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Importancia de la sustancia P y su receptor NK-1R en el cancer de tiroides

I. INTRODUCCION



Importancia de la sustancia P y su receptor NK-1R en el cancer de tiroides

La frecuencia de los tumores de la glandula tiroidea es elevada, del 3 al 5% de todos los
tumores, y aumenta proporcionalmente a la edad de la poblacién. En realidad, esta frecuencia es
mucho mas elevada cuando se consideran los datos ecograficos y de autopsias, lo que subraya el
caracter quiescente de muchos nddulos. Se trata de los tumores malignos mas comunes de los

o6rganos endocrinos (>92%)%.
En las ultimas 3-4 décadas, su incidencia en todo el mundo ha ido en aumento.

Los canceres de tiroides incluyen un amplio espectro de tumores con diferente

epidemiologia, actividad bioldgica y prondstico?3.

El predominio femenino es unanimemente reconocido y es considerado cuatro veces
superior a la incidencia en el hombre. Esto estd en relaciéon con la influencia de los esteroides

sexuales3#. Sin embargo, en los hombres los tumores son sustancialmente mas agresivos235,
Otros factores parecen ser importantes:

¢ Influencias ambientales: Las diferencias étnicas y los factores dietéticos/ambientales
también desempefian un papel en el desarrollo de carcinoma de tiroides. El organismo
humano estd expuesto a diversas formas de radiacién® incluye la radiacién interna de
radiois6topos naturales, la radiacion externa de La Tierra. La radiacién espontanea y la de
ambientes volcanicos (prevalencia de basalto), con aumento de las concentraciones de
diversos elementos quimicos (por ejemplo: B, Fe, Va y 222Rn) en el agua potable en zonas

como Islandia, Hawai y Sicilia”.

La contaminacién del medio ambiente por bifenilos policlorados. El aumento de la ingesta
de nitratos (de los vegetales verdes y jamé6n) conduce a un mayor riesgo de carcinoma de

tiroides en hombress.

e Aporte de yodo insuficiente: Que favorece la aparicion de tumores de la gldndula tiroidea
al provocar una hipersensibilidad a la tirotropina y limitar las posibilidades de sintesis de
Ts (triyodotironina) y de T4 (tetrayodotironina), lo que causa una elevaciéon de la

tirotropina. Muchos paises presentan situaciones de carencia yodada relativa®.

o Efecto estimulante de la TSH y otras enfermedades del tiroides: Otro factor
estimulante de cancer de tiroides es el aumento de los niveles de TSH que conducen a la
actividad tiroidea alterada y procesos inmunoldgicos que conducen a la produccién de

citoquinas.

Algunas enfermedades tiroideas benignas estan asociadas con carcinoma, como la
tiroiditis de Hashimoto, que es un factor predisponente para la aparicién de carcinomas de

tiroides, especialmente a consecuencia de una terapia ineficaz y prolongada3101l, La
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relacion entre la enfermedad de Graves y el carcinoma de tiroides también se ha estudiado,

pero sin encontrarse una clara correlacion112,

e Impacto genético: Se conoce la existencia de familias con bocios nodulares o
multinodulares particularmente evidente en los gemelos monocigéticos, quienes presentan
una concordancia del 70%. Esto esta en relacién con un trastorno de la hormonogénesis
tiroidea, aunque el origen exacto de estas alteraciones no ha sido atn precisado. De la
misma manera, se conoce la existencia de formas familiares de cancer de tiroides, a veces
asociadas a otras patologias312,

o Radiaciones ionizantes: Que favorecen la aparicién de tumores de la glandula tiroidea y
especialmente de canceres papilares. Esto ha sido demostrado después de las explosiones
atémicas y después de la catastrofe de Chernébill3. La irradiaciéon en los nifios y los
adolescentes es especialmente peligrosal#. El tiempo de apariciéon de un cancer es muy

largo, variando entre 10 y 40 afios!51617,

El diagnéstico de tumor de la gldndula tiroidea se basa principalmente en el examen clinico

en una zona ficilmente accesible.

En todos los casos, este examen debe ser seguido de examenes complementarios y en
particular de un andlisis de laboratorio. No obstante, los examenes complementarios generalmente
no permiten afirmar la naturaleza benigna o maligna del tumor (nédulo aislado) o de uno de sus

componentes (bocio multinodular). S6lo el examen histolégico aporta una certeza.

La determinacion de tirotropina constituye el examen de base junto con las
determinaciones de Ts y T4 La determinaciéon de tirocalcitonina debe solicitarse cuando los

elementos clinicos o los antecedentes familiares hacen sospechar un cancer medular de tiroides.

Dentro de las técnicas de examen morfolégico la ecografia y la radiologia simple
representan los exdmenes mdas simples y menos costosos. La gammagrafia, la tomografia
computadorizada y resonancia magnética, no constituyen examenes de rutina reservandose estas

pruebas para casos concretos?8.

La puncién-aspiracién con aguja fina es sin duda el examen que crea mas controversia
entre los especialistas. Algunos lo consideran esencial para el diagnéstico y otros estiman que posee

muchas desventajas por la dificultad en su interpretacion?®.

El examen histologico intraoperatorio es de interés considerable, puesto que determina
inmediatamente la decisiéon de proseguir o no la operacion, ya que tiene un alto valor predictivo

positivo de malignidad. Y, en caso de respuesta positiva, puede realizarse inmediatamente el
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tratamiento quirdrgico necesario. La presencia de microcanceres constituye un elemento

importante de riesgo de error en esta prueba.

El diagndstico se formula generalmente después de la exéresis quirurgica durante el
examen anatomopatolégico, pero algunos elementos clinicos pueden sugerir malignidad desde un
principio como: el crecimiento rapido del nédulo, la paralisis de una cuerda vocal, la fijacién a las

estructuras contiguas o la presencia de adenopatias cervicales.

El tratamiento y el prondstico varian segin las formas histolégicas, que son

fundamentalmente los canceres diferenciados, el cancer medular y el carcinoma anaplasico.
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1.1. TIPOS DE CANCER DE TIROIDES.

1.1.1. CANCERES DIFERENCIADOS.

Los canceres diferenciados de la glandula tiroidea se desarrollan a partir de células

foliculares. Son el carcinoma papilar y el folicular:

e El carcinoma papilar representa aproximadamente el 65% de los canceres
tiroideos. Aparece principalmente en adultos jovenes con una preponderancia
femenina de tres a uno. Si bien la afeccién ganglionar es frecuente, las metastasis
son mas raras (aproximadamente el 10%). Es un tumor con un muy buen
pronéstico y mayor tasa de supervivencia. Mas del 85% de los pacientes
sobreviven 40 afios20,

e El carcinoma folicular es mucho mas raro que el carcinoma papilar. Su frecuencia
es del 5 al 16%, segun las series, y afecta sobre todo a mujeres entre 30 y 40 afios.
La puncidn-aspiracién no es util en este caso debido a la dificultad de diferenciar
citolégicamente los adenomas benignos de los canceres. Tiene un peor prondstico

que el carcinoma papilar.

El tratamiento es principalmente quirtrgico y requiere un control postoperatorio riguroso.
Habitualmente, comporta los elementos siguientes: radioyodo, hormonoterapia sustitutiva e

inhibidora y, de forma excepcional, una irradiacién externa21.22.2324,

1.1.2. CANCER MEDULAR.

El cancer medular de tiroides se desarrolla a partir de células C, secretoras de calcitonina,

emigradas de la cresta neural.

Representa del 5 al 10% de los canceres tiroideos. Aparece generalmente en mujeres de
mediana edad, ya sea de manera esporadica en el 60 al 70% de los casos o en el marco de formas

familiares (30 al 40% de los casos).

El diagnéstico de cancer medular es generalmente considerado ante un bocio uni o

bilateral, acompafiado a veces de una diarrea motora y rubor facial.

El diagndstico puede establecerse a partir del examen histol6gico con inmunomarcadores
tras la exéresis de un nédulo frio. Pero la confirmacién se obtiene esencialmente gracias a las

determinaciones de los marcadores tumorales:

e La calcitonina es el mas especifico y el mas sensible.
e El antigeno carcinoembrionario no es especifico, pero estd elevado en el 80% de

los casos.
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e Otros marcadores tumorales como la catacalcina (PDN 21) o la CGRP (péptido

relacionado con el gen de la calcitonina).

El prondstico del cancer medular de la tiroides depende, esencialmente, de la extension
ganglionar y visceral. El tratamiento quirdrgico constituye el acto terapéutico esencial. La

cobaltoterapia postoperatoria cervicomediastinica completa el tratamiento en algunos casos?>.

1.1.3. CANCER INDIFERENCIADO O ANAPLASICO.

Es uno de los canceres mas agresivos, cuyo prondstico es extremadamente negativo a corto

plazo.

Estos tumores son generalmente de tamafio importante y ampliamente invasivos, con

presencia de reestructuraciones necréticas y hemorragicas.
La incidencia es de alrededor del 3%. Aparece generalmente en mujeres de mas de 50 afios.

La manifestacion clinica mas corriente es la apariciéon de una masa cervical de evolucién
rapida, acompafiada de disfonia, disfagia e incluso de disnea. Una invasién locorregional y

metastasica se encuentra en el 60% de los pacientes. La supervivencia media es inferior a 4 meses.

Ninguna medida terapéutica tomada permite mejorar la supervivenciaZ26.
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1.2. INCIDENCIA Y MORTALIDAD.

El aumento de la incidencia de los canceres de tiroides afecta a todas las razas y grupos
étnicos globalmente!!l. La forma mas comin es el carcinoma papilar, que constituye
aproximadamente el 85% de todos los casos!3. Se asume que esto es debido al aumento de la
deteccion de formas pequeiias iniciales de cancer (<1 cm), microcarcinomas papilares211. Se ha
objetivado un aumento en la incidencia de este tipo de cancer en muchos paises y sectores® (figura

1).
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La incidencia del cancer folicular y medular no ha cambiado3, mientras en el carcinoma

anaplasico se ha encontrado una ligera disminucién de incidencia del 1 al 2%?*, durante el mismo

periodo de tiempo.

La tasa de mortalidad por cancer en todo el mundo de tiroides varia de 0,2 a 1,2 en los
hombres y de 0,4 a 2,8 en las mujeres por cada 100.000 personas. A pesar de que hay diferencias
geograficas, la mortalidad por cancer de tiroides no supera el 1%?%3. En general, la mortalidad es

significativamente menor que la morbilidad3 (figura 2).
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Figura 2. Mortalidad por cancer de tiroides en los paises europeos.

En Espafa, Lope V et al. realizaron un estudio en el que concluyeron que donde existe
mayor riesgo relativo de padecer cancer de tiroides en nuestro pais es en las Islas Canarias, Lugo,
La Corufia y las zonas occidentales de Asturias y Orense. El patron de mortalidad observada

coincide con las zonas de Espafia donde el bocio ha sido declarado endémico* (figura 3).
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1.3. BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER.

1.3.1. EL CANCER COMO PROCESO MICROEVOLUTIVO.

Segun su definicidn, las células cancerosas crecen desafiando los controles normales y son
capaces de colonizar e invadir los tejidos de su entorno. En estos tejidos pueden originar tumores

secundarios o metastasis que ya resultan muy dificiles de erradicar quirurgicamente.

Parece que la mayoria de los canceres se originan a partir de una sola célula que ha
experimentado una mutacion inicial. No obstante, la progenie de esta célula ha de sufrir otros
cambios a posteriori. Para que algunas de estas células se conviertan en cancerosas sera necesario
un gran numero de mutaciones adicionales. Este fenémeno de progresién tumoral, de mucho
tiempo de duracion, refleja numerosos cambios evolutivos por mutacién y seleccidon natural entre

las células somaticas.

El tratamiento del cancer de forma racional requiere un conocimiento de las propiedades
especiales que tienen las células cancerosas al progresar, multiplicarse y extenderse. Se encuentran
entre estas propiedades las alteraciones en las vias de sefalizacién celular, que capacitan a las
células del tumor para ignorar las sefiales que proceden de su entorno y que normalmente
mantiene la proliferacién celular bajo un estricto control. De esta forma, las células pueden primero
proliferar libremente en su tejido original y luego realizar metdstasis sobreviviendo y proliferando
en otros tejidos. Ademas, también como parte de su proceso de evolucidn, las células cancerosas

ignoran las sefales de suicidio y eluden las limitaciones programadas de proliferacién.

Puesto que son necesarias muchisimas mutaciones para proporcionar este gran conjunto
de propiedades dafinas, quizas no sorprenda que casi todas las células cancerosas dispongan de
propiedades adicionales que las transforman en muy mutables ya que han tenido que adquirir uno
o varios defectos en distintos aspectos del metabolismo de su ADN. Esta inestabilidad genética les
facilita la adquisicion del complejo conjunto de alteraciones necesarias para la progresion

tumoral?7. 28,2930,

1.3.2. ETIOLOGIA DEL CANCER.

Las tasas de progresion y de evolucion de los tumores se ven aceleradas tanto por los
agentes mutagénicos (iniciadores tumorales) como por agentes no mutagénicos (promotores
tumorales) que afectan a la expresiéon génica, estimulan la proliferacién y alteran el balance

ecoldgico entre células mutantes y no mutantes.

La mayoria de los agentes que producen cancer son mutagénicos, como los carcinégenos

quimicos y ciertos virus, asi como diversas formas de radiacion.

10
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Dado que muchisimos factores de los que contribuyen al desarrollo de un cancer son

controlables, es posible prevenir muchos de ellos.

Se desconocen todavia los principales factores ambientales que inciden sobre el cancer.

Algunos factores identificados son el humo del tabaco y algunas infecciones provocadas por virus.

La epidemiologia es una herramienta muy util para identificar estas causas y revelar
nuevas formas de prevenir la enfermedad. La aproximacién epidemiolégica no requiere conocer de
qué forma actian los agentes productores de cancer. Puede relacionar factores que no son

simplemente mutagénicos como la edad a la que se tiene el hijo primero o los virus.

1.3.3. PROTO-ONCOGENES Y GENES SUPRESORES TUMORALES.

Los genes relacionados con el cancer pueden se clasifican en dos grupos en funcién de si
sus mutaciones provocan una pérdida o un incremento en la funcién del gen. Las mutaciones que
inducen una pérdida de funcién de los genes supresores de tumores conllevan la pérdida de los
mecanismos de inhibicidn de la proliferacién que tratan mantener un nimero adecuado de células.
Las mutaciones que implican un aumento de funciéon permiten a las células proliferar de modo
anormal. Estas ultimas son mutaciones dominantes y los genes mutados son conocidos como

oncogenes.

Los oncogenes pueden ser identificados por su capacidad para transformar unas lineas
celulares en células con proliferacién cancerosa. Muchos de ellos fueron descubiertos porque
producian cancer en animales de experimentacién cuando eran introducidos mediante infecciéon
por un vector virico que habifa tomado material genético de una célula huésped anterior. Los
oncogenes también se pueden localizar examinando su presencia en genes diana de células
cancerosas humanas, de mutaciones de activacién o de translocaciones cromosdmicas que indiquen

la presencia de un gen critico del cancer.

Las mutaciones en genes supresores de tumores generalmente son recesivas, es decir, no
se produce una pérdida del control hasta que han sido inactivadas las dos copias del gen. Los
métodos utilizados actualmente para encontrar este tipo de genes se basan en busca en el genoma
de las células cancerosas sefiales de pérdida de genes que, a menudo, se manifiestan en

heterocigosis en una regién cromosémica especifica.

Otra aproximacion se centra en el estudio de los canceres familiares. Estas formas
hereditarias de tumores poco frecuentes han permitido el descubrimiento de genes supresores de
tumores cuya pérdida es bastante comin en muchos tipos de canceres. Estos individuos son
proclives a padecer canceres y heredan habitualmente una copia defectuosa y una copia funcional
de un gen supresor de tumores. Presentan una gran predisposicion al desarrollo de cancer puesto

que una sola mutacién en una célula somatica es suficiente al haber heredado la otra mutacién para

11
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crear una célula que pierda totalmente la funcién de uno de los genes supresores de tumores. La
reciente apariciéon de la secuencia del genoma humano y la disponibilidad cada vez mayor de
potentes herramientas para la busqueda sistemdatica de mutaciones significativas en el ADN,

permitiran disponer de un catadlogo mas completo de los genes criticos del cancer3! (tabla 1).

Ciclina D1

Receptor del Factor de crecimiento epidérmico

STAT3 (Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3)
AlS (p40/p73L)

EMS1 (Cortactina)

Rb
p16/p21/p27

FHIT (Gen de la triada histidina-fragil)

Tabla 1. Oncogenes y genes supresores tumorales en cancer de cabeza y cuello.

1.3.4. FISIOLOGIA MOLECULAR DE LA CELULA CANCEROSA.

Estudios en animales transgénicos y en embriones en desarrollo han resultado ser de gran
ayuda para identificar las funciones de muchos genes relacionados con el cancer. La mayoria de
genes que en las células cancerosas presentan mutaciones, tanto los oncogenes como los genes
supresores de tumores, codifican componentes de las vias que regulan el comportamiento
proliferativo y social de las células del organismo en particular, asi como los mecanismos cuyas
sefiales permiten a las células dentro de un mismo entorno dividirse, diferenciarse o morir. Otros
genes relacionados con el cancer participan en el mantenimiento de la integridad del genoma y lo
previenen frente a las lesiones. Algunos de los cambios moleculares que permiten a las células salir
del tumor original y crecer en tejidos ajenos, o sea producir metastasis, aun son muy pocos

conocidos.

Los virus ADN, como los papilomavirus, pueden favorecer el desarrollo del cancer
secuestrando proteinas derivadas de los genes supresores de tumores. En particular la proteina Rb
(Retinoblastoma), que regula la divisidn celular. Asi como también regula la proteina p53, que actda
como freno de emergencia en la divisidn celular de las células que presentan alguna lesién genética
y también en las células senescentes con telémeros mas cortos, esta accién es llevada a cabo
mediante la proteina E6 viral la cual se fija a p53 e inactivandolo. La proteina p53 juega un doble
papel, regulando tanto la progresion a través del ciclo celular, como el inicio de la apoptosis. Por

tanto, la inactivacién de p53, que se producen en aproximadamente la mitad de todos los canceres

12
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humanos, es doblemente peligrosa: permite a las células senescentes y con lesiones genéticas
continuar replicando su ADN, incrementando las lesiones, y por otro lado, eludir la apoptosis. La
pérdida de la funcién de p53 puede contribuir a la inestabilidad genética de muchos tumores

metastasicos.

El general, las etapas en la progresién de un tumor pueden correlacionarse con mutaciones
que activan oncogenes especificos e inactivan genes supresores de tumores. Sin embargo, en
formas distintas de canceres e incluso en pacientes con la misma forma de la enfermedad, hay
combinaciones distintas de estas mutaciones, lo cual refleja que éstas se producen al azar. Aun asi,
repetidamente se encuentran los mismos tipos de lesiones genéticas, lo cual sugiere que existe un
numero limitado de maneras a través de las cuales se puede vencer los sistemas de defensa contra

el cancer.

1.3.5. PERSPECTIVAS EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER.

Debemos continuar investigando para tener un mayor conocimiento de la biologia
molecular del cancer. Este conocimiento deberia conducir a mejores sistemas para diagnosticar y
tratar la enfermedad. Se pueden disefnar tratamientos antitumorales para destruir preferentemente
las células tumorales aprovechando las propiedades que las distinguen de las células normales,
entre ellas los defectos que presentan en los mecanismos de reparacién del ADN, en las vias de

apoptosis y en los controles de ciclo celular.

Comprendiendo los mecanismos normales de control y cdmo se alteran en los canceres
especificos es posible disefar farmacos dirigidos al cAncer de forma mas precisa. Conociendo mejor
qué genes son amplificados, cuales son deleccionados y cudles mutados en las células de un tumor
determinado, se podran empezar a diseflar tratamientos mas precisos y especificos para cada

paciente3233,343536,
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1.4. LA SUSTANCIA P.

En 1929, Ulf Von Euler, un joven farmacdélogo, comenzé a trabajar en el Instituto Karolinska

bajo las 6rdenes del Dr. Henry Dale (figura 4). Por aquella época se habian publicado una serie de

articulos en los que se discutia la hipotesis de una neurotransmision quimica.

Figura 4. Dr. Henry Dale (1875-1968) Imagen: National Portrait Gallery, London.

Henry Dale acababa de publicar que la acetilcolina podria tener una funcién
neurotransmisora, por ello no es de extrafiar que le sugirieran al joven Euler que investigara sobre
la distribucién de la acetilcolina en el tracto digestivo. Esto lo llevé a cabo utilizando un fragmento
de intestino de conejo en un bafo organico. Obtuvo como resultado una buena estimulacién en el
fragmento; no obstante, el hecho de que al aplicar atropina, este efecto no se revirtiera del todo
desconcertaba a los investigadores. En 1936 fue galardonado con el Premio Nobel de Medicina, por

sus estudios sobre excitacion y transmision quimica de los impulsos nerviosos.

En 1931 Ulf Von Euler y John Gaddum (figura 5) publican el primer articulo referente a la
sustancia P; en él se describia la existencia en el cerebro y en el intestino de un factor resistente a la
atropina que estimulaba el musculo liso y disminuia la presién sanguinea3’. Dicho factor fue
denominado sustancia P (SP). La P proviene de “powder” como referencia al polvo seco de acetona

que quedaba en los extractos de tejido cerebral e intestinal de sus investigaciones.
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Von Euler fué profesor de fisiologia del instituto Karolinska (Estocolmo) y durante su
carrera llevé a cabo descubrimientos tan importantes como la noradrenalina y las prostaglandinas.
En 1970 fue galardonado con el Premio Nobel de Medicina por sus descubrimientos concernientes
a las transmisiones quimicas en las terminaciones nerviosas y el mecanismo de almacenaje y de

inactivacién de estos neurotransmisores.

Figura 5. John Gaddum (1900-1965) y Dr. Ulf Von Euler (1905-1983). Imagenes: National Portrait Gallery of London
y The Nobel Foundation.

Jonh Gaddum trabajé en el Instituto Nacional de investigacién Médica en Londres con
Henry Dale. Su trabajo ayud6 a definir los conceptos de antagonismo y agonismo en los receptores
moleculares del receptor. El describe las interacciones particulares entre el LSD y receptores de

serotonina. De 1933 a 1935, Gaddum fue profesor de Farmacologia en la Universidad de Londres.

No fue hasta 1949 cuando Bengt Pernow, a las drdenes de Euler, retom6 el trabajo sobre la
SP. Como resultado de estos trabajos obtuvieron la purificacién de la SP asi como diversos datos
acerca de su distribucién y funciones bioldégicas38. Pernow describié la distribucién de la SP en el
cerebro comprobando de este modo que los niveles eran mucho mas altos en la sustancia gris que
en la blanca; asi mismo, demostré unos niveles altisimos en la sustancia negra mesencefalica, el
diencéfalo y particularmente en el hipotalamo. En la médula espinal demostré que la regioén dorsal
tenia mayores concentraciones que la ventral y ademas comprobé como la SP se expresaba también
en los nervios periféricos, en especial a los nervios del sistema auténomo, los ganglios espinales y el
tronco simpatico. En el tracto gastrointestinal, la capa muscular con su plexo nervioso mostraba

una mayor concentraciéon de SP que en el resto de las capas. Por tltimo, comprobé como en nifios
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con la enfermedad de Hirschprung, caracterizada por la ausencia total de células ganglionares en la
parte distal rectosigmoidea manteniéndose intacta la proximal, la parte distal carecia por completo
de SP, presentando una distribucién normal en la proximal3°. Por entonces, en Australia, Fred

Lembeck public6 sus descubrimientos acerca de la funcién neurotransmisora sensitiva de la SP49.

No fue hasta los principios de los 70 en Boston cuando Susan Leeman (figura 6) et al.
identificaron la SP como un undecapéptido (figura 7)*!, siendo los primeros en sintetizar el
compuesto*? y llevar a cabo un ensayo radioinmunolégico*3. Gracias a estas investigaciones, los

efectos de la SP pudieron ser monitorizados en modelos fisiol6gicos*44546:47,4849,50,51,52,53,54,55,56,57,58,

Figura 6. Dra. S. E. Leeman (1930-). Imagen procedente de “Boston University School of Medicine”.

