-1 en el corazon humano desde la etapa fetal al periodo neonatal”
cuyo investigador principal es la Dra. Ana Méndez para la utilizacion de muestras biolégicas

que no fueron recogidas con consentimiento informado especifico para dicho estudio.

La Ley de Investigacion Biomédica 14/2007 establece que de forma excepcional podran
tratarse muestras codificadas o identificadas con fines de investigacion biomédica sin el
consentimiento del sujeto fuente, cuando la obtencion de dicho consentimiento no sea posible o

represente un esfuerzo no razonable y se den las siguientes circunstancias:

a) Que se trate de una investigacién de interés general.

b) Que la investigacion se lleve a cabo por la misma institucién que solicitd el
consentimiento para |la obtencion de muestras.

¢) Que la investigacion sea menos efectiva o no sea posible sin los datos identificativos
del sujeto fuente.

d) Que no conste una objecion expresa del mismo y que se garantice la confidencialidad

de los datos de caracter personal.

Este Comité considera que la citada solicitud, no presenta impedimentos éticos o legales, en

consecuencia, emite su autorizacion.

Y para que asi conste, firmo la presente, en Sevilla, a 28 de enero de 2014

P R
/,/ (’0‘\\SL. ERiA [)\b 5

v

Andgy,

Fdo:

Roberto Marin Gil

Secretario

Comité Etica de la Investigacion
Hospital Universitario Virgen del Rocio

ANEXO 1: Comité de Etica de la Investigacién (1/1)
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/ A N\ Biobanco del Sistema Sanitario PUblico de Andalucia
aua o mmoRwon— CONSEJERIA DE IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOC JALES

ACUERDO DE CESION DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA INVESTIGACI ON
Cédigo de solicitud: 5 '

En Sevillal a

} de 2014
REUNIDOS

De una parte, Dra. Blanca Miranda Serrano, con NIF 05.356.518-W, Coordinadora del Biobanco del
Sistema Sanitario Piiblico de Andalucia, con domicilio a efectos del presente acuerdo en el Parque

Tecnolégico Ciencias de la Salud, Centro de Investigacion Biomédica, de Armilla (Granada).

Y de otra, D/D". Ana Méndez Santos responsable de la investigacion (en adelante destinatario), con

domicilio a estos efectos en Hospital Universitario Virgen del Rocio, #

Las partes se reconocen reciprocamente la capacidad juridica necesaria para suscribir ef presente acuerdo,
y, a tal efecto,

EXPONEN

Primero.- En el seno del Servicio Andaluz de Safud (SAS) se ha organizado el Biobanco del Sistema
Sanitario Publico de Andalucia (en lo sucesivo Biobanco del SSPA), establecimiento publico, sin d&nimo
de lucro, que conserva y distribuye diversas muestras biologicas, las cuales constituyen un excelente

elemento para la investigacion biomédica.

Segundo.- Ei destinatario, como responsable de la investigacion, adscrito a Hospital Universitario Virgen
del Rocio , de conformidad con lo dispuesto en la normativa vigente, solicité, en fecha 04/09/2013, las
muestras bioldgicas y/o datos indicados en el Anexo de este acuerdo al SAS, a través del Biobanco del

SSPA, para la realizacién de un proyecto de investigacién.
Tercero.- En dicha solicitud consta el proyecto y la misma se acompaiiaba del dictamen favorable del
Comité de Etica de la Investigacion del Hospital Universitario Virgen del Rocio, Sevilla, y Comité

Cientffico que evaluaron el proyecto.

. Cuarto.- La cesion ha sido informada de forma positiva por los comités cientificos y de ética del

Biobanco, asi como por la persona titular de la direccion cientifica del mismo.

Quinto.- De conformidad con lo anterior, y en cumplimiento de lo dispuesto en la normativa vigente, las

partes convienen la firma del presente acuerdo de cesion de muestras bioldgicas, segtin las siguientes:
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ESTIPULACIONES

PRIMERA.- OBJETO
El objeto de este acuerdo es regular la cesion de muestras biolégicas y los datos asociados a las mismas
(en adelante muestras biologicas) por parte del SAS (cedente), a través del Biobanco del SSPA al

destinatario.

Las muestras biolégicas que se ceden en virtud de este acuerdo son las que se especifican en el Anexo.
Las muestras bioldgicas a las que se refiere el presente acuerdo incluiran las muestras y los su bproductos
derivados.