Figura 7. Modelo tridimensional SP. Imagen generada con SweetMollyGrace 1.3.

Durante la segunda mitad del siglo pasado, la SP ha sido una de las moléculas que mas
extensamente han sido estudiadas, pensandose ademdas que era la Unica taquicinina hallada en
mamiferos que actuaba como neuropéptido. Esto continué asi hasta 1983 cuando Kangawa y

Kimura 5° descubrieron la Neurokinina A (NKA) y la Neurokinina B (NKB). Paralelamente se
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describi6 la presencia de péptidos de esta familia de taquicininas en animales no mamiferos, como
los invertebrados, de manera que las taquicininas quedan establecidas como una de las mayores

familias de péptidos conocida hasta el momento con mas de 40 miembros.
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1.5. LAS TAQUICININAS.

1.5.1. INTRODUCCION.

La mayor familia peptidica descrita en el reino animal, es la familia de las taquicininas. Han
sido aisladas mas de 40 taquicininas entre animales invertebrados (insectos, gusanos y moluscos),

procordados y vertebrados (piel, tracto gastrointestinal, sistema nervioso, etc.).

Se han realizado diversas clasificaciones de los NP segun diferentes criterios, como son su
localizacion tisular o estructura y secuencia de aminoacidos; este hecho ha llevado a dividir a los
neuropéptidos en familias a veces con funciones similares o incluso solapadas. En la tabla 2 se

muestran los principales neuropéptidos de mamiferos y se incluyen algunos de los recientemente

descubiertos.

Hommona liberadora de la hormona de
crecimiento (GHRH)

Hommona estimulante del tiroides
Secretoneurina

Péptido tirosina-tirosina

HIPOTALAMICOS PEPTIDOS OPIOIDES
Hommona hiberadora de tirotropina (TRH) Metencefalina (Met-Enk)
Somatostatina (55) Leu-encefaling (Leu-Enk)
Hermona liberadora de corticotropina Dinorfina

[(» p-endorfina
Hommona hiberadora de las gonadotropinas
TAQUICININAS

Sustancia P
Neurokinina A (Sustancia K)

Orexinas A y B (upocretmas 1 v 2) Neurokinina B

Neuropéptido K
HIPOFISARIOS

Vasopresina OTROS

Oxzitocina Angiotensina IT

Hommona adrenocorticotropa (ACTH) Bombesina

Hormona estimuladora de melanocitos Bradicinina

Prolactina o Péptido relacionado con el gen de la

Hommona de crecimiento (GH) calcitonina (PRGC)

Hermona estimulante del foliculo (FSH) Neurotensina

Hermona luteinizante (LH) Neuropéptido FF

Péptido natriurético cerebral

. NUEVOS
PEFTIDOS GASTRF)WSTWALES ¥ Péptido regulador de la cocaina v
PANCREATICOS anfetaminas -
Péptido intestinal vasoactive (VIP) Endomorfina 1 y 2
Colecistecinina (CCE) Nociceptina/Orfanina
Gash?in.a Nocistatin
Insulina Péptido liberador de prolactina
Glucagon Urocortina
Lial;hm Cortistatina
Amilina Apelina
Péptido relacionado con el gen de la
calecitomina (PRGC)
Galanmma
Secretina
Neuropeptido ¥
Polipéptido pancreatico

Tabla 2. Clasificacion de los principales neuropéptidos de mamiferos (resaltado el grupo de las taquicininas, objeto

de estudio de este trabajo). Garcia-Lopez, Martinez-Martos, Mayas, Carrera, & Ramirez-Expdsito, 2002).

Como ya se ha comentado, la primera taquicinina, la SP, fue identificada en 1931 y

caracterizada 40 afios después. Otros miembros de la familia son la NKA y NKB que fueron
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identificados en mamiferos por diferentes grupos entre 1983 y 1984596061 Estos péptidos, en
general, se encuentran ampliamente repartidos tanto por el sistema nervioso central (SNC) como
periférico (SNP) y actian principalmente como neurotransmisores. En el sistema nervioso
auténomo (SNA) actia esencialmente como un componente noradrenérgico no-
colinérgico6263,64656667,68697071 No obstante, recientes estudios han cambiado el concepto que se
tenia sobre la distribucién de las taquicininas, comprobando como tanto la SP, la NKA, 1a NKB y otro
miembro de las taquicininas denominada hemocinina-1 (HK1) se producen también en células no
neurales, sugiriendo una amplia distribucion de las taquicininas por todo el

organism072'7374'75'76'7778'79.

1.5.2. PEPTIDOS DE LA FAMILIA DE LAS TAQUICININAS.

Se han descrito hasta la fecha, en mamiferos seis taquicininas: SP, NKA, NKB, neuropéptido

K (NPK), neuropéptido Y (NPY) y HK1374180 (figura 8).

TAQUICININAS EN MAMIFEROS

Substance P
Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-GlIn-Phe-Phe-Gly-Leu-MetNH,

Neurokinin A
Hys-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-MetNH,

Neurokinin B
Asp-Met-His-Asp-Phe-Phe-Val-Gly-Leu-MetNH,

Figura 8. Estructuras de las principales taquicininas en mamiferos. Imagen tridimensional generada con el software

SweetMollyGrace 1.3.

NPK y NPY son formas extendidas del segmento N-terminal de la NKA75. Estos péptidos se
caracterizan por compartir un C-terminal comun determinado por la siguiente secuencia de

aminoacidos: Phe-X-Gly-Leu-Met-NH281,82,83,84385,

19



Importancia de la sustancia P y su receptor NK-1R en el cancer de tiroides

Mientras que la secuencia de aminoacidos de la SP, NKA y NKB es idéntica en mamiferos, la
secuencia de HK-1 parece variar entre el ratén, la rata y los humanos. En mamiferos, como ya se ha
sefialado, los péptidos de las taquicininas se expresan principalmente en los tejidos neurales8687.88,
La SP y la NKA estan presentes tanto en el SNC como en el SNP, en este dltimo aparecen en los
tejidos inervados por neuronas primarias aferentes sensibles a la capsaicina0.5889.90,9192.93,94 siendo
liberadas en las terminaciones nerviosas tanto en la médula espinal como en los tejidos periféricos
realizando una actividad neurotransmisora excitatoria®>96.97.98, E] sistema nervioso no es la tnica
localizacion de la SP, como ya se comentd, asi pues ésta se expresa en células endoteliales humanas,
las células de Leydig de raton, diversas células inflamatorias e inmunes de humanos, ratas y
ratones?9.100101,102 Ademds se han encontrado precursores del NKB en placentas humanas y de
ratas, en Uteros asi{ como en otras células reproductoras en ratén103104105106 Por (ltimo, la HK1 se
expresa principalmente en células no neurales y se piensa que tiene un papel importante en la
sefalizacion intercelular, especificamente, en las comunicaciones entre el sistema nervioso y otros

sistemas biologicos.

1.5.3. ESTRUCTURA GENETICA.

La sustancia P, la neurokinina A, el neuropéptido K y el neuropéptido Y se encuentran

codificados en el gen preprotaquicinina-A (PPT-A) o gen TAC-1 (tabla 3).

TAQUICININA SECUENCIA DE AMINOACIDOS *

Sustancia P (SF)

(11 22) Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met NH,
a3

Neurokinina A (NKA)

His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Glv-Leu-Met NH>
(10 za)

Neurckinina B (NKB)

Azp-Met-His-Asp-Phe-Phe-Val-Glv-Leu-Met NH;
(10 za)

Asp-Ala-Asp-Ser-Ser-lle-Glu-Lys-Gln-Val-Ala-Leun-Leu-Lys-Ala-Leu-
Tyr-Gly-His-Gly-Gln-Tle-Ser-His-Lys-Arg-His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-
Gly-Leu-Met NH,

Neuropéptide K (NPK)
(36 za)

Neuropeéptido v (NPy) A sp-Ala-Gly-His-Gly-Gln-Tle-Ser-His-Lys-Arg-His-Lys-Thr-Asp-Ser-FPhe-
(21za) YVal-Gly-Leu-Met NH,

Hemokinina-1 (HE-1)

a1=) Thr-Gly-Lys-Ala-Ser-Gln-Fhe-Phe-Gly-Leu-Met NH,
a3

Azp-Gly-Gly-Glu-Glu-Gln-Thr-Leu-Ser-Thr-Glu-Ala-Glu-Thr-Trp-Val-
Tle-Val-Ala-Leu-Glu-Glu-Gly-Ala-Gly-Pro-Ser-Ile-Gln-Leu-Gln-Leu-Gln-
Glu-Val-Lys-Thr-Gly-Lys-Ala-Ser-Gln-Phe-Phe-Glv-Leu-Met. WH;
A=p-Gly-Gly-Glu-Glu-Glo- Thr-Leu-Ser-Thr-Glu-Ala-Glu-Thr-Trp-Glu-
Gly-Ala-Gly-Pro-Ser-lle-Gln-Leu-Gln-Leu-Gln-Glu-Val-Lys-Thr-Gly-
Lys-Ala-Ser-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met. NH:

Endokinina A (EKA)
(47 23)

Endokinina B (EKE)
(41 za)

Endokinina € (EKC) "
(14 za)

Lys-Lys-Ala-Tyr-Gln-Leu-Glu-His-Thr-Phe-Gln-Gly-Leu-Leu NH2

Endokinina D (EKD)"
(14 az)

Val-Gly-Ala-Tyr-Gln-Leu-Glu-His-Thr-Phe-Gln-Gly-Leu-Leu WH2

Tabla 3. Secuencia de los diferentes neuropéptidos que integran la familia de las taquicininas de mamiferos. (a) Los
aminoacidos subrayados son los que conforman la secuencia C-terminal comiin de las TK. En negrita se representa

el residuo aromatico o alifatico correspondiente. (b) Péptido relacionado con las TK (tachykinin-like).
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Solamente se conoce la organizacion de este gen en unas cuantas especies de
mamiferos107.108109110 En ratas y humanos, el gen estd compuesto por siete exones, en ratones
Unicamente por seis. En humanos, a partir de la transcripcién primaria del gen se obtienen cuatro
isoformas de ARN mensajero (o, 3, y v 6) que difieren en sus combinaciones de los exones. El ARN
mensajero -PPT-A contiene los siete exones del gen mientras que el ARN mensajero a-PPT-A
pierde el exdn 6, el y pierde el exdn 4, por ultimo, el ARN mensajero §-PPT-A pierde los exones 4 y
6. La secuencia del ex6n 3 codifica la SP, mientras que la secuencia del 6 codifica la NKA. La
secuencia que produce el NPY esta presente en los exones 3, 5 y 6 mientras que la que produce la

NPK se encuentra en los exones 3,4, 5y 6.

La secuencia precursora de la SP esta por tanto codificada por las 4 isoformas posibles, en
cambio la secuencia de NKA estd presente en el ARN mensajero 3y y-PPT-A, la secuencia de NPY en
el ARN mensajero y-PPT-A y por tultimo, la secuencia de NPK es unicamente codificada por ARN
mensajero [3-PPT-A111112113,114115116,117,118,119120121 [ 3 translaciéon de esos ARN mensajeros y su
procesamiento postranslacional es lo que determina las distintas taquicininas. Es importante tener
en cuenta diferentes circunstancias, por ejemplo la SP puede expresarse de manera aislada,
mientras que la NKA siempre se expresa acompafiada de SP. Hay ciertos estudios sobre las
diferentes concentraciones de las distintas isoformas de ARN mensajero PPT-A en los distintos
tejidos que muestran un incremento relativo en las concentraciones de las isoformas y y 3, en

concreto las que expresan SP y NKA106,

La NKB es la tnica secuencia conocida hasta el momento que se obtiene del gen PPT-B o
gen TAC-3122123, En humanos y ratas, el gen estd compuesto por siete exones y la secuencia que

codifica la NKB se encuentra en el exén 5.

Se ha demostrado que la estructura primaria de la HK-1 es diferente en humanos de la
hallada en ratones y ratas. La HK-1 esta producida por el tercer gen PPT-C o TAC-47273, El gen PPT-

C estd compuesto por cuatro exones y la secuencia que codifica la HK-1 se encuentra en el exén 2.

1.5.4. ASPECTOS EVOLUTIVOS DE LAS TAQUICININAS.

Tanto en los vertebrados superiores como en distintos grupos de invertebrados, se han
aislado taquicininas81124125126, ] 3 estructura primaria de las taquicininas son estructuras muy
conservadas desde el punto de vista de la evolucion, en especial la secuencia C-terminal compuesta
por Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2 y que precisamente es donde reside la funcién biolégica de estos
péptidos®. Todas las especies a lo largo de la escala de la evolucién expresan taquicininas o

péptidos relacionados con ellas.

La SP o sus péptidos relacionados, son los mas abundantes de toda la familia y aparecen

con estructura similar tanto en mamiferos como en otros vertebrados. Unicamente existen
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pequeias sustituciones como por ejemplo el cambio de un aminoacido por otro de similares

propiedades127428'129'130'131r132r133'134r135'136'137-138'139'140'141442'143.

La NKA de mamiferos, reptiles y aves tienen la misma estructura primaria diferenciandose

Unicamente en dos aminoacidos144145.146,

El NPY y péptidos relacionados se han encontrado también en otras especies de
vertebrados como la serpiente pitén y el aligitor entre otros!47.148, Los péptidos “pseudo”
taquicinina se han aislado en invertebrados compartiendo con los vertebrados alrededor de un
30% de la secuencia; no obstante, la secuencia C-terminal relacionada con su actividad es diferente

y por esta razon se le denominan péptidos “pseudo” taquicininal49.150,151,152,153,154,155,156,

A pesar de ello, existen excepciones como la sustancia aislada en las glandulas salivares del
mosquito Aedes aegypti, denominada sialokininal57 que conserva la secuencia C terminal de los
vertebrados. Se plantea la posibilidad de que exista una relacion entre este fendmeno y el hecho de

que esta sustancia entre en contacto con un huésped vertebrado.

La gran estabilidad estructural de estos péptidos a través de la evolucién sugieren una
fuerte presion selectiva, es decir que mutaciones que conllevan sustituciones conservativas en sus
secuencias de aminodcidos, favorecen la supervivencia. Esta presion selectiva, junto al pequefio

tamafio de las moléculas de las taquicininas hace dificil establecer relaciones filogenéticas.

Asi, el estudio de los genes completos, incluyendo intrones y otras regiones no codificantes

podria ser util para el estudio de la evoluciéon de los neuropéptidos.

No obstante todavia se desconocen la mayoria de los genes que codifican las taquicininas y
sus péptidos relacionados. Con los conocimientos actuales no se puede asegurar que los genes PPT-
A, B, C y otros genes que codifican péptidos relacionados con las taquicininas procedan de un gen

ancestral comun, no obstante, hay varios hechos experimentales a tener en cuenta:
A. La presencia de taquicininas o péptidos relacionados en todas las especies vivientes,
incluidos invertebrados y las similitudes existentes en sus secuencias de aminoacidos.

B. La similar distribuciéon de las taquicininas en los tejidos de los organismos estudiados:

sistema nervioso, glandulas salivares, intestino...

C. El hecho por el cual en algunos casos la conformacién activa de la SP y de los péptidos

relacionados en insectos conforman sitios similares de unién al receptor.

D. La observacion de que el spantide (un antagonista selectivo de receptores de taquicininas)

actlia tanto en receptores de taquicininas de mamiferos como de insectos.
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Todos estos hechos sugieren un origen comin de las taquicininas y de los péptidos

relacionados con ellas las cuales derivarian de un gen comun ancestral127.158,
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1.6. NK-1R: RECEPTORES DE LAS TAQUICININAS.

1.6.1. TIPOS DE RECEPTORES.

Los efectos bioldgicos de las taquicininas estdn mediados a través de 3 tipos de receptores
denominados NK-1R (receptor de la neurokinina-1), NK-2R (receptor de la neurokinina-2) Y NK-3R

(receptor de la neurokinina-3).

Ademas, existe una variante del NK-3R denominado NK3BR o NK-4R. Estas moléculas
pertenecen a la familia A (tipo rhodopsina) de los GPCRs, una gran superfamilia de proteinas que
conforman aproximadamente el 1% de todo el genoma y juegan un papel clave en los mecanismos

de sefializacion celular72159,160,161,162,

Los GPCRs, son unas proteinas transmembrana responsables de la transduccién de sefiales
mediadas por estimulos ambientales como luz, olor, sabor, asi como hormonales, neurotransmision

y otros tipos de comunicacion intercelulares.

Los GPCRs comparten varias caracteristicas estructurales, siendo la mas importante la
existencia de un paquete de siete hélices transmembrana conectadas por seis bucles de distinta

longitud (figura 9).

COO

Figura 9. Receptor asociado a proteina G genérico: 7 hélices transmembrana y 6 bucles. Imagen tridimensional

generada con el software SweetMollyGrace 1.3.

Aunque los GPCRs comparten una topologia comun, cada uno tiene ciertas caracteristicas
diferenciadoras pudiendo variar especialmente en el tamafio del amino-terminal extracelular, los

bucles citoplasmaticos y el grupo carboxilo terminal.
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Basandonos en esas diferencias, los GPCRs de mamiferos han sido clasificados en 3 tipos: A,
By C. La familia A (rhodopsin-like o adrenergicreceptor-like) es con diferencia la mayor de las tres
y se caracteriza por una estructura amino-terminal corta y unos residuos 4cidos constantes en cada

hélice transmembrana.

La proteina G acoplada es un heterotrimero constituido por una subunidad a con actividad
GTPasa y dos subunidades 8 y y que forman un dimero. El dimero -y se desacopla de la subunidad
cuando se activa la proteina G. Existen varias isoformas de estas subunidades cuya combinacion
define los distintos tipos de proteinas G. Existen 16 isoformas de subunidad que se obtienen por

‘splicing’ alternativo, 5 isoformas de subunidad y 14 isoformas de y (figura 10).

EXTRACELLULAR
SPACE

inactive GPCR
EXTRACELLULAR SPACE

CYTOSOL

i —-—— |
plasma inactive G protein

membrane extracellular

signal molecule

GDP
GTP

activated GPCR

===
activated activated C
o subunit By complex

Figura 10. Receptor acoplado a proteina una proteina G. A. Estructura del receptor con sus siete dominios
transmembrana. B. Estructura de una proteina G inactiva con sus subunidades a, 8 y y en una representacion
esquematica (1) y tridimensional (2). C. Activacion de la proteina G tras la unién del receptor transmembrana a su

ligando (Modificado de Alberts et al., 2008, pp. 904-906).

En estado de reposo el trimero estd asociado y la subunidad a esta unida a GDP. Cuando el
receptor se une al ligando se producen cambios conformacionales en las asas intracelulares del
receptor que disocian el trimero activando la proteina G. La subunidad a se separa del dimero -y y
se une al GTP. La subunidad a y 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 idnicos.
Todos ellos activan cascadas de sefializacion intracelular. La proteina G activada actuara sobre un

efector u otro segun el isotipo de sus subunidades o, B y y (figura 11). Cada subtipo tiene un rango
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de hidrdlisis diferente. La duracion del efecto de la proteina G activada depende de la actividad
GTPasa de la subunidad a. Una vez hidrolizado el GTP el trimero se reasocia y se inhibe la

activacion de efectores.

activated

adenylyl cyclase

signal molecule activated a
A subunit of B
stimulatory G plasma

protein (Gs) membrane

@ signal molecule Pl 4,5-bisphosphate
[PI(4,5)P,]

activated GPCR

activated GPCR activated

phospholipase C-f diacylglycerol

. activated
P protein
inactive PKA amva(ed inositol P ® Kinase C
’ ' activated Gy 1,4,5-trisphosphate O ® ® 2
cyTosoL protein (IP3) 3 e
open IP;-gated
Ca’*-release
channel
lumen of
endoplasmic
NUCLEUS reticulum 00 006 .0 ...

nuclear pore
amvated PKA

activated, phosphorylated CREB

CREB-binding ‘ f'\ inactive CREB

protein (CBP) “ activated target gene
=

cyclic AMP response ‘
element (CRE) GENE TRANSCRIPTION

Figura 11. Mecanismos efectores de la proteina G. A. Via de la adenilato ciclasa y proteincinasa A (PKA). B. Via del

fosfatidil inositol bifosfato (modificado de Alberts etal., 2008, p. 909y 911).

Igual que en otros miembros de esta superfamilia, los receptores de las taquicininas
parecen tener 7 dominios hidrofébicos transmembrana (TM I-VII) con 3 bucles extracelulares (EL
1, EL 2 y EL 3), 3 bucles intracelulares (IL 1, IL 2 e IL3), una formacién aminoterminal extracelular

asf como otra formacidn carboxiterminal citoplasmatical64,

Cuando Nakanishi y col.165 clonaron el primer receptor relacionado con la SP, el
conocimiento de la presencia de los receptores de neuropéptidos, hasta entonces se basaba en
estudios de unién y analisis farmacoldgicos. Hoy en dia se dispone de la estructura fisica de los

receptores descritos hasta la fecha para los mamiferos (figuras 12 y 13).
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receptor \NK, JRR—

Figura 12. Receptor de la neurokinina-1. Imagen procedente de Almeida et al.166,
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Figura 13. Receptor de la Neurokinina-2 y 3. Imagen procedente de Almeida et al.16¢

Receptores de taquicinina de diferentes especies de mamiferos se han clonado. En todos

ellos se ha podido demostrar que el NK-1R es una proteina compuesta por 407

aminoacidos165.167.168,169,170,171,172,173,174,175,176,177,178,179,180,181,

El NK-2R humano tiene 398 aminoacidos en cambio y es mayor que el de la rata con 390

aminodacidos; por otro lado, el NK-2R del cobaya tiene 402 aminoacidos.

Por tultimo, el NK-3R es el mayor de todos en todas las especies, siendo este tamafio a
expensas de la region aminoterminal. Conteniendo 465, 452 y 440 aminoacidos en humanos, ratas

y cobaya respectivamente.
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Los receptores de las taquicininas poseen una moderada selectividad a las taquicininas
endogenas. Asi, la SP, la NKA y la NKB actian como agonistas de los 3 receptores; no obstante, no
todos se unen con la misma afinidad. Asi pues el ligando preferido para el NK-1R es la SP, para el

NK-2R la NKA y para el NK-3R la NKB (tabla 4).

Receptores y sus ligandos

NK-1R SP>NKA>NKB
NK-2R NKA>NKB>SP
NK-3R NKB>NKA>SP

Tabla 4. Receptores de las neurokininas y sus ligandos preferidos.

Parece ser que NPK y NKY no solo actian como precursores del NKA, si no que podrian
incluso tener un papel como neurotransmisores. NPK y NKY tienen mayor afinidad con NK-2R pero
también presentan una alta afinidad con el NK-1R. Recientes estudios farmacoldgicos indican que la
HK-1 tanto de ratoén, rata, como humanos actiia como agonista del NK-1R produciendo, al menos en

los tejidos periféricos, idénticos efectos que la SP7586,88,89,90,182,183,184,185,186,187,188,

En mamiferos los receptores de las taquicininas se encuentran distribuidos dentro de cada
especie de forma heterogénea. El NK-1R se expresa ampliamente tanto en el SNC como en el SNP y
esta presente en las neuronas, musculo, endotelio, vascular y diferentes tipos de células
inmunitarias entre otras. EI NK-2R se encuentra en el SNP principalmente aunque también se
expresa de manera selectiva en ciertos nucleos cerebrales, por el contrario, el NK-3R se encuentra
en el SNC principalmente, mientras que en los tejidos periféricos se identifica en el ttero y placenta
de ratas y humanos, pulmoén, higado, el sistema portal, el sistema musculo esquelético humano, y

vena mesentérica de ratas y ciertas neuronas entéricas del intestino de diversas

especies79,80,105,106,107,162,189,190,191,192,193,194—,195,196,197_

1.6.2 ESTRUCTURA GENETICA.

Los genes que codifican los 3 receptores de las taquicininas se encuentran en el cromosoma
2 teniendo la misma organizacién estructural todos. Como ocurre con otros receptores de esta
familia, los receptores de las taquicininas tienen 7 dominios transmembrana de caracter
hidrofébico (TM I-VII), con 3 asas extracelulares (EL 1-3) y 3 asas intracelulares (IL 1-3). Las
regiones codificantes de estos genes estan divididas en 5 exones, con sus intrones localizados en

idénticas posiciones para todos ellos167.168,171,173,175,176,178,181,

El ex6n 1 contiene la regién que codifica hasta la parte final de TM Il y la regién 5’ no

traducida. El ex6n 2 contiene IL 2, TM IV y EL 2. El exén 3 contiene TM V e IL 3. El ex6n 4 codifica el
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TM VI, EL 3 y TM VIL Por ultimo el exén 5 codifica el grupo C-terminal citoplasmatico y la region 3’
no traducida (figura 14).
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Figura 14. Representacion esquematica 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 aminoacidos en los

lugares de splicing (Jocelyn N. Pennefather et al., 2004).

1.6.3. LAS ISOFORMAS DEL NK-1R.

La existencia de dos isoformas del NK-1R presentes en las glandulas submaxilares de la
rata, que se diferenciaban en la longitud del extremo carboxi-terminal fue demostrada por Kage et
al1981%9, En la especie humana también han sido clonadas y estudiadas (figura 15). Estas dos
isoformas se diferencian en la longitud del polipéptido generado, pero poseen los mismos dominios
de unién, la forma larga posee 407 aminoacidos, mientras que la corta tan sé6lo 311. El menor
numero de residuos se debe al dominio intracelular ya que en esta regidn parece situarse el
mecanismo implicado en la fosforilacién dependiente de cinasas de los GPCRs. Por consiguiente, la
forma corta parece tener una menor capacidad para la internalizacién del receptor. La forma larga
se expresa predominantemente en determinados sitios del cerebro humano, en cambio la forma

corta se expresa a lo largo del SNC y los tejidos periféricos.
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Figura 15. Representacion esquematica de las isoformas del NK-1R.

Las caracteristicas de la union ligando-receptor de la forma larga del receptor coinciden
con la caracterizada en los tejidos de las especies mamiferas estudiadas por el momento, de tal
forma que la SP es el mayor agonista. Por el contrario, la forma corta del receptor parece tener una

afinidad al menos diez veces menor que la forma larga.

Los estudios de Fong et al.200 en 1992, indican por tanto que existen multiples formas del
NK-1R humano y que la diferente activacién de la respuesta intracelular podria estar en relacion
con la complejidad de los efectos bioldgicos de la SP. Estos datos sugieren que la forma corta podria
representar un sistema efector diferente. Diversos estudios de secuenciacién de proteinas apuntan

que las dos isoformas provienen de un corte y empalme alternativo del pre-ARN mensajero.
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1.7. FISIOLOGIA MOLECULAR DE LA SP Y EL NK-1R.

Por la accién de unas proteasas especificas, las taquicininas son liberadas de sus

precursores. Los tipicos puntos de corte son las parejas Lys-Arg, Arg- Arg y Arg-Lys, siendo esta
accion llevada a cabo por seis grupos de enzimas proteoliticas denominadas convertasas. La
amidacion del grupo COOH terminal tras la proteolisis es generada por la secuencia precursora Gly-

Leu-Met-Gly- Lys-Arg, en la cual Gly actia como el donante de la amida.

Las taquicininas de la terminacién nerviosa, son liberadas por un mecanismo calcio-
dependiente como respuesta tras la aplicacién de un estimulo ya sea fisiolégico o no (potasio,
despolarizacion por capsaicina, estimulacion eléctrica). Pueden ser atacadas e inactivadas, una vez
que son liberadas, por varias enzimas proteoliticas con diferente afinidad por cada una de ellas, de
modo que el péptido mas vulnerable parece ser la SP, mientras que aquellos que tienen en su N-
terminal el residuo pGlu parecen mas resistentes al ataque de las proteasas. Tres enzimas parecen
mostrar una funcién predominante, en la degradacién proteolitica de la SP: dipeptidyl-amino

peptidasa, postprolina endopeptidasa y catepsina-D.

La estimulaciéon del NK-1R genera diversos segundos mensajeros, que de manera
secuencial pueden desencadenar ciertos mecanismos efectores, mecanismos reguladores de la
excitabilidad celular y la modulacién de ciertas funciones celulares. Aparentemente existen tres
segundos mensajeros que podrian llevar a cabo estas funciones (figura 16)201,202,203,204,205,206: tanto
la subunidad a-GTP como las subunidades  y Y estan relacionadas con la regulaciéon de las

funciones efectoras de la SP.
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Figura 16. Representacion esquematica de las vias de sefializacion intracelular tras la activacion del NK-1R por la SP

(ATP: adenosin trifosfato; AMPc: adenosin monofosfato ciclico; DAG: diacilglicerol; IP3: inositol trifosfato; LXs:
leucotrienos; MAPKs: protein-quinasa activadas por mitégenos; PGs: prostaglandinas; PKA: proteina quinasa A;
PKB: proteina quinasa B; PKC: proteina quinasa C; PLA: fosfolipasa A; PLC: fosfolipasa C; pMLC: fosforilacion de la
cadena ligera de la miosina; T-K: tirosinaquinasa; TXA2: tromboxano A2) (Imagen tomada de Rosso, Muiioz, &

Berger, 2012).

El DAG actua via protein-cinasa para abrir los canales de calcio tipo L en la membrana
plasmatica. La respuesta de los tejidos depende por tanto del aumento de los niveles de calcio
intracelular. La activacion de la fosfolipasa C, la cual transforma el fosfatidil inositol bifosfato (PIP2)
en inositol trifosfato (IP3) y en diacilglicerol (DAG). IP3 acttia en receptores especificos del reticulo

endoplasmatico incrementando los niveles intracelulares de calcio al liberar los depdsitos de calcio.

La activacidn de la fosfolipasa A2, desencadena la movilizacidn del acido araquidénico. Y la
activacién de la adenilato ciclasa, la cual produce un incremento de los niveles de adenosin

monofosfato ciclico (cAMP).

Se supone que la SP penetra en la fase lipidica de la membrana plasmatica adaptando
parcialmente la conformacién de una a-hélice y que entonces difunde en la membrana hasta el sitio
de unién del receptor. Otras moléculas como NPK, NKA y NKB también pueden unirse a dicho

receptor (figura 17) pero con menor afinidad que la SP 207.
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(@) Substance P

Figura 17. Representacion esquematica que muestra los sitios de union de la SP (a) y del antagonista no peptidico
CP-96,345 en el NK-1R (b). La primera imagen muestra la visién extracelular en la que se representan los bucles y la
region N-terminal. Los circulos verdes representan los residuos que interactiian con la SP. En la segunda imagen las

siete regiones transmembrana se muestran como hélices, y los circulos rojos representan los sitios de union del

antagonista CP-96,345 (Imagen tomada de Hokfelt et al., 2001, p. 30).

Tras la internalizacién del complejo SP/NK-1R ha sido estudiada la ruta endocelular en
profundidad por Grady et al.208 Gracias a los estudios con microscopio confocal utilizando SP
marcada y anticuerpos frente a NK-1R, se puede conocer al detalle la ruta intracelular asi como los

procesos de degradacion de la SP y reciclaje de los NK-1R (figuras 18-20).
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Figura 18. Translocacién transmembrana de la B-arrestina 1-GFP. En la secuencia A, el medio no contiene SP. En la
secuencia B, las células fueron incubadas con 10nM o 1 nM de SP durante 60 minutos a una temperatura de 4°C.
Tras la fijacion de las células se procede a identificar los NK-1R mediante inmunofluorescencia. Asi mismo,
mediante el anticuerpo @-ARR1 se procede a localizar la B-arrestina. En la secuencia A se observa que los NK-1R se
sitilan en la membrana celular mientras que la Barrestina se distribuye por el citosol. La incubacién con
concentraciones nanomolares (10 y 1) de SP induce la translocacion de B-arrestina 1-GFP desde el citosol hacia la

membrana timpanica. Imagen procedente de Graddy et al.2%8,

R

n MASS

Figura 19. La SP estimula el trafico de B-arrestina 1-GFP. Las células son incubadas con 10 nM (secuencia A) o con 1
nM (secuencia B) de SP durante 10 minutos a 372C. A continuacién se lavan y se incuban de nuevo por un periodo
entre 0 y 60 minutos a 37°C. Posteriormente se fijan y se realiza la localizacion mediante inmunofluorescencia del
NK-1Ry de la B-arrestina. La estimulacion con 10 nM de SP induce una endocitosis mediada por @-arrestina 1 y NK-
1R tanto en la membrana plasmatica como en los endosomas perinucleares durante al menos 60 minutos. Tras este
periodo se constata que la B-arrestina vuelve parcialmente hacia el citosol. Asi mismo, la estimulacion con 1 nM de
SP induce una respuesta de menor intensidad a la anterior, asi, se produjo la endocitosis de $-arrestina 1y el NK-1R
en las ultimas fases del experimento. Se constaté ademas una minima deplecién de B-arrestina 1 en el citosol. Tras

30 minutos el NK-1R se detectdé en la membrana celular de nuevo. Imagen procedente de Graddy et al.208).
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Figura 20. Deteccion de la inmunorreactividad de cy3-SP (paneles de la izquierda) y NK-1R (paneles de la derecha).
Las células se incubaron con 100 nM de cy3-SP durante 60 minutos a 4°C, posteriormente fueron lavadas y vuelta a
incubar con un medio sin SP durante 0 minutos (A y E), 10 minutos (B y F), 30 minutos (Cy G) y 120 minutos (D y H).
A continuacion fueron fijadas y mediante inmunorreactividad se localizé a cy3-SP y NK-1R. Ambas moléculas se
expresan en la misma localizacién excepto a los 120 minutos cuando se aprecia que la SP se queda internalizada en

la célula mientras que el NK-1R va volviendo a la membrana celular. Imagen procedente de Graddy et al. 201,

Se ha podido demostrar que el NK-1R y la SP, mediante un mecanismo dependiente de
clathrina en los denominados endosomas tempranos son rapidamente internalizados. En estado
basal, en ausencia de SP, el NK-1R se encuentra en la membrana plasmatica. Tras la exposicién de
las células a la SP, el receptor y ésta se agrupan en dicha membrana desplazdndose de manera
conjunta hacia el interior de la célula por medio de endocitosis conformando los endosomas
tempranos. Para demostrar que este mecanismo es dependiente de clathrina se modificé el medio
afiadiendo sustancias que bloquean la endocitosis por esta via, como son la sucrosa hiperosmolar o
deplecionando potasio. No obstante, es posible que éste no sea el Uinico mecanismo de entrada
como asf aseguran los autores de dicho estudio. Varios minutos tras la administracién de SP no se
detecta ésta en la superficie celular, por el contrario, los estudios mediante anticuerpos dirigidos
frente al NK-1R indican una parcial internalizaciéon de dicho receptor. La discrepancia entre la
internalizacién casi completa del ligando frente a la parcial del receptor, podria estar relacionado

con el estado de afinidad del receptor. Unicamente aquellos receptores con una alta afinidad para
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su ligando serian internalizados quedando remanentes en la membrana plasmatica aquellos con
menor afinidad. Una vez que el complejo SP/NK-1R se internaliza, se dirige a la region perinuclear
donde se va a producir una acidificaciéon del endosoma hasta llegar a un pH inferior a 6,2 a partir
del cual la SP se disocia del receptor. A las 4 horas tras la liberacién de SP, se comprueba que los
receptores NK-1R aparecen en la membrana plasmatica de nuevo. Esto puede ser explicado
mediante tres teorias: 1) La inserciéon de receptores preformados, 2) La sintesis de nuevos
receptores, 3) El reciclaje de los receptores internalizados. La primera posibilidad no puede ser
descartada del todo, aunque los estudios realizados en el estadio basal no mostraron NK-1R en el
interior de la célula en tanta cantidad que nos hagan pensar en esta posibilidad. En contra de la
segunda posibilidad aparece el hecho de que la ciclohexamida, un inhibidor de la sintesis proteica,
no evita la aparicién de los receptores en la membrana plasmatica. Por ultimo, la teoria del reciclaje
se fundamenta en que el uso de agentes que previenen la acidificacion de las organelas
(bafilomicina A, monesina, cloroquina y NH4Cl) reduce de forma sensible la reaparicién de los
receptores en la membrana plasmatica. El ligando por el contrario va a sufrir una degradacion
enzimatica en el interior de los endosomas ya que no aparece de nuevo en la membrana plasmatica

junto con los receptores.

Parece ser que es precisamente estos mecanismos de endocitosis y reciclaje de los
receptores los que serian responsables de los fendmenos de desensibilizacion y resensibilizacion
ante la respuesta de la SP; de este modo, tras la internalizacién de los mismos, la célula se hace
insensible a la SP, volviendo a responder a ésta tras el reciclaje de los receptores en su vuelta a la
membrana plasmatica. De este modo, en la respuesta celular frente a la SP, se consigue la

regulacidn.
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1.8. FUNCIONES DE LAS TAQUICININAS Y SU DISTRIBUCION.

1.8.1. EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

Tanto en los cuerpos celulares como en las fibras nerviosas, el SNC presenta una gran
inmunorreactividad para la SP. La NKA tiene una distribucién similar a la de la SP. Respecto a la
NKB no se conoce la distribucién exacta con el mismo grado de detalle que el resto. Las taquicininas
estan implicadas ademas de su papel como transmisor sensorial, en una variedad de funciones
como el control de las actividades motoras, funciones auténomas y endocrinas, asi como

procesamiento de la memoria209210,211,212,213,

1.8.1.A. NEOCORTEX.

Si nos fijamos en el neocortex, la SP se encuentra a bajas concentraciones; no obstante,
existen determinados estudios?1? que otorgan a la SP papel mas relevante del que se habia asumido.
En el neocortex de monos se ha determinado la existencia de dos tipos de células que presentan
inmunorreactividad para la SP y NKA. El primer grupo de células, de menor cuantia pero mayor
tamaflo, tifie intensamente tanto para las taquicininas como para somatostatina y NPY. El segundo
grupo, mas abundante que el anterior, pero de menor tamafio, tifile débilmente para las
taquicininas, presentando ademas inmunorreactividad para el GABA. El primer grupo esta presente
en las capas II, [Il y VI, asi como en la sustancia blanca adyacente al cdrtex. El segundo grupo celular
se encuentra en las capas IV y V. Respecto a las fibras nerviosas, se aprecia que se tifien para las
taquicininas en todas las capas del neocortex. El NKB esta presente en grandes concentraciones en

las capas [V y V de los cerebros de ratas.

Mediante iontoforesis se ha podido comprobar que la SP induce una excitaciéon prolongada
de las neuronas corticales de ratas, en especial de las capas V y VI. Otros estudios215, muestran que
la deprivacién visual produce una disminuciéon de la inmunorreactividad de taquicininas en las
neuronas del cértex visual en monos. Esto sugiere que cambios en la percepcion sensorial pueden

inducir cambios en la sintesis de neurotransmisores como las taquicininas en la corteza cerebral?16,

1.8.1.B. NUCLEOS CAUDAL Y PUTAMEN.

Los nucleos estriados muestran altos niveles de inmunorreactividad a SP. La tincién se
lleva a cabo en los axones terminales y en los cuerpos neuronales. Existen dos tipos de neuronas en
los nucleos estriados de ratas que tifien para SP: por un lado, neuronas de mediano tamafio,
espiculadas. El otro grupo de neuronas, de menor ndmero y no espiculadas, conforman los circuitos

neuronales locales del nucleo.

Del total de las neuronas de los nucleos estriados de ratas, tres cuartas partes

aproximadamente son catalogadas del primer tipo, espiculadas y proyectadas hacia la sustancia
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negra, el area tegmental ventral y el globo palido. Los nucleos estriados de los mamiferos estan
compuestos por dos compartimentos distintos, la matriz y el estriosoma. Estos compartimentos
estan dispuestos como un mosaico y presentan diferentes propiedades neuroquimicas. El
estriosoma presenta menor nivel de acetilcolinesterasa que la matriz y altos niveles de SP, dinorfina
y encefalina asi como endopeptidasas las cuales degradan estos péptidos. Contiene altos niveles de

dopamina y receptores muscarinicos, ademas.

Diversos estudios indican la existencia en este nucleo de grandes concentraciones del NK-

1R presentando por el contrario muy bajos niveles para NK-2R Y NK-3R?217.218.219,

1.8.1.C. GLOBO PALIDO.

El principal origen de la SP en el globo palido proviene de la proyeccién existente a través
de las neuronas del ntcleo estriado. En los primates, el segmento interno del globo palido y el
palido ventral se encuentra ocupado por una estrecha red nerviosa muy inmunorreactiva a SP; por
el contrario, el segmento externo presenta, para ésta, una tincién muy débil. Asi como las fibras
nerviosas tifien para SP, los cuerpos celulares de primates no presentan inmunorreactividad para
este neuropéptido. Los terminales nerviosos que presentan reactividad para la SP, dinorfina o
encefalina en el globo palido muestran una morfologia caracteristica en ovillo de lana donde los

terminales nerviosos peptidérgicos envuelven a las dendritas receptoras por completo?220.221,

1.8.1.D. SUSTANCIA NEGRA.

La sustancia negra es de las zonas que mayor concentracién de SP posee de todas las
regiones cerebrales. Se ha podido observar esta distribucién en cerebro de ratas donde se aprecia
una intensa inmunorreactividad en las fibras nerviosas asi como en dos diferentes tipos de botones
sindpticos. La pars compacta de la sustancia negra es una de las principales fuentes productoras de
dopamina; estas areas se proyectan hacia el nucleo estriado y otras areas del SNC. Se ha podido
comprobar mediante microscopia electréonica que los terminales que presentan
inmunorreactividad positiva para SP hacen sinapsis directamente con las células dopaminérgicas
de la sustancia negra. El hecho de que la SP active las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales se

ha visto reforzado por varios estudios?22,

La infusién de SP en la sustancia negra produce un incremento marcado de los
comportamientos estereotipados de las ratas como son el olisqueo y el aseo, siendo éstos
bloqueados con la infusién de 6-hidroxidopamina en el nicleo caudado. Una inyeccién intranigral
de SP produce una elevacién de los niveles de dopamina asi como de 4cido homovanilico en el
ganglio estriado ipsilateral. El hecho de que una inyeccién intranigral de GABA y dinorfina A

produzcan una disminucién de la liberacién de dopamina en el nicleo estriado sugiere que la SP
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actia como un neurotransmisor estimulador de las neuronas dopaminérgicas de la via

nigroestriatal, mientras que el GABA y la dinorfina A actiian como inhibidores.

Existe un mecanismo de feedback opuesto de la dopamina sobre la SP. Los axones
dopaminérgicos contactan directamente con las neuronas productoras de SP que se hallan en el
nucleo estriado. La administracién de un agonista indirecto de la dopamina o bien la administracién
de un inhibidor de su recaptacién va a producir una elevacién de la SP en la sustancia negra. Por
otro lado, el bloqueo de las sinapsis dopaminérgicas mediante un antagonista de la dopamina va a

producir una disminucién de los niveles de SP en la sustancia negra.

Se ha comprobado cémo en la enfermedad de Parkinson?23, donde existe una menor

concentracion de dopamina en la sustancia negra, existe una disminucién de la concentracion de SP.

Tanto la sustancia negra como el drea tegmental ventral contienen también NKA. Aunque
su distribucion es similar a de la SP, la cantidad de esta taquicinina es levemente inferior a la SP. La
NKA tiene una accién excitatoria sobre las neuronas dopaminérgicas y no dopaminérgicas de la
sustancia negra. Lévesque et al afirman que el sistema de regulacién de la via dopaminérgica no es

el mismo para la NKA que para la SP224,

1.8.1.E. HIPOCAMPO.

Dentro del hipocampo, las fibras nerviosas que contienen SP se hayan principalmente en
las capas piramidal y granular, en cambio, los cuerpos neuronales que expresan alrededor de su
nucleo SP se hayan principalmente en la capa polimoérfica. A pesar de que las concentraciones de SP
en los mamiferos son bajas en esta region, son de 2 a 10 veces superiores que en otras areas
corticales de monos y humanos. Ademas se ha demostrado la existencia de receptores para las

taquicininas.

El hipocampo y la amigdala estan implicados en diversas funciones relacionadas con la
memoria; asi, algunos estudios realizados con ratones sometidos a descargas eléctricas muestran

una mayor retenciéon de memoria tras la administracion intracerebral de taquicininas225226.227,

Se piensa que el origen de las terminaciones nerviosas que contienen SP puede ser el

nucleo supramamilar y el hipotalamo posterior.

1.8.1. F. NUCLEOS DE LA ESTRIA TERMINAL Y AMIGDALA.

La amigdala y los nucleos del lecho de la estria terminal estdn relacionados con la
regulacion del comportamiento sexual, habiéndose detectado asi una concentracién y distribucién
diferente de SP entre ambos sexos. Las ratas hembra presentan menor nivel de SP en estas areas

que los machos, ademas, las dreas que presentan una gran densidad de SP son dos veces mayores
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en ratas macho que en hembras. La castracion de machos adultos produce una disminucién de la

inmunorreactividad de la SP en la amigdala228229,

La concentracion de SP en la amigdala cerebral es considerablemente alta en las ratas, no
asi en humanos donde su concentracidn es bastante baja. El drea entre el niicleo amigdalar central y
medial es donde se encuentra la mayor cantidad de células positivas para SP. Estas neuronas no
solo conforman un denso plexo intrinseco en la amigdala sino que proyectan haces hacia el lecho de
la estria terminal y el hipotalamo lateral. Se ha demostrado ademas la presencia de receptores de

las taquicininas en estas areas.

1.8.1.G. EJE HIPOTALAMO-HIPOFISARIO.

El hipotilamo de los mamiferos contiene altas concentraciones de SP, de hecho esta
sustancia fue aislada por primera vez en extractos hipotalamo de bovino. La distribucién de la SP en
el hipotadlamo varia mucho entre cada especie. En humanos, la region tuberal basal es la zona mas
rica en SP. El origen de las fibras nerviosas que contiene SP no se conoce del todo aunque se piensa

que procede de la amigdala230.

Mediante microscopia electrénica algunos estudios?3! han demostrado la existencia de
axones inmunorreactivos a SP contactando con la lamina basal de los capilares en el sistema portal

hipotaldmico en la eminencia mediana.

El 16bulo hipofisario anterior contiene una gran cantidad de fibras portadoras de SP que se

localizan alrededor de las células hipofisarias.

Se ha demostrado, mediante inmunofluorescencia23? la existencia de receptores de la SP en
estas células. La aplicacién intraventricular de SP, en ratas, produce una inhibicién de la liberacién
de la hormona de crecimiento, mientras que la aplicacién de un antagonista produce el incremento
de los niveles plasmaticos de esta hormona. La SP produce una elevacion en plasma de

prolactina?233,

En la rata, la inyeccién intracerebroventricular de SP produce una tipica respuesta de
defensa basada en aumento de la presién sanguinea, frecuencia cardiaca, actividad simpatica
eferente y vasoconstriccion visceral. Aumento en el estado de conciencia, aumento de motricidad,
arafiazos, mordiscos y aseado. La parte anterior y ventromedial del hipotalamo es considerada la
zona diana donde afecta la SP, se ha demostrado que la microinyeccién de SP en estas areas evoca

respuestas similares.