A partir de la firma del presente acuerdo, el destinatario estar autorizado para el empleo de las muestras
bioldgicas en el proyecto de tesis doctoral /nmunolocalizacion de la sustancia P y de/ receptor

NK-1 en el corazon humano desde la etapa fetal al periodo neonatal, que consiste en

La 5P es un péptido perteneciente al grupo de las taquicininias (TK), cuya
esirucura fue identificada en e ario 1970. Otros mimbros de la familia de las
taquicininas que se han descrito en mamiferos son la NKA, NKB, Neuropéptido K (NPK),
Neuropéptido gamma [NPy), y HK1. De los once aminodcidos que conforman la SP
(Arg-Pro-Lys-Pro-Gin-Gin-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NHZ) la secuencia correspondiente af
extremo carboxi terminal tiene un papel fundamental en la actividad de esta molécula,
la cual regula numerosas funciones biologicas al unirse a su receptor de membrana
especifico, el receptor de la neurkininal (RNK-1). La SP se encuentra, no sélo en el
sisterma nervioso central (SNC) y periférico (SNP) como cldsicamente se ha pensado,
sino que se produce también en células no neurales, estando ampliamente distribuida
por todo e/ organismo e implicada en numerosas funciones bioldgicas. Sus efectos
estdn mediados por los f@ceptbres taquicinérgicos [receptores acoplados a proteinas G
0 GPCRs) que son proteinas de siete dominios transmembrana y de todos ellos el mejor
caracterizado es el RNKI. Asi la SP actta como agonista del RNK1 y uniéndose a €/
gjerce su accion. £n el sistema nervioso central estd implicada en diversas funciones
endocrinas y autonomicas, en el control de actividades motoras y sensoriales asi como
€n procesos de memoria. £n tejidos periféricos la SP actua a nivel del sistema visual, en )
e/ aparato digestivo, el sistema respiratorio, orgarnos genitales, €l sisterna urinario, pie,
sistema inmune. También se ha descublerto la presencia del receptor NK1 en células
tumorales desemperiando un importante papel en la génesis del cancer.

La SP es uno de /os vasodilatadores méds potentes conocidos. Existen publicaciones
recientes que demuestran la existencia de SP en el corazon, vasos sanguineos o cuerpo
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carotideo. Algunos estudios realizados en cobayas, perros o gatos indicar que las
auriculas, ventriculos o vasos coronarios expresan SP y que ésta pociria estar
relacionada con €/ dolor en la isquemia cardiaca o con 1a inflamacion que se produce
en determinadas enfermedades como la miocarditis. Ademds, la S/° es un
neurolransmisor activador, su presericia en €l sistema de conduccion cardiaca podria
implicarla en un papel como requlador de la misma.

Sin embargo. no existen publicaciones sobre la localizacion de receptores NK'| ySPen
corazones humanos o sobre su existencia en etapas iniciales de la vida fetal y neonatal,

lratandose por tanto, de un campo interesante que plantea futuras investigaciones.

SEGUNDA.- OBLIGACIONES DEL DESTINATARIO
El destinatario queda obligado a:

@) Usar las muestras bioldgicas de acuerdo con fa normativa de aplicacion y especialmente con lo
preceptuado en la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica, el Real Decreto
1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los requisitos bisicos de autorizacion ¥
funcionamiento de los biobancos con fines de investigacion biomédica y del tratamiento de las
muestras biologicas de origen humano, y se regula el funcionamiento y organizacion del
Registro Nacional de Biobancos para investigacion biomédica, asi como, en su caso, la Ley
Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de cardcter personal, y la Ley
4172002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos ¥
obligaciones en materia de informacion y documentacion clinica, en lo que resulte de aplicacion,
y a llevar a cabo las actividades de investigacion respetando en todo caso las medidas de
precaucion necesarias.

b) Utilizar las muestras bioldgicas con el fin tnico y exclusivo de. llevar a cabo el proyecto de
investigacién indicado en la estipulacién primera, quedando prohibidé usar las mismas fuera de
dicho proyecto, asi como ceder completa o parcialmente las muestras objeto de este acuerdo a
cualquier tercero.

) Asegurar la trazabilidad de las muestras bioldgicas mientras estén en su poder.

d) Garantizar la disponibilidad de la informacién genética validada y relevante para la salud que, en
su caso, se obtenga del andlisis de las muestras bioldgicas.