La SP puede tener un papel muy importante en el control del comportamiento sexual.
Existen gran cantidad de neuronas inmunorreactivas para SP que contienen receptores para

estrégenos en los ntcleos hipotaldmicos ventromediales de ratas hembra. Se ha demostrado que
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estos nucleos son diana de la accidn de las hormonas que regulan el comportamiento sexual. En las
ratas macho, la inyeccidon de antagonistas de la SP en la region predptica anterior del hipotadlamo

inhibe la respuesta sexual mientras que la aplicacién de SP la estimula234235,

Respecto a los cuerpos neuronales, practicamente el 100% de ellos expresan SP en su
interior. Todas las regiones del tdlamo presentan fibras nerviosas que contienen SP, a excepcién de
los ntcleos centromediales y posterolaterales, pudiendo proceder estas fibras del hipotalamo,

regiones pretalamicas y terrenos del cerebro medioZ?3e.

1.8.1.H. NUCLEO ESPINAL DEL TRIGEMINO.

En la sustancia gelatinosa del nucleo espinal del trigémino en ratas, es similar la
distribuciéon de SP a la que se puede observar en la médula espinal. La distribucion principal de
estas fibras competen a la lamina I y II. En pacientes sometidos a una neurotomia trigeminal se
objetiva una disminuciéon de la captaciéon de SP en dicho ntcleo, lo que indica que las fibras
positivas para SP se originan principalmente en neuronas primarias aferentes cuyos cuerpos
ganglionares se hallan en el ganglio de Gasser. Tras una estimulacion eléctrica de la pulpa dental en
los conejos se objetiva un incremento de los niveles de SP en el nucleo trigeminal espinal; por el
contrario, la aplicacion local de morfina en dicha regién produce el efecto contrario. Esto sugiere
que el efecto analgésico de los opioides estd modulado en parte por la SP al reducir la liberacién de

SP por las neuronas primarias aferentes.

Determinados estudios indican que la liberacién de SP tanto a nivel central como periférico
por las terminaciones nerviosas produce también una autoactivaciéon de dichas terminaciones

inducidas por una actividad autorreceptora de la SP237.238,239,

1.8.1.1. NUCLEO DORSAL DEL VAGO, GANGLIO VAGAL Y GANGLIO
GLOSOFARINGEO.

Tanto en gatos como en ratas, se ha detectado la presencia de varicosidades y cuerpos

celulares positivos a SP en el nucleo dorsal del vago24°.

En conejos, los ganglios glosofaringeo y vagal, poseen gran cantidad de cuerpos neuronales

positivos a SP241,

1.8.1.]. GANGLIOS AUTONOMOS PREGANGLIONARES.

En la médula tordcica y lumbar la principal localizacién de las neuronas simpaticas
preganglionares es el nudcleo intermediolateral. Este nucleo se tifie intensamente para SP en
numerosas especies de mamiferos. Se han hallado ademas NK-1R en esta area. La aplicaciéon de SP

en este nucleo induce una actividad excitatoria. La administracion intratecal de SP produce un
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aumento de la tension arterial y taquicardia. Esta reaccién se ve acompafiada de una elevacién de
los niveles de epinefrina y norepinefrina en plasma. Se piensa por tanto que estos dos

neurotransmisores median la actividad de la SP a este nivel.

Los nucleos parasimpaticos sacros, regulan las funciones del tracto urinario bajo, el
intestino grueso y los 6rganos sexuales. Se han observado también tanto fibras que contienen SP

como receptores242243,

1.8.1.K. NUCLEOS MOTORES CRANEALES Y NUCLEOS DE ASTA ANTERIOR DE
LA MEDULA.

Mediante microscopia electréonica, se ha comprobado que las fibras nerviosas que
contienen SP hacen sinapsis con las dendritas de las motoneuronas de la médula espinal asi como
del nucleo del hipogloso. Se piensa que las taquicininas juegan un papel importante en la regulaciéon
de ciertos nucleos motores ya que la aplicacion mediante iontoforesis de SP sobre las
motoneuronas de gatos induce la despolarizacién de las mismas. El asta anterior de la médula
contiene gran cantidad de SP y en esta region el origen de estas fibras procede del nucleo del rafe
de la médula. Una hemitranseccién en C1 provoca una disminucién de aproximadamente el 70% de
la SP en C6-C7 ipsilateral. Otra fuente puede ser las neuronas aferentes primarias ya que la

neurectomia a nivel dorsal provoca una disminucién de los niveles de SP244245,

1.8.1.L. GLiA.

Se piensa que la SP y la NKA podrian tener un papel en la regulacion de la respuesta glial
frente al dafio del SNC. Recientes estudios indican la existencia de receptores de taquicininas en

lineas celulares de glia, astrocitos y lineas celulares de astrocitomas?46.247,

1.8.2. LAS TAQUICININAS EN TEJIDOS PERIFERICOS.

La SP puede aparecer o bien en el interior de fibras nerviosas o bien sin relacién con
células neuronales, a lo largo de los tejidos periféricos. En el primer caso, las fibras suelen proceder
de ramas periféricas de neuronas primarias aferentes cuyos cuerpos celulares se encuentran en los
ganglios existentes en la raiz de la espina dorsal. Otras proceden de neuronas de los ganglios
entéricos. Por ultimo y en menor cuantia, estan las que proceden de los ganglios auténomos. Las

neuronas que se encuentra en la retina son un caso especial?48.

1.8.2.A. 0]O.

POLO ANTERIOR.

En diferentes regiones del polo anterior del ojo como la cornea, iris y cuerpo ciliar, se ha

podido documentar la existencia de neuronas inmunorreactivas para SP en numerosas especies. El
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hecho de que en conejos, ratas y ratones se produzca una disminucién de la concentracién de SP al
inducir una denervacion quirurgica del trigémino, indica que las fibras nerviosas existentes tienen
como origen este nervio. Las fibras existentes en el iris proceden de las neuronas parasimpaticas

procedentes de los nervios ciliares y estas neuronas expresan igualmente SP en sus fibras.

La irritacién mecanica, quimica o bien por medio de la estimulacién antidrémica del
trigémino produce una reaccién caracterizada por miosis, hiperemia conjuntival e iridial, ruptura
de la barrera hematoacuosa y elevacidon de la presion intraocular. Existen muchas pruebas que
inducen a pensar que esta reacciéon podria estar mediada por la SP. La inyeccién intraocular en el
conejo de SP induce miosis, extravasacion de proteinas hacia el humor acuoso y una elevacién de la
presion intraocular; asi mismo, la inyeccidon de un antagonista de la SP induce la respuesta contraria
en aquellos casos de traumatismo ocular, estimulacién antidrémica del nervio trigémino o tras la
inyeccion de SP intraocular. Se ha visto como la SP induce una contraccién del muisculo esfinter del

iris, y como con la aplicacién de un antagonista de la SP es revertida esta accign249.259,
RETINA.
La retina de mamifero contiene SP, NKA, NKB y NPK.

Zalustsky y Miller 251 demostraron que pequefias cantidades de SP (<1 micromolar)
excitaban al 78% de las células ganglionares de conejos, produciendo ademas una despolarizacion

de algunas células amacrinas. La NKA produce la misma accidn que la SP.

Se ha demostrado que el uso de antagonista de la SP no produce una alteracién en las
propiedades receptivas de las células ganglionares, sino que se piensa mas bien que pudiera tener
una accion moduladora de la excitabilidad de estas neuronas actuando como cotransmisor

principalmente del GABA. Pero también de otros neurotransmisores252253,

1.8.2.B. VIA AERO-DIGESTIVA SUPERIOR.

CAVIDAD ORAL.

Los niveles de SP en estos tejidos son de los mas altos a nivel periférico. Se piensa que la SP
podria tener un papel predominante en la transmisién del dolor a este nivel asi como cierto papel

en la respuesta vasodilatadora que acompafia a esta sensacidn. A estas conclusiones se han llegado

mediante la estimulacién antidrémica del trigémino y la aplicacién de antagonistas de la SP59.254,
LENGUA.

Se ha detectado la existencia de fibras que contienen SP en la lengua de humanos, ratas y
gatos. En los humanos, la regién apical del epitelio lingual contiene fibras inmunorreceptoras para

SP que median la sensacion de quemazdn que aparece con la capsaicina o la pimienta56.255,
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Se piensa que en la fisiopatologia del sindrome de la boca-lengua urente, la SP y la CGRP
(péptido relacionado con el gen de la calcitonina) pueden tener un papel relevante en este

sentido256.257,

GLANDULAS SALIVARES.

Se ha podido comprobar como las ratas tienen una concentracién muy superior en estas
regiones que en el resto de los tejidos periféricos, asi mismo estos hallazgos, pero en menor cuantia,
pueden extrapolarse al perro y ratéon. Entre todas las glandulas salivares de ratas, la que mayor
cantidad de SP tiene son las parétidas seguidas de submandibulares y submaxilares. Se ha
comprobado asi mismo la existencia de NKA en las glandulas salivares de las ratas. La funcion de las
fibras sensoriales que contienen SP no estd del todo clara. La SP tiene una potente accién
estimuladora de la salivacién en ratas, perros, hurones y cobayas. En cambio esta accién no se
objetiva en ratones, hamster, gatos y conejos. Esta accién, se comprueba también al administrar
NKA. Se ha podido comprobar que la aplicaciéon de capsaicina en la parétida de rata, tanto in vivo
como in vitro induce un pequeflo incremento en la secrecién salivar. Esto hace pensar que dicha
inervacion contribuye al mecanismo de salivaciéon mediado por taquicininas. Varios estudios han
podido dilucidar que en las glandulas salivares de hurones y ratas, la SP junto con la acetilcolina se
liberan por medio de las fibras parasimpaticas, mientras que la acetilcolina es responsable del
mayor componente de la respuesta secretora neuromediada, las taquicininas y posiblemente otros

péptidos?38,
FOSAS NASALES.

En el tracto respiratorio de numerosos mamiferos se ha demostrado la presencia de SP y de
NKA. En la mucosa nasal, las fibras que contienen SP se encuentran, a nivel intra e infraepitelial,
alrededor de arterias, arteriolas, vénulas y glandulas exocrinas. En la mucosa nasal de los gatos la
mayoria de estas fibras también contienen CGRP, estando el origen de estas fibras en el ganglio de

Gasser259.260,261
LARINGE.

En la capa mucosa se encuentra la inervaciéon sensitiva de la laringe. Existen numerosas
terminaciones de fibras nerviosas tanto mielinicas como amielinicas que, partiendo de la capa
submucosa forman un plexo que se dirige hacia el epitelio. Lima-Rodriguez y Nunes262 estudiaron la
distribucién de la SP y CGRP en este tejido demostrando que este plexo nervioso contiene ambos
neuropéptidos, estimando que llevarian a cabo funciones relacionadas con la nocicepcién. En ratas
se ha encontrado un plexo nervioso con fibras inmunorreactivas para SP y CGRP repartido por toda
la superficie del epitelio. Este plexo nervioso es particularmente abundante en los ventriculos
presentando ademdas una densidad mayor en los territorios dorsales que en los ventrales. La

epiglotis es también una zona con una gran inervacién por estos neuropéptidos. La red nerviosa
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intraepitelial deriva de los troncos nerviosos que lindan con las capas profundas del epitelio y que
provienen del tejido conectivo subyacente a través de la lamina propia. El plexo se distribuye por
todo el grosor del epitelio y, a diferencia de en humanos, las fibras alcanzan la superficie epitelial.
La Unica diferencia entre la expresion de CGRP y SP es que esta dltima es de menor intensidad que

la primera pero ambas poseen la misma localizacion (figura 21).

= Luz laringea ,

2 /

Figura 21. Inmunorreactividad de la SP en fibras nerviosas de mucosa laringea. Las flechas indican las

terminaciones nerviosas. Imagen procedente de Lima-Rodrigues et al.262,

1.8.2.C. TRACTO GASTROINTESTINAL.

Se sabe que la SP y la NKA se expresan en distintas vias neurales a lo largo del tracto
digestivo de mamiferos. Estos datos estdn apoyados por los estudios llevados a cabo por Holzer y
Holzer-Petsche263264 por un lado y Furness y Corta por otro265. La liberacién de taquicininas bien
por neuronas intrinsecas entéricas, bien por neuronas aferentes primarias va a producir una
respuesta eferente mediada a través de tres receptores diferentes de neurokininas. Estos
receptores: NK-1R, NK-2R y NK-3R, se encuentran en las neuronas entéricas, el misculo intestinal,
el epitelio, el sistema vascular y el sistema inmunitario entérico, cada uno dispuesto de tal manera
que permite a la SP y a la NKA influir sobre la secrecién de electrolitos y fluidos y mediar la

respuesta inmune y vascular, y también sobre la motilidad intestinal.

En el intestino el papel principal de las taquicininas es regular la motilidad. Las
taquicininas tienen la funcién tanto de estimular como de inhibir la motilidad intestinal y dicha
accion es llevada a cabo mediante el tipo y la localizacién de los receptores de taquicinina. Respecto
a la estimulacién de la contraccién, los NK-1R abundan principalmente en las células intersticiales

de Cajal mientras que los NK-2R estan presentes en las células musculares. Los NK-3R por su parte
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se encuentran diseminados por todas las neuronas entéricas y median predominantemente la
accion constrictora de la musculatura intestinal mediada por un mecanismo colinérgico. Por otro
lado, la SP y NKA pueden producir una depresién motora a través de la liberacién de transmisores
con funcién inhibitoria como el 6xido nitrico, efecto mediado principalmente por los NK-1R y NK-

2R.

Las taquicininas también participan en el control neural de la actividad secretora del
intestino por medio de los NK-1R y NK-2R actuando sobre los enterocitos estimulando la secrecién
tanto de acido clorhidrico como de bicarbonato. Ademas la SP y el NKA, por mediacién de los NK-1R
y NK-3R existentes en las neuronas entéricas van a participar en la funcién de las neuronas secreto-
motoras que causan una secreciéon de iones medida por la liberacion de acetilcolina o el péptido
vasoactivo intestinal. Por otro lado, las taquicininas también pueden ser liberadas desde los axones
de las neuronas entéricas cercanas a las células epiteliales induciendo la liberacién de clorhidrico a

través de un mecanismo tipo reflejo axonal.

Tanto la estimulacién quimica como mecanica de la mucosa, asi como la distensién de la
musculatura producen una excitacién de las neuronas primarias sensitivas que se encuentran en el
plexo mioentérico. Esta respuesta va a producir la liberacién de taquicininas produciendo una
actividad excitadora ascendente y una inhibicién motora descendente mediada principalmente por

el NK-3R.

1.8.2.D. SISTEMA HEPATOBILIAR.

En la vesicula, las fibras que contienen SP predominan en los plexos ganglionares y
musculares. La inyeccion intravenosa de SP en perros produce una disminucidon del flujo biliar basal
unido a una disminucién en la excrecién de acidos biliares y electrolitos. En el higado, estas fibras
aparecen tanto en el parénquima como en el tejido conectivo, asi como en el sistema vascular
hepatico. La SP ademas tiene la propiedad de bloquear la secrecion de bilis inducida por la
colecistoquinina. Las fibras aferentes procedentes del vago, las cuales expresan SP, producen
mediante estimulacion colinérgica una contraccién de las musculatura lisa de la vesicula biliar. La
NKA posee una actividad mucho maés intensa que la SP en esta regién, lo que sugiere que debe
existir una gran cantidad de NK-2R. Estudios demuestran que la SP y la capsaicina producen una
estimulacion del nervio esplénico que induce una extravasacion plasmatica en las vesiculas de los
cobayas por esto se piensa que las taquicininas pueden estar relacionadas con la inflamacién

existente por una colecistitis266:267,

1.8.2.E. PANCREAS.

Se ha comprobado la existencia de fibras inmunorreactivas a SP tanto en ratas como en

cobaya en el pancreas. Existe una distribucién dual de estas fibras, esta distribucién doble sugiere
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que las fibras median funciones diferentes. Por un lado, las de origen extrinseco, provenientes de
los ganglios dorsales de la médula espinal y las de origen intrinseco, procedentes de los cuerpos
neuronales del ganglio local. Las primeras se distribuyen alrededor de los vasos sanguineos, de los
acinis y del ganglio local. Las segundas se distribuyen en los islotes de Langerhans y alrededor de

los ductos pancreaticos.

La SP es un potente inhibidor de la secrecion de las células ductales en ratas por un lado, y

un débil estimulante de la secrecion de amilasa de las células acinares de otras especies.

Respecto a la funcién en el pancreas endocrino su respuesta es variable. En los perros
estimula la produccién tanto de insulina como glucagén, mientras que en las ratas se produce el

efecto contrario268.269,

1.8.2.F. APARATO RESPIRATORIO.

Las taquicininas son unos de los agentes con mayor potencia broncoconstrictora de los que
se conocen. Diversos estudios realizados en cobayas han demostrado que tanto el NK-1R como el

NK-2R estan relacionados con esta actividad.

En el arbol bronquial del cobaya y gato el origen de las fibras nerviosas proviene de la rama
sensitiva del vago, por el contrario, en los pulmones el origen proviene tanto del nervio vago como
del toracico espinal. En la via aérea inferior de ratas y cobayas, se encuentran casi en su totalidad

fibras que son positivas tanto para SP como para CGRP 279,

Se piensa que las taquicininas pueden tener un papel relevante en algunas enfermedades
cronicas de la via aérea como el asma. La exposiciéon de la mucosa de la via aérea de irritantes
mecanicos o quimicos, como la capsaicina, el humo del tabaco y la formalina produce una respuesta
que consiste en broncoconstriccién, estornudo, aumento de la permeabilidad vascular,
vasodilatacion, secrecién mucosa y estimulacion de la actividad mucociliar?7t. Esta respuesta puede

reproducirse mediante la estimulacién antidrémica de los nervios responsables.

Tanto la SP como la NKA producen un aumento en la permeabilidad vascular en la via aérea
de cobayas, una vasodilatacion en el flujo nasal en gatos y dilatacién de vascular broncopulmonar

en perros. La SP es en este caso, mas potente que la NKA y NKB para esta respuesta.

Tanto la SP como la capsaicina inducen a la produccién de mucosidad nasal en ratas, esta
accion es inhibida por un antagonista de la SP. La produccidon de mucosidad en la via aérea tiene dos
origenes: las glandulas seromucosas a nivel submucoso y las células caliciformes de la capa
epitelial. La SP también estimula la produccién de moco en otros niveles como en la traquea y los

bronquios. A este nivel la SP es méas potente que las otras dos taquicininas estudiadas.
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Se ha detectado un incremento del aclaramiento mucociliar en relacién con la SP. No
obstante, estudios in vitro han demostrado que no se debe a una accién directa, sino que el origen
es la estimulaciéon de las neuronas postganglionares parasimpaticas eferentes. Esta respuesta
también se ha obtenido mediante la estimulacién con humo de tabaco, bradiquininas y

capsaicina?72273,274,

1.8.2.G. SISTEMA CARDIOVASCULAR.

CORAZON.

Existen numerosas localizaciones en las que se pueden encontrar fibras que contengan
tanto SP como CGRP en el corazoén. En algunos estudios realizados en cobayas275276 se objetiva que
en las paredes de las auriculas y ventriculos, las valvulas, las inmediaciones de vénulas, los vasos
coronarios y las células cardiacas ganglionares se expresa SP. Otras especies estudiadas son los

perros, los gatos, las ovejas, incluso en los humanos?277.

Se sugiere que algunas de las fibras existentes podrian estar vinculadas con la transmision
del dolor que se produce en la isquemia cardiaca, la claudicacién intermitente o en los aneurismas
disecantes. La SP produce una intensa vasodilatacién en las arterias coronarias de los perros, este
fendmeno se ha comprobado también in vivo en humanos. El mecanismo de regulacion del flujo por

medio de la SP podria ser una respuesta autodefensiva frente a la isquemia cardiaca?7s.

VASOS SANGUINEOS.

La existencia de fibras inmunoreactivas para SP en la capa adventicia asi como en el limite
entre ésta y la capa media en varios vasos sanguineos como las arterias cerebrales felinas, las
arterias intestinales del cobaya y el sistema portal murino se demuestra en diversos estudios27°. El

origen principal de estas fibras perivasculares es sensorial.

La accién que la SP desarrolla es una potente vasodilataciéon, llevandose a cabo en el
endotelio por medio de los NK-1R. Esta accién parece estar relacionada con la liberacién por parte

de las células endoteliales de algun factor relajante!82.

CUERPO CAROTIDEO.

La SP puede estar relacionada con el mecanismo desencadenado frente a la hipoxia tanto
en el cuerpo carotideo como el nicleo solitario?80281, Existen gran cantidad SP que proviene de las
células glémicas y las terminaciones nerviosas de las células sensitivas. La aplicacién tanto de SP
como de NKA produce una estimulacién de los quimiorreceptores existente a este nivel; asi mismo,
la aplicacién de un antagonista de las taquicininas, bloquea el estimulo ocasionado por la hipoxia

sobre el cuerpo carotideo.
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1.8.2.H. SISTEMA UROLOGICO.

RINON Y URETERES.

La SP es una de las moléculas con mayor poder vasodilatador y natriurético de los que se
conocen. La infusiéon intrarrenal de SP produce un aumento del flujo renal, del volumen de orina y
de la excrecidn de sodio en el gato. Por otro lado, produce un incremento del filtrado glomerular en
conejos. Estos efectos estan supuestamente relacionado con la accién vasodilatadora de la SP sobre
el endotelio de las arteriolas aferentes del rifién. Se ha demostrado ademds que la SP induce la

supresion de la liberaciéon de renina.

La SP junto con CGRP se expresa en la pelvis renal y los uréteres en forma de una densa red
de fibras nerviosas. Se localizan fundamentalmente cerca de las células del musculo liso, alrededor
de los vasos sanguineos y tanto intra como bajo el epitelio. Existen gran cantidad de varicosidades
nerviosas alrededor de los vasos sanguineos presentes en la cortical renal, a menudos cercanas a
los tibulos y glomérulos renales. En el gato, el origen de estas fibras son los ganglios de la raiz

dorsal en L1-L3.

Varios estudios muestran que la liberacién de taquicininas en el sistema pieloureteral no
s6lo induce cambios inflamatorios ante un estimulo irritante, sino que ademas favorece la motilidad
de la musculatura pieloureteral para favorecer la pronta eliminacién de los irritantes?82283, En los
cobayas, tanto la SP como la NKA inducen un aumento del peristaltismo ureteral por medio de la

contraccién de las células musculares circulares presentes a este nivel.

VEJIGA URINARIA.

En la vejiga urinaria existen numerosas fibras nerviosas que contienen SP, NKA y CGRP en
su interior. Estas provienen principalmente de fibras sensitivas segin los estudios que se han

realizado en ratas y cobayas284.

Como en otras regiones, la SP estaria relacionada con la transmisién del dolor a este nivel
en distintas patologias vesicales285. La aplicacién local de taquicininas y capsaicina a este nivel
produce contraccién de la musculatura lisa de la vejiga, lo que indica que las taquicininas podrian
estar relacionadas con el mecanismo reflejo de la miccion. Esta contracciéon, mediada por los NK-1R
y NK-2R, se debe a la actuacién tanto de la SP como de la NKA sobre las células de la musculatura
lisa mediante una accién directa y otra indirecta mediante la estimulacién de neuronas

parasimpaticas.

1.8.2.1. ORGANOS GENITALES.

En el ttero, ovarios y vagina también se pueden encontrar fibras positivas para SP, NKA y

CGRP. El origen de estas fibras son los ganglios de la raiz dorsal. A este nivel las taquicininas
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producen un aumento de la vascularizaciéon asi como induce la contraccién uterina. Algunos
estudios?87 en ratas mediante la aplicacion de capsaicina intratecal indican que la SP podria tener
un papel importante en la fertilidad, ya que esta acciéon produjo una marcada reducciéon de la

fertilidad en ratas287.288.289,

En humanos la SP tiene una respuesta bifisica respecto a la motilidad de los
espermatozoides, a bajas concentraciones (4x10-7M) produce un leve incremento, a altas

concentraciones (>10-6M) una marcada reduccion de la motilidad?91,

La vesicula seminal, los testiculos, el epididimo y los vasos deferentes de ratas, gatos y
cobaya contienen SP. Se ha encontrado también SP en las células de Leydig humanas. A este nivel, la

SP estimula la contraccién de los vasos deferentes y la vesicula seminal.

1.8.2.]. PLACENTA.

La SP y el receptor NK-1R estan distribuidos ampliamente por el cordén umbilical y la
placenta en humanos (figura 22). La concentracién es mayor en la decidua y en los trofoblastos de
las membranas coriénicas. También existe gran concentracion, en las células endoteliales y en los
miocitos de los vasos placentarios, tanto en arterias como en venas, de las membranas placentarias

y el cordon umbilical292.293,
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Figura 22. Inmunolocalizacion de NK-1R y SP en: A- receptores endoteliales de las células venosas placentarias; B-
miocitos arteriales del endotelio placentario; Cy D- decidua; E y F- en vellosidades coridnicas; G- control; H-

miocitos.

Parece que existe un efecto vasodilatador inducido por SP, NK-B y por producciéon
endogena de prostaglandinas por las células endoteliales de las venas del cordén umbilical. Parece
que el sistema SP/NK-1R est4 envuelto en la regulacién de la circulacidn feto-placentaria sobre

todo en los grandes vasos del cordén umbilical (tanto arteria como venas).

La SP en el receptor NK-1R parecen tener también implicaciones en la regulacién
autocrina294295296.297, paracrina?9229 y endocrina de la placenta. Tiene la capacidad de producir

proliferacion celular2? y neoangiogénesis3%0.

Por tanto, la disregulacién de este sistema en la placenta puede estar implicado en la
génesis de patologias durante el embarazo como la pre-eclampsia3?l, parto pretérmino y

abortos302,303,304,

Las células de Hofbauer son macro6fagos placentarios que se encuentran en el estroma de la
membrana coridénica en intima unién con los capilares fetales. Estas células modulan las

vasculogénesis placentaria, induce proliferacién celular y neoangiogénesis, expresando altos
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niveles de factor de crecimiento placentario. En numerosas complicaciones durante el embarazo se

ven alteraciones de la apariencia expresiéon y numero de las células de Hofbauer.

Investigaciones recientes han demostrado la presencia de SP y receptor NK-1R en
aproximadamente el 90% de todas las células de Hofbauer de la placenta. Tanto en el ntcleo celular
como en el citoplasma. Estos hallazgos sugieren que la SP esta involucrada en la regulacién
bioldgica de las funciones de las células de Hofbauer y por lo tanto en el normal desarrollo y

crecimiento placentario305306307,308,309,310,

1.8.2.K. SISTEMA ADRENAL.

Las glandulas adrenales de numerosas especies de mamiferos expresan SP. Los humanos
son los que lo hacen a mayor concentraciéon sobre todo en la médula adrenal. En la cortical, las

células cromafines también expresan SP, pero en menor medida.

Se ha comprobado que la SP tiene dos efectos en relacion con la liberacién de
catecolaminas inducida por los agonistas nicotinicos. A altas concentraciones, la SP induce una
inhibicion en la liberacién de catecolaminas. Mientras que a bajas concentraciones produce una

proteccion contra la desensibilizacion de la respuesta nicotinica311312,

1.8.2.L. SISTEMA MUSCULO ESQUELETICO.

MUSCULO ESQUELETICO.

A este nivel expresan SP las fibras nerviosas de las fibras musculares y de los vasos
sanguineos. El musculo séleo contiene 3 veces mas SP que el musculo extensor digital largo y se

piensa que el porcentaje de SP estd en relacién con lo marcada que sea la vascularizacién muscular.

La aplicacion local de SP y NKA sobre la musculatura de conejos producen un aumento del
flujo y la dilatacion de las arteriolas transversas. Este mecanismo se encuentra bloqueado con la
aplicacién de antagonistas de las taquicininas. Lo que indica que la SP podria tener un papel

importante en la regulacién del flujo sanguineo hacia los musculos esqueléticos313314,

HUESO Y ARTICULACIONES.

La SP tiene un papel muy importante en la inflamacién neurogénica asi como la

transmision del dolor en procesos agudos como la artritis o degenerativos como la artrosis.

En el hueso se pueden encontrar fibras inmunorreactivas para SP y CGRP tanto en la
cortical como en la médula dsea, asi como en los tejidos blandos alrededor del hueso. Estas fibras
son especialmente abundantes cerca de las epifisis y periostio. También son muy abundantes en la

membrana sinovial asi como en la red perivascular existente a este nivel en humanos. Se piensa que

52



Importancia de la sustancia P y su receptor NK-1R en el cancer de tiroides

la SP podria tener un papel regulador de la mielopoyesis ya que induce la proliferacion de los

progenitores fagocitarios procedentes de la médula 6sea315316,

1.8.2.M. PIEL.

La sustancia P esta presente en las fibras C de la piel, lo cual indica que también cumple un
papel en la nocicepcidn. Diversos estudios en humanos, muestran inmunorreactividad para SP en
los terminales nerviosos de las fibras existentes en la dermis papilar y epidermis. También se
objetiva en los corptsculos de Meissner asi como en las inmediaciones de las glandulas sudoriparas

y los vasos sanguineos317.318,

1.8.3. TAQUICININAS EN LA INFLAMACION Y EL SISTEMA INMUNITARIO.

Se sabe que las fibras C aferentes primarias estan relacionadas con la inflamacién y la
respuesta inmunitaria, teniendo ademas un papel relevante en la patogénesis de las enfermedades
alérgicas31? e inflamatorias329, asi mismo, pueden tener un papel relevante en la cicatrizacion de las

heridas y el mantenimiento de la integridad tisular (figura 23 y 24).

Médula espinal

CGRP ++****vee ..,
Substance P
Histamina (2) " % Exudacion®,
. P . plasmatica Y4)
@
Vasodilatacion
Epidermis

Daiio en piel

(1)

Figura 23. Esquema sobre los eventos que ocurren tras producirse un dafio en la piel. Tras el dafio (1) suele ocurrir
una activacién de los mastocitos y una liberacién de histamina. Esta activa los terminales de las neuronas sensitivas
mediante el receptor de histamina 1 (2) de tal modo que produce una estimulacién ortrodromica de la médula
espinal y antidromica alrededor de la piel afectada. Esto tltimo produce la liberacion de neuropéptidos a este nivel.
La SP puede actuar por medio de los NK-1R en las células endoteliales de las vénulas o posiblemente estimulando la
liberacion de atin mas histamina por parte de los mastocitos produciendo una extravasacion plasmatica donde ha
ocurrido el dafio (3). La SP puede incluso incrementar el flujo sanguineo, no obstante, es el CGRP, actuando a través
de su receptor el que produce una respuesta mas potente y duradera de vasodilatacion cutanea (4) y

enrojecimiento alrededor de la herida. Imagen procedente de Brain y Cox321,
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Figura 24. Factores que determinan la liberacion de SP desde las terminaciones nerviosas sensitivas. La SP se libera
a partir de la terminacion nerviosa mediante la fragmentacién del PAR-2 (receptor activado por proteasas-2) por
medio de la triptasa. Ademas, la liberacion es estimulada por otros factores como la unién de la bradiquinina con el
receptor B2, la accion de las citoquinas o el 6xido nitrico. La SP ya liberada se une al NK-1R que expresan las células
endoteliales causando vasodilatacién y formacién de edema, ambos componentes caracteristicos de la inflamacién
neurogénica. Ademas, la SP también reacciona con las células inmunitarias induciendo reacciones como la

proliferacion de los linfocitos T. Imagen procedente de Lundy et al322,

1.8.3.A. INFLAMACION.

CONTRIBUCION DE LAS FIBRAS AFERENTES SENSIBLES A CAPSAICINA.

La triple respuesta cutdnea desencadenada ante un dafio mecdanico, térmico o quimico,
descrita por Lewis323, consiste en la aparicién de eritema local, tumefaccién y la aparicién de un

halo alrededor del sitio del dafio.

El eritema se debe a un aumento del flujo sanguineo debido a la vasodilatacion, la
tumefaccién aparece por el incremento de la permeabilidad venular lo que conduce a una
extravasacion plasmatica y por ultimo, el enrojecimiento perilesional se debe a una vasodilatacién
arteriolar secundaria a un reflejo axonal. Al realizar una estimulacién de los nervios sensitivos
(pulpa dental, piel, ojo, mucosa respiratoria, gastrointestinal o urogenital), ya sea antidrémica u
ortodromica, se produce una respuesta similar a la triple respuesta, lo que se denomina la
inflamaciéon neurogénica. Tanto la inflamacién neurogénica, como la respuesta inflamatoria
inducida por dafio quimico o térmico se reducen o incluso anulan mediante el pre-tratamiento con
capsaicina; estos hallazgos indican que las fibras C nociceptivas sensibles a capsaicina estan

relacionadas con esta respuesta324.
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EL PAPEL DE LAS TAQUICININAS EN LA INFLAMACION.

La estimulacion eléctrica, mecanica o térmica en la piel, el ojo, la pulpa dental y el pulmén,

conducen a una liberacion de SP por parte de las fibras nerviosas de esos tejidos325.

En la piel humana, al inyectar SP, se produce la clasica respuesta de eritema, tumefaccion,
dolor y picor. Por el contrario, la aplicacién de NKA produce una respuesta mucho mas débil que no
incluye ni picor ni dolor. A nivel intravascular, la SP produce un aumento de la vasodilatacién

cutanea y de la extravasacion plasmatica326,

Se han utilizado varios antagonistas de la SP, incluidos anticuerpos anti-SP, obteniéndose
como resultados una disminucién de la respuesta inflamatoria frente a los mismos estimulos antes
mencionados3?’. Todos datos indican que las taquicininas tienen un papel relevante en la

inflamacion.

TUMEFACCION Y EXTRAVASACION PLASMATICA.

A diferencia del eritema perilesional que induce la SP, la tumefaccién solamente se inhibe
con la aplicacién de anestésico local. El tratamiento con antihistaminico no previene esta repuesta.
En la piel de las ratas se ha comprobado que tanto la estimulacién nerviosa como la inyeccién de SP
producen un aumento de la permeabilidad venular induciendo una extravasacién plasmatica. Este
efecto se supone que es mediado a través de una accién directa a través de los NK-1R existentes

alrededor de los capilares venosos en la piel.
ERITEMA Y VASODILATACION.

La vasodilatacién que ocurre alrededor del sitio del dafio cutdneo se debe al reflejo axonal
producido por las ramas terminales de las neuronas sensoriales sensibles a la capsaicina. Se ha
visto que esta respuesta es inhibida mediante el tratamiento con anestésicos locales o con
capsaicina. Por otro lado, se piensa que esta respuesta inducida por la SP esta en relacién con la
liberacion de histamina. Ciertos estudios han demostrado que el uso de antihistaminicos reduce asi
mismo esta respuesta3?8. En estudios realizados tanto in vivo como in vitro, se ha visto que la SP
induce la liberacion de histamina por parte de los mastocitos. El NKA tiene una accién similar pero

mucho mas débil. Esta actividad queda inhibida por el uso de antagonistas de la SP.

El dolor que acompaiia la inflamacidén es un indicador de que se produce una excitacion de
neuronas nociceptivas. La histamina liberada por los mastocitos tiene la capacidad de estimular los
terminales nerviosos de las fibras sensibles a la capsaicina desencadenando con ello el reflejo
axonal. En estudios®® in vitro se ha comprobado que estas neuronas excitadas por la histamina
contienen en su interior SP y CGRP y que este efecto es llevado mediante los receptores de

histamina H1.
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Tras la activacion del relejo axonal por medio de la histamina, se produce una liberaciéon de
SP (y otros péptidos) en los terminales nerviosos sensitivos. La SP liberada al medio supone a su
vez un incremento reciproco en la liberacién de histamina por los mastocitos. Estas mutuas
activaciones de las fibras aferentes y los mastocitos tienen la funcién de prolongar y expandir la

respuesta inflamatoria en cascada.
ACTIVACION DE LEUCOCITOS.

La respuesta vascular lleva consigo una migracion de los leucocitos a través de las paredes
de los vasos hacia los tejidos inflamados produciendo un infiltrado de granulocitos y macréfagos.
Tanto la denervacién quirirgica como el pretratamiento con capsaicina en ratas producen una

disminucién de la migracién leucocitaria.

La aplicaciéon de SP sobre musculo de conejo produce, ademas de la vasodilatacién, una
agregacion plaquetaria y una migracion de leucocitos a través de las paredes vasculares. Se piensa
que la SP actuaria mediante dos mecanismos, por un lado, parece inducir cierta quimiotaxis
leucocitaria y por otro el incremento de la permeabilidad vascular favorece la extravasaciéon de

leucocitos329.

Otros efectos demostrados son el incremento en la actividad fagocitaria de los macréfagos
de cobayas, asi como aumento de la liberacion de enzimas lisosomales, anion superdxido y

metabolitos del acido araquidénico330,

La degranulacién de mastocitos inducida por la SP también puede aumentar la migracién

leucocitaria331.

1.8.3.B. SISTEMA INMUNITARIO.

La SP puede influir sobre los leucocitos a través de las citoquinas. No obstante, existen

otros mecanismos como la estimulacion directa sobre los linfocitos332 (figura 25).
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Figura 25. Resumen de las acciones hematopoyéticas de la SP y NKA. (I) La SP tiene un efecto estimulatorio sobre los
progenitores primitivos de la m.o. (II) La SP estimula la proliferacion de los progenitores eritroides precoces (BFU-
E) y tardios (CFU-E). (III-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 accion de la NKA y SP1-4. Imagen tomada de H. S. Kang et al., 2004, p. 341.

En la siguiente tabla se presenta el efecto de la SP sobre las distintas células del sistema

inmunitario (tabla 5).

Potente quimiotaxis.

Cofactor en la diferenciacion a linfocito T.

Incrementa la secrecién de inmunoglobulina.

Estimula la liberacién de citoquinas proinflamatorias de los linfocitos T.

Estimula la actividad de los linfocitos Natural Killer.

Estimula la proliferacién de linfocitos T.

Los linfocitos pueden producir SP.

Potente quimiotaxis.
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Estimula la liberacién de citoquinas proinflamatorias.

Induce la "explosion oxidativa".

Estimula la sintesis y liberacién de metabolitos del 4cido araquiddnico.

Los macro6fagos expresan NK-1R y segregan SP.

Neutrofilos

Potente quimiotaxis.

Estimula la degranulacion.

Incrementa la adherencia a células epiteliales (por medio de la regulaciéon de la
expresion de moléculas de adhesion).

Estimula la liberacidn de citoquinas proinflamatorias.

Mastocitos

Media entre los mastocitos y las terminaciones nerviosas.

Induce la degranulacion.

Induce la liberacién de histamina y serotonina.

Estimula la liberacidn de citoquinas proinflamatorias.

Eosinofilos

Potente quimiotaxis.

Estimula la activacion, degranulacion, liberacién de Oz" y tromboxano.

Los eosinéfilos pueden segregar SP.

Tabla 5. Efectos de la SP sobre las células del sistema inmunitario.

Tanto in vitro como in vivo, las concentraciones nanomolares de SP inducen la proliferacién
linfocitaria en humanos y ovejas. En ratones, la SP produce un incremento de la sintesis de IgA e
IgM, pero no de IgG. Se ha demostrado en diversas especies la existencia de NK-1R tanto en

linfocitos B, T como en las células natural killers (NK).

Existen fibras inmunorreactivas para SP y CGRP en los ganglios linfaticos y el timo de
numerosas especies. La infusién de SP a este nivel produce un incremento en el flujo de linfa y en la
produccion de linfocitos. El tratamiento neonatal con capsaicina en ratas produce que el niumero de
linfocitos de los n6dulos se reduzca en un 80%333. En este aspecto la NKA fue mas potente que la SP.
En este estudio se constat6 ademas que la aplicaciéon de un antagonista de la SP produce en ratas

una disminucién de la produccién de anticuerpos frente a un antigeno.
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Estudios recientes sefalan el probable papel de la enzima conversora de angiotensina y un
sistema renina-angiotensina propio de la medula dsea, a través del cual la angiotensina II actuaria

de forma conjunta y coordinada con la SP y otros NP en la regulacién de la hematopoyesis334.

La génesis y progresiéon de los tumores estdn intimamente relacionadas con el sistema
inmune, de manera que las células inmunes pueden actuar tratando de detener la tumorogénesis o
facilitando la progresion de la misma a distintos niveles. Este planteamiento unido a una serie de
datos experimentales ha llevado a algunos autores a formular la hipétesis de que el SNC podria ser
capaz de monitorizar y modular la formacién de tumores a través de interacciones del eje neuro-

inmuno-endocrino en la fisiopatologia de la tumorogénesis (figura 26).

e e T RN,
£ b i
g y/ \ ¥
§ \ﬁ.-r.,fm\“"_ T A
2 Emotional Brain | \
4 ' R 2
e .{i"y { ol (L.mbncszggir:) ¥
) 4 o~ 7 g -
\ w )
&\ Y
( £ /. + A Circulatory System
&' v < (Endotelial Cells)
e o CF N _po VN
SP Neuroendocrine Pathway | SP Paracrine Pathway
N = v —
£ A
(i &
(L) o Tumour Cells
’ N ; i
#
a\
R \
= 27
1 I
s | \ SP Endocrine Pathway \
| r—— / Tumour Mass *~
— F g -
JUL e {J )\‘./ ) L ~ - "
| Peripheral Nervous System k (\ ” SP Autocrine Pathway |
) (Nerve Fibre) ‘(\ Y 7 g i
Spinal Cord Ll J
SP Nervous System

Figura 26. Modelo propuesto de interaccion entre el sistema nervioso, endocrino, inmune y células tumorales. Las
células tumorales liberan compuestos, como citoquinas o factores de crecimiento, que pueden influir en la funcién
cerebral. No se tiene certeza de que el sistema nervioso libere sustancias que modulen el crecimiento del tumor de
manera directa; en cambio la comunicacion bidireccional del tumor con las células inmunes y las consiguientes
interconexiones entre el sistema inmune con el nervioso constituirian la base de esta monitorizacién y modulacion

indirecta de la tumorogénesis por parte del cerebro (imagen tomada de Mravec et al., 2006, p. 112).

1.8.3.C. CICATRIZACION DE HERIDAS Y FUNCIONES TROFICAS.

Las neuronas sensoriales sensibles a capsaicina llevan a acabo una funcidén tréfica de los
tejidos335. Al aplicar capsaicina sobre ciertos tejidos animales se inducen cambios como
opacificaciones corneales, lesiones en piel, disminucién de la viabilidad de injertos asi como el

incremento de la susceptibilidad para desarrollar una tlcera gastroduodenal.
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La SP y el NKA inducen la sintesis de ADN en diversos tejidos estudiados y asi en el tejido
vascular33¢ se ha constatado, un aumento las células endoteliales en estudios in vitro y un
crecimiento de los capilares en estudios in vivo. Esta accién se lleva a cabo mediante la estimulacién

de los NK-1R.

1.8.4. PAPEL DE LAS NEUROKININAS EN LA NOCICEPCION.

La mayoria de las fibras C-aferentes que expresan SP pertenecen a distintos tipo de
nociceptores que se activan mediante estimulos térmicos, quimicos y mecanicos ya sea en la piel o

bien por distension visceral337.

A partir de sus terminales tanto centrales como periféricas, estas neuronas, al ser
estimuladas, liberan SP, NKA y CGRP. A nivel central, la liberacién de SP ejerce su actividad a través
de un efecto denominado potencial postsinaptico excitador de baja velocidad que actda sobre las
neuronas de segundo orden en la médula espinal y tronco cerebral. Esta activaciéon produce,
modulacion del reflejo protector de flexién, la percepcion del dolor, asi como varios reflejos

auténomos y respuestas endocrinas.

A nivel periférico, los axones de estas fibras C aferentes presentan una gran distribuciéon
colateral en una gran variedad de tejidos como piel, visceras y ganglios auténomos. Cuando las
terminaciones de estas fibras son estimuladas se envian impulsos, por un lado hacia las ramas de
los axones periféricos para inducir el reflejo axonal, por otro lado, hacia los ganglios auténomos y

por ultimo hacia el SNC para transmitir la sefial de dolor.

Se ha demostrado que determinados pacientes que, presentan una reduccién de la
concentraciéon de SP en los axones de la sustancia gelatinosa, presentan una disminucién de la

sensibilidad al dolor338,
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1.9. ANTAGONISTAS DEL NK-1R.

El NK-1R se expresa a lo largo del SNC y de los tejidos periféricos en mamiferos. Gracias a
las herramientas farmacolégicas de las que se dispone hoy en dia (agonistas y antagonistas) se
puede, por un lado esclarecer las funciones fisioldgicas del NK-1R y por otro establecer las posibles

aplicaciones terapéuticas de los antagonistas de los NK-1R.

A finales del siglo pasado se desarrollaron una serie de ligandos para el NK-1R de tipo no
peptidico y peptidico. Dentro de los peptidicos, se encuentran agonistas y antagonistas con
secuencias ciclicas y lineales. Por otro lado dentro de los no-peptidicos existen sustancias con

distintos origenes quimicos como esteroides, derivados piperidinicos y derivados del tript6fano339.

1.9.1. ANTAGONISTAS DEL NK-1R PEPTIDICOS.

Alo largo de los afios 80340341 se desarrollaron diversos antagonistas peptidicos derivados
de la SP; no obstante, los resultados no fueron alentadores debido a numerosas limitaciones como
su escasa potencia, cierta actividad residual como agonista parcial, induccién a la degranulacién de
mastocitos y neurotoxicidad. El primer antagonista de origen peptidico que se desarrolld fue el
Spantide (DArg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-DTrp-Phe-DTrp-Leu-Leu-NH2). Para evitar estos efectos y con
el fin de aumentar la potencia y la selectividad se desarroll6 el Spantide II (figura 27). Estos dos
antagonistas son de tipo peptidico lineal. Con posterioridad se desarrollaron otros antagonistas
peptidicos de tipo ciclico como el FK224 que tiene la particularidad de actuar sobre el NK-1R y NK-
2R lo cual podria tener ciertas aplicaciones terapéuticas o el L-668,169 con una gran afinidad sobre
el NK-1R. Las investigaciones posteriores se encaminaron a desarrollar un antagonista mediante la
deleccién progresiva de aminodcidos con el fin de conseguir la estructura con menor peso
molecular que mantuviera una alta afinidad y selectividad. Estos estudios llevaron al desarrollo de

los antagonistas tripeptidicos; entre ellos, el FR 113680 fue el que mejor resultado obtuvo.
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Figura 27. Los antagonistas peptidicos del NK-1R SPANTIDE y SPANTIDE II. Imagen tridimensional generada con el

software SweetMollyGrace 1.3.
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Los principales agonistas peptidicos del NK-1R son, ademas de la SP, Septide (figura 28),
GR 73632 y Cycloseptide. Por otro lado, los principales antagonistas de tipo peptidico son el
Spantide y Spantide II.

Figura 28. El agonista del NK-1R SEPTIDE. (Imagen tridimensional generada con el software SweetMollyGrace 1.3).

1.9.2. ANTAGONISTAS DEL NK-1R NO PEPTIDICOS.

Los antagonistas no peptidicos se desarrollaron a partir de inicios de los afios 9070342
cuando tres diferentes grupos de investigacion divulgaron sus resultados. Desde entonces hasta
ahora se han desarrollado un gran nimero de fAirmacos de estas caracteristicas. Estos antagonistas

se pueden clasificar en relacién al tipo de estructura quimica de la que proceden.

En este sentido se pueden encontrar antagonistas tipo esteroideos, como el WIN 51708,
tipo perhidroisoindolanos, como el RP 67580, RP 73467 o el RPR 100893. Dentro del grupo de los
quinucledinos destacan el CP 96345, sintetizado por primera vez por Schneider, y L-709,210. En el
grupo de las benzilamino piperidinas se encuentran el CP 99994, GR 203040, GR 205171 y CP
122,721. Dentro de las benzileter piperidinas destaca el L-733,060 y otros como el L-741,671 y L-
742,694. Por ultimo dentro de los derivados del triptéfano destacan el L-732,138 y otros como el L-
737,488y PD 154075.

1.9.2.A. ANTAGONISTA L-733,060.