€) Observar el reglamento interno de funcionamiento del Biobanco del SSPA, publicado en su
pédgina web, en lo que resulte aplicable. )

f) Destruir o devolver al SAS, a través del Biobanco del SSPA, el excedente que pudiera existir una
vez finalizado el proyecto, siguiendo las indicaciones de dicha institucion, que podré solicitar su
devolucién si se trata de muestras infrecuentes o de las que se tenga poca cantidad.

g) Devolver al SAS, a través del Biobanco del SSPA, las muestras biolégicas cedidas en el supuesto
de que no fueran utilizadas o el proyecto no fuese desarrollado en el plazo de 6 meses, corriendo

con los gastos derivados de dicha devolucién.
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h) Identificar adecuadamente al Biobanco del SSPA como la fuente de la que ha obtenido las
muestras bioldgicas en toda publicacion o comunicacidn sobre las investigaciones en que se
hayan utilizado dichas muestras.

i) Comunicar al Biobanco del SSPA los resultados del proyecto de investigacion para. facilitar el
correcto seguimiento de los resultados derivados de los estudios realizados con las muestras, de
conformidad con lo establecido en la estipulacién quinta. ;

J) Asegurar que todas las personas que participen en el proyecto de investigacion usaran las
muestras dnicamente en los términos reflejados en el presente documento, comprom etiéndose a
velar para que todas las personas que colaboren en el proyecto curﬁplan este comprontiso.

k) Asumir el coste derivado de la entrega de las muestras bioldgicas, de-conformidad con lo

dispuesto en la estipulacion siguiente.

TERCERA.- ENVIO DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS Y REPERCUSION DE COSTES

Las muestras bioldgicas seran enviadas al destinatario, a la direccion indicada en el presente clocumento,
asumiendo éste los costes derivados del envio de las muestras biologicas, asi como la parte proporcional
de los gastos derivados de la abtencion, mantenimiento, manipulacion y otros gastos de similar
naturaleza, de conformidad con la normativa vigente, segiin tarifas publicadas en la pagina web del

Biobanco del SSPA y/o, en su caso, los precios publicos que resultaran aplicables.

La Fundacion Publica Andaiuza Progreso y Salud, entidad gestora del Biobanco del SSPA, emitira la
correspondiente factura, derivada de las actividades relacionadas con el presente acuerdo, que deberéa ser
abonada por el destinatario en el plazo de treinta (30) dias desde fa recepcion de la misma en la cuenta

bancaria 0182 5566 79 0011503217, de la que la Fundacién Ptblica Andaluza Progreso y Salud es titular.

De conformidad con el articulo 34.3 del Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, las muestras
biolégicas y los datos asociados sélo se cederdn, por regla general, de forma anénima o disociada. Si la
naturaleza del proyecto de investigacién requiriese disponer de datos clinicos adicionales acerca de los
sujetos fuente, el Biobanco del SSPA coordinaré la obtencion de esta informacién con el centro donde se

obtuvo la muestra, siempre que ésta no haya sido anonimizada.
CUARTA.- BIOSEGURIDAD

Las muestras bioldgicas transferidas por el presente acuerdo podrian estar contaminadas por agentes
patgenos para el hombre. En estos casos, la normativa de bioseguridad obliga a considerar las muestras
como potencialmente contaminadas. Los investigadores implicados deberan conocer y aplicar las medidas

de proteccion necesarias para su manejo,
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No obstante a lo anterior, los procedimientos para la obtencion, transporte, almacenamiento,
manipulacién y envio de muestras por parte del Biobanco se efecttian en condiciones de bioseguridad, de

conformidad con la legislacién vigente.

QUINTA.- COMUNICACION DE LOS RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

El destinatario se compromete a enviar al SAS, a través del Biobanco del SSPA, en el plazo de seis (6)
meses desde la finalizacion del proyecto, una memoria de la investigacion realizada con las conclusiones
generales del estudio, siempre y cuando el autor haya publicado los resultados o se haya desestimado o

renunciado a dicha publicacion.

El SAS podra hacer publicas dichas conclisiones, siempre que ello no suponga una interferencia de caraa
la proteccién de los derechos de propiedad industrial o intelectual derivados de los resultados del

proyecto.

Asimismo, el destinatario enviard al SAS, a través del Biobanco, transcurridos 2 afos desde la
finalizacion del proyecto de investigacion, una copia de los articulos cientificos publicados que se deriven

de la investigacion realizada empleando las muestras biologicas a las que se refiere el presente acuerdo.

El destinatario se compromete a comunicar al SAS, a través del Biobanco del SSPA, cualquier daio
clinicamente relevante del sujeto fuente y/o de sus familiares, siempre que las muestras bioldgicas no

hayan sido anonimizadas con cardcter previo a la cesion.

El SAS se reserva el derecho de recabar informes del destinatario y a los miembros del equipo del
proyecto acerca de la utilizacion de las muestras biolégicas y realizar un seguimiento de los resultados

obtenidos con las mismas.