El L-733,06 (25,3S)-3-{[3,5-bis(trifluorometil)benzil]oxi}-2- fenilpiperidina), es un fArmaco
desarrollado por los laboratorios Merck, Sharpe & Dohme. Se trata de un antagonista no peptidico
del NK-1R que pertenece a la familia de la benzileter piperidinas. Presenta un IC50 de 1.0 nM en el

NK-1R humano. Su peso molecular es 403.361. Es activo por via oral343344 (figura 29).
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Figura 29. Representacion tridimensional de la estructura quimica de L-733,060. Los atomos de carbono estan
representados en gris, hidrégeno en blanco, nitrégeno en azul, oxigeno en rojo y flior en amarillo (modificado de

Rosso et al., 2012, p. 10).

1.9.2.B. ANTAGONISTA L-732,138.

El L-732,138 (N-Acetil-L-triptéfano 3,5-bis(trifluorometil)benzil ester) es otro farmaco
desarrollado también por Merck, Sharpe & Dohme. Al igual que el caso anterior es un antagonista
no peptidico del NK-1R. Este fArmaco pertenece a los antagonistas basados en el triptéfano. Su IC50

es 1.6 nM. Soluble en alcohol y en acetato de etilo, su peso molecular es 472.434> (figura 30).

Figura 30. El antagonista no peptidico del NK-1R L-732,138. Imagen tridimensional generada con el software

SweetMollyGrace 1.3.

1.9.2.C. APREPITANT.

El Aprepitant346 es un antagonista de los receptores de la SP/NK-1R. Es un sélido cristalino
blanco a blancuzco, con un peso molecular de 534.43. Es practicamente insoluble en agua siendo
moderadamente soluble en etanol y acetato isopropilico y ligeramente soluble en acetonitrilo.
Descrito quimicamente como 5-[[2 R,3 S)-2-[1 R)-1-[3,5- bis(trifluorometil)fenil]etoxi]-3-(4-
fluorofenil)-4-morfolinil|metil]-1,2-dihidro-3 H- 1,2,4-triazol-3-ona (figura 31).
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Figura 31. Representacion tridimensional de la estructura quimica del Aprepitant. Los atomos de carbono estan
representados en gris, hidréogeno en blanco, nitrégeno en azul, oxigeno en rojo y fliior en amarillo (modificado de

Rosso et al., 2012, p. 10).

Los estudios de tomografia de emisién de positrones en animales y seres humanos con
Aprepitant han demostrado que cruza la barrera hematoencefalica y ocupa los receptores
encefalicos NK-1R. En modelos en animales, se ha demostrado que inhibe la emesis inducida por
agentes quimioterapéuticos citotoxicos, entre ellos, cisplatino, mediante acciones centrales. Los
estudios en animales y seres humanos demuestran que Aprepitant aumenta la actividad
antiemética del antagonista de los receptores de 5-HT3 ondansetrén y el corticosteroide

dexametasona y que inhibe las fases agudas y tardias de emesis inducida por cisplatino.

La concentracidn plasmatica maxima media se alcanza aproximadamente a las 4 horas y la
biodisponibilidad oral absoluta media del Aprepitant es de aproximadamente el 60% al 65%. Su
farmacocinética es no lineal sobre toda la gama posolégica clinica. En adultos jévenes sanos, el
aumento de ABCo-» (area bajo la curva) es 26% superior a lo proporcional a la dosis entre dosis

Unicas de 80 mgy 125 mg administradas en estado alimentado.

Tras la administracién oral de una dosis tnica del Aprepitant 125 mg en el dia 1 y 80 mg
una vez al dia en los dias 2 y 3, el ABCo-24n es aproximadamente 19.6 mcg_h/mLy 21.2 mcg_h/mL en
el dia 1 y dia 3, respectivamente. La concentracién plasmatica maxima media de 1.6 mcg/mL y 1.4

mcg/mL se alcanza en aproximadamente 4 horas en el dia 1 y dia 3, respectivamente.

El volumen aparente medio de distribucién a concentracién estable es aproximadamente
70 L en el ser humano. Aprepitant estd conjugado en mas del 95% con las proteinas plasmaticas.

Cruza la placenta en ratas y conejos y cruza la barrera hematoencefalica en el ser humano.

El metabolismo ocurre principalmente mediante oxidacién en el anillo de morfolina y sus
cadenas laterales. Los estudios in vitro con microsomas hepaticos humanos indican que se
metaboliza principalmente por CYP3A4 con metabolismo menor por CYP1A2 y CYP2C19. No se
detecta metabolismo por CYP2D6, CYP2C9 o CYP2E1. En adultos jovenes sanos, da cuenta de

aproximadamente el 24% de la radiactividad plasmatica sobre 72 horas después de una dosis oral
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unica de 300 mg de Aprepitant-[C14], lo que indica una presencia sustancial de metabolitos en el

plasma. Se han identificado siete metabolitos en el plasma humano que s6lo son débilmente activos.

Después de la administraciéon de una dosis unica IV de 100 mg del profirmaco de
Aprepitant-[C14] a sujetos sanos, el 57% de la radiactividad se recupera en la orina y el 43% en las

heces.

La depuracién plasmatica aparente fluctia entre aproximadamente 62 y 90 mL/min. La
vida media terminal aparente fluctia entre aproximadamente 9 y 13 horas. Se elimina

principalmente mediante metabolismo no siendo excretado por via renal.

Aprepitant es un inhibidor moderado de CYP3A4. No debe usarse concomitantemente con
pimozida, terfenadina, astemizol o cisaprida. La inhibicién de la isoenzima 3A4 de citocromo P450
(CYP3A4) por Aprepitant podria conducir a concentraciones plasmaticas elevadas de estos

farmacos, que potencialmente podrian ocasionar reacciones graves o que ponen en peligro la vida.
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1.10. ANTAGONISTAS DEL NK-1R: APLICACIONES TERAPEUTICAS.

En el momento actual, la dnica aplicacién terapéutica para los antagonistas del NK-1R es su
uso como antiemético en los vomitos inducidos por quimioterapia siendo el Aprepitant el tnico
farmaco antagonista de la SP aprobado por la Food and Drug Administration y la Agencia Europea

del Medicamento347,

Se ha relacionado la SP con varios actos fisiolégicos como son la emesis inducida por
quimioterapia, cambios en el tono cardiovascular, la regulacién de la motilidad gastrointestinal, el
desarrollo del sistema inmune, la estimulacion de la secrecion salival y pancreética, la contraccion
de la musculatura lisa vascular y extravascular, la vasodilatacién, incluso se ha relacionado con la
aparicion de migrafia, asma y bronquitis crénica, asi como con el crecimiento tumoral y el

desarrollo de metastasis.

El estudio con antagonistas de la SP y con mutaciones genéticas en ratones ha ayudado a

mejorar el conocimiento del papel de la SP en el dolor y en la respuesta al estrés34s.

Ahora haremos un breve repaso de los distintos campos médicos donde se estan
desarrollando novedades terapéuticas e investigando sobre los antagonistas de los NK-1R y la

accion de la SP.

1.10.1. TRASTORNOS AFECTIVOS.

La relacidn existente entre la SP y el desarrollo de enfermedades psiquiatricas como son la
ansiedad y la depresiéon se ha objetivado. Hay numerosos estudios349350351 que apoyan esta
afirmacién y que investigan nuevos tratamientos para dichas enfermedades basandose en la

fisiopatologia de la SP.

Ensayos clinicos a doble ciego realizados en ratones indican que tras la administracién de
antagonistas del NK-1R, se produce un incremento a largo plazo de la transmisién de serotonina en
el hipocampo352, Esta propiedad es comun a todos los antidepresivos conocidos y parece estar
mediada por un incremento tiempo-dependiente en el indice de serotonina neuronal. Estas
observaciones hacen pensar en la futura posibilidad del uso de los antagonistas del NK-1R como
una nueva clase de agente antidepresivo y ansiolitico, e implican a la SP en la aparicién de
enfermedades psiquiatricas. Un articulo publicado en la revista Science353 compard el antagonista
del NK-1R Aprepitant con otros antidepresivos en un grupo de pacientes diagnosticados de
depresiéon moderada-severa. Ademdas de un gran efecto antidepresivo, se constaté la ausencia de
interacciones con el sistema monoamino lo que se traduce en un menor nimero de efectos

secundarios y de interacciones medicamentosas.

66



Importancia de la sustancia P y su receptor NK-1R en el cancer de tiroides

1.10.2. EL DOLOR.

Electrofisiolégicamente se ha comprobado que la aplicacion iontoforética de SP en las astas
dorsales de la médula causa una estimulacién lenta, diferida y prolongada. Esta lentitud en la
respuesta fue la primera prueba que la exclufa como un transmisor primario de la via aferente.
Nuevas investigaciones mostraron que la SP modulaba la transmision sinaptica a dicho nivel,
jugando un papel como potenciador de los inputs, ya fueran estimuladores o inhibidores.
Comportandose como neurotransmisor del dolor, se ha demostrado que tiene una funcién

facilitadora, de forma que la morfina, al impedir su liberacién, bloquea el dolor354.

La SP esta presente en las fibras-C, que son las aferentes primarias relacionadas con la
neurotransmision del dolor. Se ha comprobado que esta relacionada con los mecanismos dolorosos,
ya que si se inyectan antagonistas de la SP en la médula espinal sobreviene una accién analgésica,
ademas también reducen el tiempo de accién frente a los estimulos dolorosos y dan lugar a otras
respuestas de comportamiento. Por otro lado, los analgésicos opidceos, morfina y los
morfinomiméticos inhiben la liberacion de la SP en el nucleo trigeminal, que transmite la
informaciéon dolorosa. Por lo tanto parece que existe alguna relaciéon entre la SP y los

neurotransmisores opioides endégenos implicados en los procesos de analgesia del SNC.

Las denominadas encefalinas y endorfinas son compuestos naturales, de estructura
quimica semejante a la morfina (morfinomiméticos). Se han relacionado con receptores opioides
(lipoproteinas) presentes en el talamo, la sustancia gris periacueductal, los nucleos del rafe, el
sistema limbico, el locus ceruleus, la sustancia gelatinosa medular, etc. Se intenté determinar si la
expresion diferenciada del CGRP o de la SP en una gama de tumores hipofisarios estaba relacionada
con la presencia o ausencia del dolor de cabeza. Usando técnicas inmunohistoquimicas se concluy6
que el mecanismo que provocaba dolor de cabeza asociado a tumores hipofisarios seguia siendo
indeterminado y que el significado de la presencia de CGRP y de SP en estos tumores era
desconocida, pero no parecia estar relacionada con el dolor de cabeza o la actividad endocrina del

tumors355,

Se investigaron los cambios neuroquimicos que ocurrian en el asta dorsal de la médula
espinal en un modelo de dolor neuropatico por cancer en ratén. Para ello se inocularon células del
sarcoma de Meth-A en la vecindad del nervio ciatico, dando lugar al crecimiento de una masa
tumoral que englobaba al propio nervio. Los niveles de SP y CGRP se elevaron, pero no de forma tan
prolongada como el dynorphin A, que ademas lo hizo de forma paralela al aumento de células c-
Fos-positivas en la medula. De forma que en este modelo el aumento de dynorphin A se podia

asociar al dolor espontaneo, pero no asi los niveles de SP y CGRP356,

Otros estudios357 han investigado el papel de la capsaicina (presente en alimentos como las

guindillas) como estimulo nociceptivo sobre ciertas células nerviosas, provocando la liberacién de
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SP, responsable de la transmision de las sefiales dolorosas dentro de nuestro sistema nervioso. La
capsaicina desencadena la liberacion de este neurotransmisor e inhibe la produccién de mas
cantidad del mismo en el organismo. Con el uso prolongado de capsaicina se gasta, en parte, la SP

de las células nerviosas y asf se alivia el dolor crénico (un estado que requiere la presencia de SP).

En Cleveland, en la Case Western Reserve University, Deal et col.358 evaluaron los efectos de
la capsaicina, tanto en pacientes con artritis reumatoide como con osteoartritis. Descubrieron un
alivio significativo del dolor cuando se aplicaba tépicamente crema con capsaicina en las rodillas
dolorosas, cuatro veces al dia. En la artritis reumatoide, el tratamiento redujo el dolor a
aproximadamente la mitad, mientras que en la osteoartritis disminuy6 hasta alrededor de un tercio.
Ademas de reducir la transmisiéon del dolor, la capsaicina también la producciéon del enzima
colagenasa y de prostaglandinas, reduciendo tanto el dolor como la inflamacién33°. Uno de los
resultados mas sorprendentes de dicho estudio fue que los nervios sensoriales producen su propia
respuesta antiinflamatoria. De esta forma la activacion de las sefiales dolorosas que llevaba a cabo

la capsaicina producia la liberacién de un poderoso antiinflamatorio natural.

1.10.3. INFLAMACION NEUROGENICA.

La inflamacién neurogénica conlleva la liberacién de SP, en respuesta al dolor o a la

infeccion, desde los nervios sensitivos.

La formaciéon de edema, consecuencia de la permeabilidad vascular, es un proceso
fuertemente mediado por la SP que se encuentra en las fibras-C. Esta accién, al igual que la del

factor C5a, se produce tras la unién a la proteina G de sus respectivos receptores.

Por otro lado la SP y la angiotensina II provocan una vasodilataciéon endotelial y en
consecuencia estan directamente relacionadas con la aparicién de hipotensién y bradicardia, esta

potente actividad hipotensora no es bloqueada por la atropina3¢9.

La SP también se ve implicada en ciertas reacciones por hipersensibilidad. En un estudio
realizado en Japdn, se evalué el papel de la SP en las reacciones pulmonares adversas inducidas por
Paclitaxel que causaba una extravasacién de plasma y un edema marcados en pulmones con una
disminucién concomitante de la presién parcial arterial de oxigeno. Dichas reacciones fueron
revertidos por LY303870, un antagonista del NK-1R, constatandose que los niveles de SP en el
plasmay en el liquido del lavado broncoalveolar aumentaron después de la inyeccidn del Paclitaxel.
En 13 pacientes, aumenté el nivel en plasma de la SP pero no de la histamina durante la infusién del
Paclitaxel, de forma significativa (p< 0.05). Por lo que se concluia que la SP, se podia implicar en la

hipersensibilidad producida por el Paclitaxel335 mas que la histamina.
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1.10.4. EMESIS POSTQUIMIOTERAPIA.

Inducidos por la quimioterapia, las nauseas y vomitos desempefian un papel importante en
la calidad de vida de los pacientes, e influyen decisivamente en el mantenimiento de la
quimioterapia. Por lo que, un control adecuado de las mismas salvaria vidas potencialmente,

mejorando al menos los resultados del tratamiento quimioterapico362.

Los fArmacos antieméticos disponibles en la actualidad, no son completamente eficaces en
la prevencidon de nauseas y vomitos. Durante el primer dia se constata la incomodidad de los

pacientes. Pero la mitad de ellos, al menos, siente nduseas y sufre vomitos también en su casa.

Los antagonistas del NK-1R constituyen un nuevo grupo de farmacos dirigidos a otro tipo
de receptores y con un mecanismo de accién diferente al de los antagonistas del receptor 5-HT 3363,
que actian entre el segundo y el quinto dia posteriores a la quimioterapia y que son efectivos en el

70% de los casos.

Navari et col.3¢* investigaron la posibilidad de que un antagonista del NK-1R pudiera
prevenir las nduseas y los vdmitos agudos y retardados en los pacientes sometidos a tratamientos
de quimioterapia, dado que se sabe que la SP estd en las regiones del troncoencéfalo asociadas con
los vomitos. El estudio se realizd con pacientes en tratamiento con Cisplatino. Todos recibieron
Granisetron y Dexametasona previo al tratamiento con Cisplatino y posteriormente se
aleatorizaron en tres brazos, dos de los cuales contenian el antagonista de NK-1R a diferente dosis y
pauta, y el tercero que contenia placebo. El 93% de los pacientes de los dos primeros grupos no
tuvieron vomitos en la fase aguda, en comparacién con el 67% del tercer grupo. También en la fase

de vomitos retardados se encontré beneficio en los pacientes tratados con el antagonista del NK-1R.

Este estudio demostr6 asi, que el antagonista del NK-1R proporcionaba un beneficio
adicional, mas alld del tratamiento antiemético estandar en la prevenciéon de nauseas y vomitos

agudos y retardados.

Se realizaron dos estudios, con al menos 520 pacientes en cada estudio, 365 controlados,
aleatorios, doble ciegos, paralelos y multicéntricos. Uno llevado a cabo en centros de Europa,
Estados Unidos, Sudéafrica y Taiwan, y el otro en Centroamérica y Sudamérica. Los pacientes
recibieron Cisplatino (70 mg/m2) y fueron agrupados de forma aleatoria para recibir ya sea terapia
estandar con receptor antagonista 5-HT3 (Ondansetrén) y Dexametasona prequimioterapica y
Dexamentasona postquimioterapia (dias 2-4) o terapia estandar mas Aprepitant prequimioterapia

y en los dias 2 y 3 postquimioterapia.

Los pacientes que participaron de estos estudios fueron registrando sus experiencias en
diarios que ellos mismos completaban. La respuesta completa (no emesis, no rescate) en el grupo

de Aprepitant en ambos estudios fue significativamente mas alto, el periodo agudo (83%-89%) y el
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periodo diferido (68%-75%), en comparacidn con la del grupo bajo terapia estandar, el periodo

agudo (68%-78%) y el periodo diferido (47%-56%).

Las nauseas mejoraron en el grupo bajo Aprepitant en mayor porcentaje, con una mejoria
del 20 por ciento en esa proteccién. Manteniendo su eficacia antiemética en la prevencién de las

nauseas y vomitos inducidos por la quimioterapia hasta en seis ciclos de quimioterapia.

Aprepitant fue generalmente bien tolerado, siendo las reacciones adversas mas frecuentes
la astenia o fatiga. Otros acontecimientos adversos experimentados fueron la diarrea, las nuseas
(después del dia 5 del estudio), el hipo (4,6%), la astenia (2,9%), el aumento de alaninotransferasa

(2,8%), el estreftiimiento (2,2%), las cefaleas (2,2%) y la anorexia (2,0%).

Se ha demostrado que la SP es liberada desde las fibras nerviosas primarias y que existe
una amplia distribucién de la misma tanto en el SNC, como en el SNP. Debido a esta amplia
distribucion es importante tener un método adecuado para manejar y controlar las dosis
terapéuticas de los farmacos antagonistas de los NK-1R, evitando en lo posible efectos téxicos por

sobredosis.

En este sentido un estudio utilizé las imagenes obtenidas mediante tomografia por emisiéon
de positrones con un trazador selectivo de NK-1R, el [(18)F]SPA-RQC, para determinar los niveles
de ocupacién de los NK-1R alcanzados a nivel central, tras la administracién de dosis relevantes de

Aprepitant (farmaco antagonista de los NK-1R) en individuos sanos.

Para ello se desarrollaron dos estudios placebo-control, simple-ciego y aleatorizados, cuyos
resultados mostraron que la ocupacién de los NK-1R en el cerebro era predicha por las
concentraciones plasmaticas del Aprepitant, por lo que éstas podian ser utilizadas para controlar

las dosis administradas de forma terapéutica para patologia del SNC366,

Los estudios arriba mencionados, conforman la base sobre la que se apoyé la Food and
Drug Administration, en marzo de 2003 para aprobar Aprepitant. También estd aprobado en
Canada3, Singapur, Malasia, América Central y del Sur, Inglaterra y Europa, convirtiéndose de esta

forma en el primer fArmaco antagonista del NK-1R comercializado.

Como pauta se pueden seguir los regimenes utilizados en diferentes estudios clinicos:
Aprepitant 125 mg el dia 1 y 80 mg los dias 2 y 3; Dexametasona 12 mgel dia1ly 8 mglosdias 2,3y

4; Ondansetr6n 32 mg sélo el dia 1.

Los estudios sobre los efectos del nuevo tratamiento indican que disminuyen los sintomas

a partir del primer ciclo de quimioterapia y esto se mantiene hasta el sexto inclusive.
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En combinacidn con otros antieméticos, Aprepitant esta indicado en la prevencién de las
nauseas y vomitos agudos o diferidos, relacionados con cursos iniciales y repetidos de

quimioterapia altamente emetogénica, incluyendo altas dosis de cisplatino.

1.10.5. SEGURIDAD DE LOS ANTAGONISTAS DEL NK-1R.

En los ensayos clinicos en humanos llevados a cabo con antagonistas del NK-1R, se ha
demostrado que, en general, son seguros y no causan serios efectos secundarios. El unico

antagonista del receptor NK-1R que esta comercializado actualmente es el Aprepitant.

En ensayos clinicos controlados con placebo en pacientes con depresion mayor, el
Aprepitant a dosis de 300mg al dia fue bien tolerado. Y no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en cuanto a efectos secundarios respecto a placebo.

La mayoria de los ensayos clinicos llevados a cabo son para el uso del Aprepitant como
prevenciéon de nauseas y vOmitos en pacientes sometidos a tratamiento con quimioterapia

altamente emetdgena con cisplatino, o como antiemético postquirtrgico.

Por ello en la mayoria de los estudios se coadministra Aprepitant (dia 1: 125 mgs; dias 2-3:
80 mgs) con dexametasona y un antagonista de los receptores de serotonina 5-HT3 (ondansetrdn,
granisetrdn, palonosetrén). En estos estudios se objetiva la seguridad y la buena tolerancia del
mismo y la reduccidn de las nauseas y los vomitos. Pero se encuentran también algunos efectos
secundarios que pueden ser achacados a los otros farmacos o a la terapia quimioterapica en si.
Como son, anorexia, astenia, estrefiimiento, diarrea, dolor abdominal, mareos, cefaleas, hipo,

infeccion y neutropenia.

De hecho la reduccién del 40% de la dosis de dexametasona en uno de los grupos del

ensayo, demostro reducir la susceptibilidad a la neutropenia y a la infeccién3¢7.

En estudios de seguridad en sujetos sanos se ha demostrado que a dosis de Aprepitant: dia
1: 125 mgs; dias 2-5: 80 mgs, no produce ningin efecto la funcién propulsiva en estémago, en

intestino delgado o colon.

Es importante saber las interacciones medicamentosas que puedan suceder durante la

administracion de Aprepitant junto con otros farmacos.

Por ejemplo no altera el metabolismo de ondansetrén, granisetréon, palonosetron,
hidrodolasetrén, vinorelbine, thiotepa, dinaciclib o digoxina. Pero las dosis de dexametasona o de
metilprednisolona deben ser reducidas cuando se administra Aprepitant. Ya que se ha demostrado

que el Aprepitant aumenta el nivel plasmatico de los corticosteroides367.368.369,370,
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Aprepitant también reduce la eficacia de los anticonceptivos orales y no altera la

farmacocinética de la ciclofosfamida367.371.372,373,

Aprepitant debe ser usado con precauciéon ya que induce acumulacion de metabolitos
toxicos de algunos farmacos como ifosfamida, midazolam y algunos quimioterdpicos (docetaxel,
paclitaxel, irinotecan, por ejemplo). En pacientes en tratamiento con warfarina también hay que

tener mas un control mas exhaustivo.

El Aprepitant es metabolizado principalmente por el citocromo P450 en el higado. Por esto
es bien tolerado en pacientes con insuficiencia renal severa y en enfermedad renal

terminal374375.376,

Se llevo a cavo un estudio comparativo en el que se demostré que una dosis intravenosa de
fosaprepitant de 150 mgs, es igual de segura y de efectiva que el tratamiento durante tres dias con

Aprepitant via oral367.376378,
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1.11. ACTIVIDAD ONCOGENICA DE LA SP Y DEL NK-1R.

1.11.1. ONCOGENESIS Y SP-NK-1R.

La implicacion de la SP en la oncogénesis estd avalada por numerosas

publicaciones377,378,379,380,381,382,383,384,385,386,387,388,389,390,391,392,393,394,395,396,397,398,399,400, Dentro de

estas publicaciones podemos destacar las realizadas sobre lineas celulares in vitro y las realizadas

sobre muestras de tejidos tumorales:

e Lineas celulares de gliomas y astrocitomas humanos: U373 MG, U138 MG, UC11 MG y
GAMG.

® Lineas celulares de neuroblastomas humanos: SKN-BE.

® Lineas celulares de retinoblastomas humanos: WEI-Rb-1y Y-79.

® Lineas celulares de melanomas humanos: COL0679, COLO858 y MEL-HO.
® Lineas celulares de cancer pancreatico humano: CAPAN-1 y ASPC-1.

® Lineas celulares de cancer de pulmén humanos: de células pequefias (NCI- H69, H128,
H417, COR-L88 y COR-L51), de células grandes (COR-L23), adenocarcinoma (MOR) y

carcinoma escamoso (LUDLU-1).
® Lineas celulares de cincer de mama humanos: MDA-MB-231.
® Lineas celulares de cancer colorrectal humanos: HT-29.
® Lineas celulares de adenocarcinoma gastrico.
® Lineas celulares de cancer de laringe: Hep-2 de carcinoma de células escamosas.
® Lineas celulares de osteosarcomas humanos.
® Lineas celulares de hepatoblastoma humano: HepT1, HepG2 y HuH6.
® Lineas celulares de leucemia linfoblastica aguda: T-ALL BE-13 y B-ALL SD-1.
® Muestras de tejido de mucosa yugal con liquen plano oral.
® Muestras de diferentes tipos de cancer de laringe.

® Muestras de diferentes tipos de canceres orales.

De manera detallada se presentan los estudios que existen hasta la actualidad sobre la

actividad oncogénica de la SP y el NK-1R:

1.11.1.A. CANCER DE MAMA.

En el afio 2000 Singh y colaboradores realizaron un estudio383, en el que se investigé el
papel de PPT-I y de sus receptores (NK-1R y NK-2R) en el cancer de mama y sus metastasis, para

ello se utiliz6 el analisis cuantitativo con RT-PCR, ELISA e hibridacion in situ.
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Se demostré una expresion creciente de PPT-I y de NK-1R comparando las células
epiteliales mamarias normales (n=2) y biopsias benignas de mama (n=21), con lineas celulares de
cancer de mama (n=7) y biopsias malignas de mama (n=25). Los niveles de NK-2R eran altos en
células normales y malignas. Los antagonistas especificos del NK-1R y NK-2R inhibieron la
proliferacidn celular, sugiriendo un estimulo autocrino o intercrino por los péptidos de PPT-I en el

cancer de mama.

El antagonista del NK-2R no demostré ningtin efecto sobre la proliferacion de células
normales pero medié en la proliferacion de las células tumorales. Los extractos citosélicos de las
células malignas de las células tumorales aumentaron la traduccién de PPT-I mientras que los

extractos de las células epiteliales mamarias normales no causaron ningin cambio.

Los datos sugieren que los péptidos de PPT-1y sus receptores pueden ser importantes en el
desarrollo del cancer de mama. Considerando que los péptidos de PPT-I son moduladores
hematopoyéticos, estos resultados se podian ampliar para entender la integracién con la metastasis
temprana de células tumorales en la médula 6sea, su sitio predilecto de metastasis. La sefial de
transducciéon molecular para los péptidos PPT-I y el mecanismo que aumenta la traduccion del
mRNA de PPT-I podrian conducir a estrategias innovadoras para los tratamientos y la metastasis

del cdncer de mama.

La migraciéon activa de células tumorales, requisito crucial para el desarrollo de la
metastasis y la progresion del cancer, es regulado por distintas sustancias incluyendo los
neurotransmisores. La mayoria de los pacientes que sufren cancer de mama no mueren debido al

tumor primario sino al desarrollo de metastasis.

En una investigacion realizada por Lang y colaboradores39! se analizé la migracién de las
células tumorales del carcinoma de mama MDA-MB-468 y de prostata PC-3, dentro de una matriz
tridimensional de coldgeno utilizando videomicroscopia y analisis de la trayectoria de la migracién
asistido por ordenador para analizar la actividad migratoria de estas células en respuesta a
diversos neurotransmisores. La migracion de las células tumorales fue inducida por la
norepinefrina, la dopamina y la SP, demostrandose que dicha migracién puede ser inhibida
utilizando un antagonista especifico de los receptores y2- adrenales, el receptor D2 o el NK-1R,
respectivamente. Todos los neurotransmisores investigados activaron perceptiblemente el ciclo de
Krebs. Ademas se detectaron cambios en la expresion genética hacia un tipo de célula tumoral con
mayor motilidad, incluyendo una alta regulacién por parte de la integrina y2, que es un receptor
esencial para la adherencia del coldgeno en la migracion. Por el contrario el gen para la supresion
del tumor, gelsolin, disminuy6é su regulacién. Estas dos importantes alteraciones fueron

confirmadas por flujocitometria e immunoblotting, respectivamente.
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Los neurotransmisores inducen asi un tipo de célula tumoral metastatogénica por la
regulacion directa de la expresion del gen y un incremento de la actividad migratoria, la cual se
puede prevenir por los antagonistas de los neurotransmisores. En un estudio previo4°2 se habia
mostrado que la metencefalina, la SP, la bombesina, la dopamina y la norepinefrina tenian un efecto
estimulante en la migracion de las células del cincer de mama MDA-MB-468. Todo ello evidencia
que en la migracion de células del cancer de mama existe una fuerte implicaciéon reguladora de

estos neurotransmisores.

1.11.1.B. CANCER PANCREATICO.

La expresion del NK-1R ha sido analizada cuantitativamente por RT-PCR, hibridacién in
situ, inmunohistoquimica y Western-Blot, en muestras tumorales pancreaticas, en tejidos
pancreaticos humanos normales y en lineas celulares de cancer pancreatico. El NK-1R y su ligando
la SP estan implicados en la patogénesis de ciertos tumores neuronales. Ademas, se ha analizado
mediante sulforhodamine B la influencia de los analogos de la SP y de los antagonistas del NK-1R

(MEN 11467) en el crecimiento celular del cancer pancreatico.

Por RT-PCR, se ha comprobado que el mRNA del NK-1R estaba incrementado un 36.7 %
(p<0.001) en muestras de cancer pancreatico humano comparado con controles normales. Los
niveles incrementados de la expresion del NK-1R no estaban relacionados con el grado del tumor

sino con un estadio avanzado del cincer.

Por hibridacién in situ e inmunohistoquimica, la inmunorreactividad y el mRNA del NK-1R
fueron escasas y débilmente presentes en células acinares y ductales de pancreas sano. En
contraste, se detectaron intensas sefales del mRNA del NK-1R y de inmunorreactividad en la

mayoria de las células de cancer.

Mediante analisis de Western-Blot, se comprobé que el NK-1R estaba incrementado un 26

% (p<0.01) en muestras pancreaticas del cAncer en comparacion a los controles sanos.

El mRNA del NK-1R fue detectado en cinco lineas celulares de cancer pancreatico por RT-
PCR, encontrandose los niveles mas altos en células CAPAN-1 y el mas bajo en células ASPC-1. Los
analogos del SP estimularon el crecimiento celular del cancer pancreatico, dependiendo del nivel de
la expresion del NK-1R, constatindose que este efecto se podria bloquear por un antagonista

selectivo del NK-1R.

Estos resultados ilustran que el NK-1R esta activo en la patogenia del cancer pancredatico

humano y tiene el potencial de contribuir al crecimiento de células cancerigenas38L.

Al examinar el [D-Arg(1),D-Trp(5,7,9),Leu(11)]SP (SP-A) en los canceres pancreaticos

ductales, en otro estudio*®3. E1 SP-A actiia mediante su unién a la proteina G del receptor acoplado a
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proteina G, antagonizandola. Para este estudio se utilizé una linea celular de cancer pancreatico (el
HPAF-II), demostrandose que el SP-A inhibia la movilizaciéon de Ca%* inducida por el neuropéptido,

asf como la sintesis de ADN y el crecimiento in vitro.

El SP-A también disminuy6 perceptiblemente el crecimiento del tumor de HPAF-II en
ratones mas alld del periodo de tratamiento, asi mismo, redujo marcadamente la angiogénesis

asociada al tumor HPAF-II in vivo.

Los resultados demuestran que SP-A atenta el crecimiento del tumoral del cancer
pancreatico por medio de un mecanismo dual que suma caracteristicas antiproliferativas y

antiangiogénicas.

1.11.1.C. LEUCEMIA.

Se ha demostrado expresion de SP en el citoplasma de las células blasticas en la leucemia
linfoblastica aguda, examinando dos lineas celulares: T-ALL BE-13 y B-ALL SD-1. Y que
concentraciones muy pequefias, nanomolares, de SP inducen mitogénesis en estas células. Las
células expresan gran cantidad de receptores NK-1R y después de unirse la sustancia P al receptor

comienza una fuerte acciéon mitogénica.

Al administrar antagonistas del receptor NK-1R como L-773,060, L-732,138 y Aprepitant,
se produce la inhibicion del crecimiento celular gradualmente de en relacion a las concentraciones
de SP. Esto sugiere que los antagonistas bloquean al receptor y como resultado se observa la
muerte por apoptosis de las células blasticas. Este efecto se observé en las dos lineas celulares

estudiadas+04,

La determinacién de la expresién de la SP en células neoplasicas de la médula ésea en
pacientes con leucemia linfoblastica aguda infantil, mediante la determinacién de ARN mensajero y
de niveles de producciéon de proteinas, es en lo que se centré un estudio anterior de Nowicki y
colaboradores#> También se intenté6 demostrar una correlaciéon de la SP tanto con factores de

riesgo de la leucemia, como con los fracasos terapéuticos.

Hay muchos estudios que sugieren que los antagonistas de los receptores de NK-1R pueden
ser una nueva terapéutica prometedora para el tratamiento de las leucemias. Ademads de su accién
antitumoral se producen otras acciones beneficiosas como las antiinflamatorias, analgésicas,

ansioliticas y antieméticas. Ademas de efecto neuroprotector y hepatoprotector.

La principal limitacién de todos estos estudios es que estan en fase preclinica y la mayoria
de ellos estan realizados in vitro, hay que esperar a futuros ensayos clinicos, que nos demuestren su

utilidad in vivo#06
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1.11.1.D. CANCER DE SNC Y PERIFERICO .

Se ha investigado la relacion entre la SP y los antagonistas de los NK-1R y distintos tipos de

tumores que se desarrollan en el SNC.

Se realizé6 un estudio in vitro*0? para valorar la capacidad inhibitoria de un potente
antagonista de accion prolongada del NK-1R, el L-733,060, sobre el crecimiento tumoral de dos

lineas celulares tumorales.

Utilizando un rango de concentraciones de 2.5 pM a 20 pM contra la linea celular del
neuroblastoma SKN-BE y de 10 pM a 25 puM para la linea celular del glioma GAMG. Se utiliz6 el
coulter counter para determinar el nimero de células viables, seguido por el uso de un compuesto
de tetrazolio [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio],

método colorimétrico para evaluar viabilidad de las células en este analisis de la citotoxicidad.

El L-733,060 inhibié el crecimiento de las dos lineas celulares estudiadas de una manera
dosis-dependiente. Los valores de IC 50 fueron de 11.6 uM (30h) y 10.2 uM (72h) para SKN-BE; y
21.3 pM (48h) y 19.9 uM (96h) para GAMG.

Estos resultados indicaban que el L-733,060 (antagonista del NK-1R) actuaba como agente
antitumoral de amplio espectro. Esta nueva accidn, se divulgé en este estudio por primera vez,
sugiriendo que el L-733,060, antagonista del NK-1R, es una terapéutica prometedora para el

tratamiento tanto del neuroblastoma humano como del glioma humano.

Los astrocitos portan receptores funcionales a muchos neurotransmisores, incluyendo la
SP, que ejerce sus actividades bioldgicas uniéndose a su NK-1R. La SP es un estimulo importante
para los astrocitos en el desarrollo del SNC y proporciona un acoplamiento para las interacciones
bidireccionales entre las células y las neuronas gliales. En tumores cerebrales, las células gliales
malignas que se originan de astrocitos via los NK-1R, son accionados por las taquicininas (SP y
NKA) lanzando mediadores solubles como son las citoquinas y de esta forma aumentan su indice

proliferativo y promueven la progresién del tumor.

En este sentido numerosos estudios in vitro e in vivo*08, apoyan el papel de la SP como
inductora de gliomas humanos y de la progresiéon tumoral, asi como promueven la posibilidad del
uso de los antagonistas selectivos del NK-1R como acercamiento terapéutico a los gliomas

malignos.

En uno de estos estudios*?® se ha demostrado por experimentos mediante Western-blot
que la SP induce una sintesis transitoria del regulador transcripcional del gen Egr-1 en células
humanas de glioma, sugiriendo de este modo que la SP ejerce efectos a largo plazo en las células del

glioma.
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En tumores desarrollados en ratones, tras ser trasplantados con células humanas de glioma
U373 MG de forma subcutanea, la presencia de SP fue observada por inmunohistoquimica. Aunque
la administracién del SP ex6geno no afecté perceptiblemente al tamafio ni al desarrollo del U373
MG, el papel de la SP en la progresion del glioma in vivo fue destacado por la inhibicién del
crecimiento tumoral inducida por los antagonistas humanos altamente especificos y selectivos del
NK-1R (MEN11467 y MEN11149). La actividad antitumoral de estos antagonistas fue revertida
parcialmente por la administracién concomitante de SP exdgena. Estos resultados sugieren un
nuevo acercamiento terapéutico para el tratamiento de gliomas malignos con los antagonistas del

NK-1R 395.

En un estudio realizado por Berger#0 en 2005 se investigaba la implicacion de otras
taquicininas, distintas a la SP, en la aparicién de astrocitomas. De este modo se compararon los
efectos del SP con los de la HK-1 en la linea celular humana del astrocitoma U-251 MG, que
expresan altos niveles del NK-1R. Se observd que la HK-1 y la SP estimulaban la movilizacién de
Ca?* e inducian la expresion creciente del mRNA de la citoquina. Finalmente se concluia que no
existian diferencias cualitativas en las respuestas al SP y al HK-1, sugiriendo que ambos péptidos
actuaban a través de los NK-1R en células U-251 MG. Ademas, se demostro la expresion del mRNA

TAC4 en gliomas, lo que indica una posible implicacion de HK-1 en la biologia del glioma.

En relacion al tratamiento del glioblastoma se ha publicado una guia en 2013 con posibles
tratamientos alternativos a la terapéutica habitual dado el bajo porcentaje de supervivencia de este
tumor. En esta guia se ha incluido el tratamiento con Aprepitant dado que la SP estimula el
crecimiento tumoral en gliomas y se ha demostrado que los antagonistas del receptor NK-1R
inhiben la proliferacion celular e inducen la apoptosis. Ademas de tener un efecto antiangiogénico e
inhibidor de la migracién celular. A todos estos beneficios se le suman los pocos efectos

secundarios de esta medicacién y que se manifiestan rara vez411,

1.11.1.E. CANCER DE PULMON.

En las dltimas décadas no ha habido un aumento significativo en la supervivencia de los
pacientes de cancer de pulmén a pesar de su sensibilidad inicial a la radio y a la quimioterapia por

lo que es importante seguir buscando nuevos tratamientos.

En un reciente estudio realizado en 2012 por el Dr. Mufioz y colaboradores*!! se han
estudiado dos lineas celulares de cancer de pulmén, una de cancer de pulmén de células no
pequeilas COR-L23 y otra de cancer de células pequefias H-69. Se demostroé la presencia de SP y de

NK-1Rs en ellas.

En ambas lineas celulares se ha evidenciado que existe expresién de isoformas de NK-1R y

mARN para el NK-1R, también se ha visto la sobreexpresion de los genes para taquicinina 1. Se ha
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demostrado como SP induce la proliferacion celular tanto en la linea de cancer de pulmén de

células pequefias como en la linea celular de células no pequefias COR-L23.

El Aprepitant, L-733.060 y L-732,138 inhibieron la proliferaciéon celular en ambas lineas
celulares de forma dependiente al aumento de concentracién. La inhibicién del crecimiento del
tumor fue por el efecto antagoénico sobre el receptor NK-1R y se produjo la muerte celular mediante

apoptosis.

Por todas estas observaciones, se presume que los antagonistas del NK-1R pueden ser

buenos candidatos para futuros tratamientos contra el cancer de pulmén.

En estudios anteriores realizados por Mackinnon y colaboradores+12 se demostraba que los
antagonistas de SP estimulaban la apoptosis y la actividad del c-jun-N-terminal cinasa en células de
cancer de pulmén de células pequefias; siendo esta actividad neuropéptido-independiente. El
[Arg(6),D-Trp(7,9),N(me)Phe(8)]-sustancia P (6-11), antagonista de SP bloquea el crecimiento
celular del cancer de pulmén de células pequefias, para las lineas celulares H69 y H510

respectivamente. Pero su mecanismo exacto de accién sigue siendo confuso.

Ademas, el antagonista de SP por si mismo inducia la inflamacién (aumento del 59% en el
volumen del edema comparado al control) y reforzaba (por un 35-40%) la formacién de edema in
vivo inducida por bradiquinina. También se demostraba en este estudio que el antagonista de SP
estimulaba la actividad basica de la G-proteina en las membranas de la célula de cancer de pulmoén
de células pequenas. Pudiendo esta novedosa actividad explicar la accién anticancer completa en
células de cancer de pulmén de células pequeias y podria también explicar la actividad del

antagonista de SP en canceres no neuropéptido-dependientes.

Estos resultados se ampliaron y se demostré que el estimulo que ejercia el antagonista de P
sobre el c-jun-N-terminal cinasa y la apoptosis era dependiente de la generacién de ROS (especie

reactiva del oxigeno), que era inhibida por la anoxia o la presencia de N-acetil cisteina.

El antagonista de SP no era intrinsecamente un donante del radicales libres de oxigeno sino
que estimulaba la generacidn de radicales libres especificamente dentro de las células de cancer de
pulmoén de células pequefias e incrementaba la actividad transcripcional del factor redox-sensible
AP-1 en un 61%. En armonia con lo descrito con anterioridad, el antagonista de SP reducia los
niveles celulares del glutation en un 38% y estimulaba la produccién de ceramida y la peroxidacién

lipidica (112%).

En estudios realizados en la fase I, se comprob6 que el antagonista de SP aumentaba la

inhibicion del crecimiento inducida por el Etopésido.

79



Importancia de la sustancia P y su receptor NK-1R en el cancer de tiroides

Los resultados obtenidos sugerian que el antagonista de SP podria ser particularmente
eficaz como tratamiento adicional a la quimioterapia estandar en el cancer de pulmén de células
pequeiias. Radicando la importancia de estos resultados en el posible uso clinico de este novedoso
compuesto en el futuro desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos en el tratamiento de este

tipo de cancer tan agresivo*13.

Como se vio en el anterior estudio el antagonista de SP inhibia la sefial de transduccién
mitogénica del neuropéptido y el crecimiento del cancer de pulmoén de células pequeiias in vitro e
in vivo; posteriormente, utilizando las lineas celulares GLC14, 16 y 19 (del cancer de pulmén de
células pequeiias), se demostré que habia un aumento en la sensibilidad a los neuropéptidos, asi

como un incremento paralelo en la sensibilidad al antagonista de SP.

En varias lineas celulares tumorales (cancer de pulmdn de células pequenas y resto de
cancer de pulmon, ovarico, colorrectal y pancreatico) se examiné la expresion de los receptores
mitogénicos para la vasopresina, el péptido liberador de gastrina, la bradiquinina y la gastrina,

probandose su sensibilidad al antagonista de SP in vitro e in vivo.

Las lineas celulares tumorales exhibieron una variedad de sensibilidades a los valores de
antagonista de SP (IC(50) a partir de 10.5 a 119 uM). La expresion del receptor de GRP medido por
PCR, fue correlacionado significativamente con la inhibicion del crecimiento por antagonista de SP.
Ademas, la introduccién del receptor de GRP en fibroblastos de rata aument6 su sensibilidad al

antagonista de SP.

La medida de la expresion del receptor por la reacciéon en cadena de la polimerasa podria
proporcionar una prueba de diagndstico conveniente para predecir eficacia al antagonista de SP
clinicamente. Esta estrategia supondria una ventaja potencial en tumores que expresan el receptor
neuropeptidico en cancer de pulmoén de células pequefias y en los tumores que son relativamente

resistentes a la quimioterapia convencional14.

Existen una serie de neuropéptidos, particularmente la arginina vasopresina (AVP) y el
péptido liberador de gastrina (GRP) que actian como factores del crecimiento autocrinos y
paracrinos; cuya propia expresion y la de sus receptores, son marcadores de enfermedad en el

cancer de pulmon de células pequefias.

En un reciente estudio*!5 realizado con los analogos de la sustancia-P incluyendo [D-
Arg1,D-Phe5,D-Trp7,9,Leull]-sustancia-P (SP-D) y [Arg(6),D- Trp(7,9),N(me)Phe(8)]-sustancia-P
(6-11) (Antagonista de SP) que inhibian el crecimiento de las células de cancer de pulmoén de
células pequefias modulando las sefales neuropeptidicas, se ha demostrado que la expresion de los
receptores de GRP y de AVP conduce al desarrollo de un fenotipo transformado. La adicién del
neuropéptido proporciona una cierta proteccién contra la citotoxicidad inducida por el Etopésido.

La expresion del receptor también conduce a una sensibilidad creciente a la inhibicién del
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crecimiento inducida por el andlogo de SP. El SP-D y el antagonista de SP actian mientras que los
agonistas en polarizaciéon negativa en los receptores de GRP y de AVP causan un bloqueo del

lanzamiento de Ca?* mediado por Gq.

Esta es la primera descripcién del agonismo en polarizacién negativa en los receptores de
AVP. Esta farmacologia tnica gobierna las caracteristicas antiproliferativas de estos agentes y
destaca su potencial terapéutico para el tratamiento de cancer de pulmén de células pequefias y

particularmente en tumores que han desarrollado resistencia a la quimioterapia.

1.11.1.F. MELANOMA.

Varios estudios realizado por Mufioz y colaboradores el ultimo de ellos realizado en 2014
298 380 416,417,418 demuestra la implicacion existente entre la SP y el desarrollo tumoral en varias
lineas celulares de melanoma y de melanoma uveal. Para ello utiliza una molécula antagonista de

los NK-1R, como terapia para inhibir el crecimiento tumoral, el L-733,060.

El melanoma representa el 1% de todos los canceres y provoca aproximadamente el 65%
de muertes por cancer de piel. Actualmente no existe tratamiento eficaz. En el afo 2004, Mufoz y
colaboradores publicaron un estudio que, basdndose en la expresiéon de la SP en melanomas
malignos e invasivos, estudié la capacidad inhibitoria sobre el crecimiento in vitro, de un
antagonista del NK-1R de potente y prolongada accién, el L-733,060 en unos rangos de
concentracion de 2.5-20 uM, 10-30 uM y 20-50 uM en las lineas celulares del melanoma COLO 858,
MEL HO y COLO 679, respectivamente.

Se utilizé un coulter counter para determinar el nimero de células viables, utilizdndose el
compuesto 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenill) 2-(4-sulfofenill)-2H-tetrazolio como

método colorimétrico para evaluar la proliferacién de celular.

L-733,060 inhibi6 el crecimiento de las tres lineas celulares de forma dosis-dependiente. La
concentracion de inhibicién del 50% [IC(50)] fue 8.7 uM alas 48 h'y 7.1 uM a las 96 h paraCOLO
858; 27.5uM alas 24 hy 18.9 uM a las 48 h para los MEL HO; y 33.8 uM alas 30 hy 31.5 uM alas 72
h para COLO 679 (figura 32).
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Figura 32. Porcentaje de inhibicion del crecimiento de COLO 858, MEL HO y COLO 679 de melanoma humano en
cultivo in vitro en relaciéon con la adicion de concentraciones crecientes (de 10 a 100) de L-732,138. Nivel de

significacién p < 0.05.

Estos resultados indicaban que el L-733,060 actuaba como agente antitumoral. Esta accién
se demostr6 por primera vez en este estudio y sugeria que el L-733,060 podria ser un farmaco

prometedor en el tratamiento del melanoma humano.