SEXTA.- DERECHOS DE PROPIEDAD INDUSTRIAL Y/O INTELECTUAL Y EXPLOTACION
DE RESULTADOS
[(Elegir a) (o b), en el caso que proceda]

Biobanco del SSPA:

La intervencién del SAS se limita a ceder, a través del Biobanco del SSPA, muestras biolégicas para el
desarrollo del proyecto. Por tanto, los derechos de explotacion de los resultados obtenidos en el desarrollo
del mismo, sean o no protegibles por derechos de propiedad industrial y/o intelectual, perteneceran al
destinatario o a la institucion a la que esté adscrito, segiin corresponda de conformidad con fa normativa

aplicable en la materia, renunciando el SAS a ejercer cualquier reclamacion respecto a dichos derechos.
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(b) Redaccién para el supuesto de colaboracion:

Si ademés de aportar las muestras bioldgicas, existe una colaboracién entre ambas partes, la explotacion
de los resultados, protegibles o no, obtenidos en el desarrollo del proyecto en el que participen
investigadores que desarrollan su actividad en Biobanco y el destinatario se regulard en el oportuno
convenio de colaboracion que al efecto se suscriba entre las entidades a las que se encuentren adscritos.

En dicho convenio se acordaran los términos de explotacion industrial y/o intelectual y comexcializacion

de dichos resultados, asi como el régimen de cotitularidad sobre los mismos, que se determinaran en -

proporcion al esfuerzo y participacién de las partes en el proyecto. Cualquiera de las partes vendra
obligada a comunicar inmediatamente y por escrito a la otra la obtencién de dichos resultados de

investigacion.

SEPTIMA.- VIGENCIA
El presente acuerdo entrard en vigor en el momento de su firma y tendrd la vigencia del proyecto de

investigacion, salvo que sea extinguido de conformidad con lo dispuesto en [a estipulacion siguiente.

OCTAVA.- EXTINCION DEL ACUERDO
El presente acuerdo quedara extinguido:

a) Por mutuo acuerdo de las partes.

b) Por finalizar la vigencia del presente acuerdo.

¢) Por falta de utilizacion de las muestras bioldgicas, segin lo estipulado en la estipulacion
segunda de este acuerdo.

d) Por el incumplimiento de las obligaciones derivadas del presente acuerdo, que no sea
subsanado en el plazo de treinta (30) dias siguientes a la recepcion de la notificacion escrita
de la parte que aprecie el incumplimiento, identificando dicho incumplimiento y reclamando
su subsanacion,

Si el presente acuerdo fuera extinguido por cualquiera de dichos motivos y éxistiera un excedente de
muestras biolégicas, el destinatario procederd de acuerdo con las instrucciones del Biobanco del SSPA
respecto a la devolucién o destruccion de las mismas, asumiendo los costes derivados de la devolucién o
destruccién y comunicando de forma fehaciente tal extremo al Biobanco, una vez realizada la aperacion

correspondiente,

NOVENA.- RESOLUCION DE CONFLICTOS
Las partes se comprometen a tratar de resolver amistosamente cualquier diferencia que sobre el presente

acuerdo pudiera surgir.
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destruccién y comunicando de forma fehaciente tal extremo al Biobanco, una vez realizada 1a operacién

correspondiente,

NOVENA.- RESOLUCION DE CONFLICTOS
Las partes se comprometen a tratar de resolver amistosamente cualquier diferencia que sobre el presente

acuerdo pudiera surgir.

En el caso en que no fuera posible llegar a una solucién amistosa, para la resolucién de cuanias cuestiones
litigiosas pudieren surgir en relacion con la interpretacion, validez, eficacia o cumplimiento del presente
acuerdo, las partes renunciando a su propio fuero, se someten a la competencia de los Juzgados de

Granada.

Y en prueba de conformidad con cuanto antecede, firman por duplicado gjemplar, aunque a un solo

efecto, en la fecha consignada en el encabezamiento.

Fdo. D® Blanca Miranda Serrano Fdo. D.:Ana Méndez Santos

Coordinadora del Biobanco del SSPA Destinatario
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ANEXO

MUESTRAS BIOLOGICAS Y DATOS CLINICOS ASOCIADOS CEDIDOS

Los tipos de biorrecursos que se van a proveer y el niimero quedara reflejado en la suma

de los documentos de transaccion (albaranes) entregados.

CALENDARIO DE CESION DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS

(1 Una tinica entrega. Fecha prevista:

O Varias entregas. Fechas previstas:
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