En el ultimo estudio de 2014 de Muiioz et al, en lineas celulares de melanoma, se demostré

ademads que el NK-1R es muy importante para la viabilidad de las células tumorales. Ya que tras la
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eliminacién de NK-1R en las células mediante el método de sileciamiento génico(siRNA) o
“knockdown gene silencing method”, las células afectadas que no expresan NK-1R demostraron una

gran disminucidén de proliferacién y metastasis en comparacioén con los controles.

El método siRNA, se llevo a cabo en lineas celulares de melanoma COLO 858. Después de 72
h, encontramos 7,2x105 siRNA-negativas COLO 858 de control y 2.2x105 siRNA TAC1R COLO 858.
Este experimento se repitid tres veces por duplicado. El numero de células de control negativo
siRNA se compard con el nimero de las células siRNA TAC1R. A la hora 0, se sembraron 20.000
células COLO 858. A las 72 h, la disminucion en el nimero de células siRNA TAC1R era bastante

significativa en comparacién con el niimero de células de control negativo siRNA.

Estos datos muestran que los receptores NK-1 desempefian un papel importante en la

viabilidad de las lineas celulares de melanoma 380,

1.11.1.G. RETINOBLASTOMA.

En julio de 2005 se publico otro estudio de Mufioz et al#1? donde se plantea si la activacién
del NK-1R induce la proliferaciéon de células tumorales del retinoblastoma. Este estudio in vitro
valora la capacidad inhibitoria del L-733,060 sobre el crecimiento de la linea humana WERI-Rb-1
del retinoblastoma y contra el retinoblastoma humano linea Y-79, en concentraciones que se
extienden desde 7.5 a 20 pM y de 10 a 25 pM respectivamente. Este estudio también ha tratado de
determinar la capacidad de la SP para activar el crecimiento de celular de estas lineas celulares de

retinoblastoma.

Las concentraciones nanomolares de SP aumentaron el crecimiento de las lineas celulares y
las concentraciones micromolares de L-733,060 inhibieron el crecimiento de las dos lineas
estudiadas, con y sin la administracién previa de la SP. El L-733,060 inhibi6 el crecimiento de las
lineas WERI-Rb-1 e Y-79 de forma dosis-dependiente. El IC50 fue 12.15 pM a las 49 horas para
WERI-Rb1 y 17.38 uM a las 40 horas para Y-79.

Los resultados demuestran que la SP es mitogénica y también indica que el L-733,060
(antagonista del NK-1R) actda en ambas lineas celulares humanas del retinoblastoma como un

agente antitumoral.

1.11.1.H. OSTEOSARCOMA.

El osteosarcoma es un tumor 6seo de alto grado que se origina en el epitelio mesangial. Es
el tercer tumor dseo maligno mas frecuente en nifios y adolescentes. Si hay metastasis presentes la

supervivencia a largo plazo es menor del 20%.

En un estudio del Dr. Mufioz et al4%0 publicado en 2013 se analiz6 la expresién de NK-1R en

una linea celular humana de osteosarcoma (MG-63) mediante RT-PCR y Western-Blot. Se demostré
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entonces la presencia de una cantidad significativa de proteinas y ARNm de NK-1R. Mas tarde se
demostré la capacidad inhibitoria sobre el crecimiento celular de Aprepitant y de otros
antagonistas del NK-1R como el L-733,060 and L-732,138. Todos ellos inducen inhibicién del

crecimiento del tumor y apoptosis.

Se observd la existencia de sinergia en la combinacién de L-733,060 y firmacos citostaticos

usados comuinmente en las lineas celulares de MG-63.

Concentraciones nanomolares de SP han demostrado producir un aumento del ratio de
crecimiento de las células de MG-63 y concentraciones nanomolares de Aprepitant inhiben el

crecimiento inducido por la SP de una manera dosis dependiente (figura 33).
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Figura 33. Expresion del receptor NK-1R e inhibicion del crecimiento celular en linea celular de osteosarcoma MG-

63 con concentraciones ascendentes de antagonistas del NK-1R.

In vivo, lineas celulares de MG-63 fueron xenoinjertadas en ratones, y estos separados en
grupo control y grupo de tratamiento de forma aleatorizada. Una vez que el tumor resultd visible,

estos fueron tratados con inyecciones subcutdneas peritumorales de fosaprepitant semanalmente
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(los dias 0, 7, 14, 21 y 28) con resultado de reduccion del volumen del tumor de forma significativa

(figura 34).
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Figura 34. Tratamiento in vivo con fosaprepitant de ratones xenoinjertados con lineas celulares de osteosarcoma.

Los ratones fueron observados a diario, el tamaiio tumoral medido en mma3. *p<0.05, **p< 0.01.

Se demostro por tanto por primera vez que el NK-1R es expresado en lineas celulares de
osteosarcoma MG-63 y que este receptor puede se inhibido tanto in vivo como in vitro por

antagonistas del NK-1R.

1.11.1.1. HEPATOBLASTOMA.

El hepatoblastoma es el tumor maligno hepatico mas frecuente durante la nifiez. El
prondstico de este tumor es bueno si se puede producir una reseccién quirtrgica completa, pero si
esto no es posible el prondstico es bastante sombrio al tratarse de un tumor multirresistente a los

tratamientos quimioterapicos que se conocen actualmente.

Por este motivo se realizé un estudio in vitro en tres lineas celulares de hepatoblastoma de
17 nifios: HepT1, HepG2 y HuH6 e in vivo mediante xenoinjerto en ratones de la linea celular
HuH6%20, para intentar demostrar la utilidad del complejo SP-NK-1R como un potencial objetivo

para el tratamiento de este tumor.

Las células del hepatoblastoma expresan predominantemente una variedad truncada de
NK-1R. Los fibroblastos tienen una expresion muy pobre de NK-1R y por ello tienen una gran

resistencia al tratamiento.
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La estimulacion de las células de hepatoblastoma con SP causa un aumento en la tasa del

crecimiento del tumor y la administraciéon de sustancias antagonistas del NK-1R producen una

inhibicion de este crecimiento (figura 35).
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Figura 35. (A), expresion de ARNm para el NK-1R en fibroblastos humanos (FB) y tipo de expresion genética (fl,

completa; tr, truncada). Niveles de expresion obtenidos por RT-PCR y Western blot. (B) supervivencia celular

después del tratamiento con Aprepitant durante 48 h para las lineas celulares HuH6, HepT1, HepG2. (C-E)

supervivencia celular comparando L-733,060 y L-732,138 con Aprepitant en HepT1 (C), HuH6 (D) y HepG2 (E).

Mas importante atn es la observacién en vivo en los ratones estudiados tras xenoinjerto de

lineas celulares de hepatoblastoma HuH6. Los ratones fueron xenoinjertados de forma subcutanea

con células de HuH6 humanas y posteriormente aleatorizados en dos grupos: grupo control y grupo

tratamiento. Aprepitant fue administrado de manera oral todos los dias cuando los tumores

alcanzaron el tamafio de 75 mm3 hasta el dia 24. El calibre del tumor se midié con un calibrador en

mm3. Se demuestra una reduccién significativa del tumor tras la administracién oral de 80 mg/kg

de Aprepitant durante 24 dias (figura 36).
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Figura 36. Tratamiento in vivo de ratones xenoinjertados con HuH6 con Aprepitant. (A). Diferencia entre grupo
placebo y grupo tratamiento. En (B) y (C), se muestra el peso del tumor y los niveles de AFP respectivamente. La
histologia de los ratones tratados y no tratados se muestra en (D). La inmunohistoquimica del NK-1R se muestra en
los paneles superiores de (E). En (F), se muestra la inmunohistoquimica de Ki-67. En (G), se presenta la variante de
NK-1R. También podemos ver en (H) la angiogénesis en vivo por medio de inmunohistoquimica de CD31 y en (H) se

muestra la densidad y la vascularizacién. *p <0.05; **p <0.01.

Resulté una reduccion de la tasa de crecimiento del tumor, una disminucién del peso y del
volumen del mismo, y disminucién de los marcadores tumorales especificos alfa-fetoproteina en

suero. También se observo como efecto del tratamiento in vivo, la inhibicién de la angiogénesis.

1.11.2. IMPLICACION DEL COMPLEJO SP/NK-1R EN LA PROGRESION
TUMORAL.

En términos generales, cuando el complejo SP/NK-1R se activa, se produce una serie de
respuestas intracelulares que conllevan la activacién de la cascada de las MAPK (protein-quinasas
activadas por mitoégenos). El mecanismo por el que se transmite esta sefial es confuso. En tltima
instancia se va a producir una induccién de la proliferacién celular protegiendo a la célula de la

apoptosis#21.422,

Se ha demostrado ampliamente que las células tumorales sobreexpresan los receptores
NK-1R y que tras unirse a SP se induce la proliferacion celular. Los receptores NK-1R usualmente

estan localizados en la membrana citoplasmatica y en la membrana plasmatica de las células
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tumorales, pero en ocasiones también se puede encontrar en el ntcleo de las mismas (figura 37).
Las células normales expresan un nimero menor receptores de NK-1R y las muestras de estadios
avanzados de tumores exhiben niveles mucho mas altos de receptores. Dentro del mismo tumor los
fenotipos mas malignos, muestran un ratio mayor de NK-1R y est4 asociado a situaciones tumorales

avanzadas y a un peor prondstico.
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Figura 37. Cascada de sefiales desencadenadas por el receptor NK-1R. Al activarse mediante la SP comienza la

proliferacion celular, los efectos antiapoptéticos y la migracion celular.

Ademas de inducir el crecimiento tumoral, se ha comprobado que la SP posee otras
caracteristicas oncoldgicas ya que tiene la capacidad de estimular la angiogénesis necesaria para el
crecimiento tumoral. Asi, la SP por medio del NK-1R va a inducir la proliferaciéon de las células
endoteliales en primera instancia y posteriormente la formacién de nuevos vasos que aseguren el
aporte sanguineo al tumor. Otro fendmeno estudiado es la facultad de la SP para inducir la
producciéon de metastasis. Por un mecanismo no del todo conocido, la SP va a favorecer la
migraciéon tumoral y con ello la diseminacién metastasica. Se ha visto con anterioridad que existe
un claro vinculo entre la SP e inflamacion, asi se piensa que la SP podria favorecer el desarrollo de
tumores en tejidos con inflamacién croénica. Se ha demostrado que este neuropéptido se encuentra
ampliamente en estos tejidos, esto, unido a la capacidad mitogénica de la SP es la base sobre la que
asienta esta teoria. Otro aspecto interesante respecto a la SP es su implicacién con los desordenes
afectivos, siendo especialmente importante el incremento que existe de SP en ciertas areas
cerebrales en pacientes diagnosticados de ansiedad, depresion y estrés. Esta teoria supone que

existe un vinculo entre el estado emocional del paciente y la evolucién del cancer llegando incluso a
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sugerir que en pacientes diagnosticado de cancer, el hecho de tratar la depresidn con farmacos o

medidas psicosociales podria aumentar el tiempo de supervivencia.

En resumen, la SP es un ubicuo mediador de la inflamacion que, presente a concentraciones
picomolar en tejidos humanos, a concentraciones nanomolares es un mediador de la inflamacién
que regula la inflamacién y cancer. Aquellos tejidos sometidos a inflamacién crénica y a una
exposicion continua a SP pueden desarrollar células tumorales. Aquellas células cancerigenas que
expresen una mayor cantidad de NK-1R y por tanto presenten un fenotipo mas agresivo, seran
seleccionadas produciéndose un aumento de la masa tumoral dependiente de la SP. Adema3s, tanto
la inhibicién como la muerte celular que aparecen en las lineas celulares tumorales al administrar
los antagonistas del NK-1R, podrian ser debidos a la pérdida de esas sefiales mitogénicas inducidas
por el NK-1R que en este caso estaria inhibido. La pérdida del balance mitogénesis/apoptosis se
inclinarfa hacia este ultimo produciendo la muerte celular. No se debe olvidar que la SP es
abundante en el SNC donde actiia como neurotransmisor, aunque también como una hormona la
cual se disemina por todo el torrente sanguineo. Este punto podria ser clave para entender un
hecho que se comprueba en la clinica diaria que es la importancia del SNC en el control y la

progresion del cancer.

Tras unirse a su receptor NK-1R la SP regula muchas funciones fisiopatoldgicas en el
sistema nervioso central como el comportamiento emocional, el estrés, la depresién, la émesis, las

nauseas, la migrafia, la adiccion al alcohol y la neurodegeneracion.

La sustancia P ha sido también implicada en el dolor, la inflamacién, la hepatitis, la
hepatotoxicidad, colestasis, prurito, miocarditis, bronquiolitis, abortos, infecciones bacterianas y

virales (VIH, por ejemplo).

La SP juega un papel muy importante en el cancer, en la proliferacién celular, efecto

antiapoptotico, angiogénesis, migracion de las células tumorales, infiltraciéon y metastasis.

Todo esto significa que el complejo SP/NK-1R estd envuelto en la base molecular de
muchas patologias humanas. Por lo tanto el conocer a fondo de esta fisiopatologia es la clave para

entender el funcionamiento de muchas enfermedades.

Todos estos datos hacen que los antagonistas del NK-1R deban ser considerados como una
alternativa para el tratamiento de la émesis, el prurito, la depresion, la degeneraciéon neuronal, la
enfermedad inflamatoria intestinal, infecciones virales y el cancer, ya que son regulados por el

completo SP/NK-1R#23424425426,427,428,

Se ha demostrado la presencia de SP y de NK-1R en numerosos tipos de canceres humanos

(tabla 6).
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NK-1
Tumour cells/Samples Substance P receptor
B and T cells acute lymphoblastic + +
leukaemia
Breast carcinoma + +
Colon carcinoma Not studied +
Gastric carcinoma Not studied +
Glioma/Astrocytoma + +
Hepatoblastoma + +
Larynx carcinoma + +
Lung cancer: small- and + +
non-small-cells
Melanoma + +
Neuroblastoma + +
Oral carcinoma + +
Osteosarcoma Not studied +
Pancreatic carcinoma Not studied +
Retinoblastoma + +
Thyroid carcinoma Not studied +

Tabla 6. Presencia de SP y NK-1R en muestras y lineas celulares tumorales humanas.

Pero todavia quedan muchos otros campos por investigar tanto en tejidos cancerigenos
como en tejidos sanos, actualmente el grupo de investigacidon del Dr. Muioz et al, tiene varias lineas

de investigacién abiertas en este sentido.
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Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS DE
TRABAIJO.
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La hipotesis que nos planteamos en la elaboracién de este trabajo es que, al igual que otros
tipos de canceres, la SP y NK-1R se expresarian y a su vez regularian la progresion de los tumores

tiroideos.

En el carcinoma de tiroides probablemente se expresan la SP y NK-1R que a su vez podrian

regular de manera autocrina y paracrina la progresion del cancer.
Los objetivos globales del presente trabajo son los siguientes:

1. Estudiar la expresidn, localizaciéon y distribucién de la Sustancia P en tejido
tiroideo humano sano.

2. Estudiar la expresidn, localizacion y distribucion del receptor NK-1R en tejido
tiroideo humano sano.

3. Estudiar la expresion, localizacion y distribucién de la Sustancia P en los diferentes
tipos de cancer de tiroides existentes y en metastasis de carcinomas tiroideos.

4. Estudiar la expresion, localizacion y distribuciéon del receptor NK-1R en los
diferentes tipos de cancer de tiroides existentes y en metastasis de carcinomas

tiroideos.
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I1l. MATERIAL Y METODO
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3.1. MATERIAL FUNGIBLE.

e Micropipetas serolégicas estériles de 1a 10 pl y de 10 a 500pl (Gilson International,

Francia).

Portaobjetos cargados electrostaticamente FLEX IHC (Dako, Alemania).

Cubreobjetos FLEX (Dako, Alemania).

Puntas de pipeta estériles de 1a 10 pul y de 10 a 500pl (Nunc Brad Products, Dinamarca).
Papel de filtro (Auxilab, Espafia).

Pertex (medio sintético de montaje) (Medite, Alemania).

Alcohol (Instrumentacién técnico analitica, Espafa).

Xilol (Instrumentacidon técnico analitica, Espafia).

Kit de inmunohistoquimica (Dako , Espafa): EnVisionTM FLEX, High pH, (link), que

contiene:

o

(@]

(@]

EnVisionTM FLEX Diluyente de anticuerpo

EnVisionTM FLEX Buffer de lavado (20x): tamponada con solucién Tris, pH 7,6.
EnVisionTM FLEX Soluciéon de recuperacién antigénica, pH bajo (50x): tampén de
citrato, pH 6,1.

EnVisionTM FLEX Cromoégeno DAB+: tetrahidrocloruro de 3,3"-diaminobencidina
en disolvente organico

EnVisionTM FLEX Sustrato buffer: contiene peréxido de hidrégeno y conservante.
EnVisionTM FLEX / HRP: dextrano unido a moléculas de peroxidasa y moléculas
de anticuerpo secundario de cabra contra inmunoglobulinas de conejo.
EnVisionTM FLEX + rabbit (linker): solucién tamponada con proteina estabilizante
y antibiético.

EnVisionTM FLEX reactivo bloqueante de peroxidasa: tampoén fosfato con peroxido

de hidrégeno.

e Botes para rellenar con reactivos de 5 y 12 ml (Dako, Espaifia).
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3.2. MATERIAL INVENTARIABLE.

e Dako Autostainer Link analizador (Dako, Espafia).

Dako PT link (Dako, Espafia).

Microtomo (Leica Geosystem, Espafia).

Frigorifico Superser Ecologic.

Estufa para temperatura de 372C y 602C (Labline, Espafia).

Agitador tipo vortex (Gene 2, Scientific industries, EEUU).
Bafio calentador (SORVALL-Heraeus, EEUU).

e  Microscopio 6ptico Olympus BX 61.
Objetivos Olympus serie UPLSAPO 4X, 10X, 20X, 40X y 60X.

Camara fotografica digital integrada en el microscopio, Olympus modelo DP72.

Pinzas (Pall Life Science, EEUU).

Cubetas para tincion con tapa y gradilla de vidrio (Marienfeld, Alemania).

Gradilla para tincién de acero inoxidable (Marienfeld, Alemania).
e Programa para fotografia digital CellSens Dimension, versiéon 1.4 (2010, Olympus

Corporation).
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3.3. MATERIAL BIOLOGICO: ANTICUERPOS Y TEJIDO TIROIDEO.

Se emplearon los siguientes anticuerpos:

e Anticuerpo policlonal de conejo anti NK-1R (Sigma-Aldrich, Espafia: Referencia

58305 y Lote 083M4759 de 2014 de; 2 ml).

e Anticuerpo policlonal de conejo anti Sustancia P (Sigma-Aldrich, Espafia:

Referencia 51542 y Lote 030M4767 de 2014; 2 ml).

Las muestras de tejido tiroideo se obtuvieron del depdsito del biobanco del Hospital de

Mérida, contando para ello con la colaboracion del Departamento de Anatomia Patoldgica.
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3.4. METODO DE TRABAJO.

3.4.1. DISENO DEL ESTUDIO.

Estudio observacional descriptivo anatémico-morfolégico semicuantitativo de la expresion

distribucién inmunohistoquimica de la SP y los receptores NK-1R en el cancer de tiroides.

3.4.2. POBLACION DE ESTUDIO.

Los pacientes que conforman el material del estudio, fueron diagnosticados y tratados

quirdrgicamente en el Hospital de Mérida con finalidad curativa.

3.4.3. MUESTRAS.

En total estudiamos un nimero de 135 muestras, ya que para cada caso del estudio
estudiamos cuatro muestras del tejido en cuestion, correspondientes a la tincién con SP, NK-1R,
control negativo (sin anticuerpo primario) y tincién con hematoxilina-eosina. En cada proceso de
inmunohistoquimica se incluyé también una muestra de placenta como control positivo tanto de

SP como NK-1R, previamente analizado, valorado, validado y publicado por Mufioz et al.

3.4.4. ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION.

Se presentd el proyecto del estudio, previo a su realizacién, al Comité de Etica de la

Universidad siendo considerado apto para su realizacidn.

Estudio esta sujeto a los principios adoptados por la 182 Asamblea Médica Mundial

(Helsinki, 1964) y posteriores revisiones.

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.

Los sujetos de estudio se identificaron mediante c6digo tinico de manera confidencial. Se ha
cumplido lo estipulado por la Ley Orgénica 15/1999 de 13 de diciembre de Proteccién de Datos de

Caricter Personal.
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3.5. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS E INMUNOHISTOQUIMICA

INDIRECTA.

3.5.1. REALIZACION DE CORTES Y PREPARACION DE MUESTRAS.

Las muestras fueron fijadas en formaldehido al 4% e incluidas en bloques de parafina

segun el protocolo habitual del servicio de Anatomia Patolégica del Hospital de Mérida.

Se realizaron cortes de los tejidos entre 3-5 pm con un microtomo y se montaron en
portaobjetos destinados especificamente para inmunohistoquimica con el ancho adecuado para los

instrumentos Autostainer, identificAindolas mediante serie numerada.

Estas muestras de tejido parafinado se incubaron durante 24 horas en la estufa a 372Cy 30

minutos antes de la realizacién de la inmunohistoquimica a 602C.

3.5.2. RECUPERACION ANTIGENICA INDUCIDA POR CALOR.

Se colocan los portaobjetos en unos peines que se introducen en el sistema PT-link
especifico para la recuperacion del epitopo inducida por calor. Con esta técnica, se llevan a cabo la

desparafinacién y la rehidratacion en el mismo paso de la recuperacién antigénica.

Se llenan los tanques del sistema PT-link con la solucidn de recuperacién antigénica de pH

acido citrato low diluida en agua destilada (1:10), durante 20 minutos a 96°C.

3.5.3. INHIBICION DE LA PEROXIDASA ENDOGENA.

Tras este proceso, se introduce la gradilla con los portaobjetos en un tanque con una
solucién buffer de lavado (Tris) diluida (1:20) y a temperatura ambiente, durante 5 minutos. Con

este procedimiento se evita la reaccién de las peroxidasas endégenas con la diaminobencidina.

3.5.4. PREPARACION DE LOS REACTIVOS.

Se preparan los reactivos en los botes para rellenar con reactivos que se introduciran
posteriormente en el dispositivo RACK del sistema Autostainer Link. De todas las soluciones
necesarias para la realizacién de la inmunohistoquimica, unas se pueden incorporar directamente
al RACK pues ya vienen preparadas en el kit de inmunohistoquimica (peroxidasa, hematoxilina,

EnVisionTM FLEX / HRP y Linker de conejo).
Sin embargo, sera necesario preparar en los botes, las siguientes soluciones:

e Sustrato buffer y cromégeno DAB+ (diaminobenzidina) en una proporcién de 1

gota de cromégeno por cada 20 ml de sustrato.
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e Anticuerpos policlonales primarios de conejo y diluyente: se preparardn tres
botellas para las distintas soluciones: una solucién de diluyente comercial Dako,
una soluciéon de anticuerpo anti SP y diluyente en proporcién 1:2000, y una

solucion de anti-NK-1R y diluyente en proporcién 1:1000.

La preparacion de la cantidad de solucién a introducir en los botes para rellenar, ha de ser

calculada segtin protocolo del sistema Autostainer Link.

3.5.5. PROCEDIMIENTO AUTOMATIZADO DE TINCION INMUNOHISTOQUIMICA
EN INSTRUMENTO AUTOSTAINER LINK.

Se introducen los peines con los portaobjetos en el sistema Autostainer Link, tras
identificacion de los portaobjetos con etiquetas en las que constan el nimero de bloque, el
anticuerpo empleado (anti SP o anti NK-1R), la concentracidn utilizada, la fecha de realizacion de la

inmunohistoquimica y la fecha de caducidad del reactivo.

Se produciran de forma automatica los procesos de incubacion de los cortes en antisuero
primario especifico para cada anticuerpo, la incubacién en anticuerpo secundario marcado con

peroxidasa y la incubacién con diaminobencidina.

Los pasos de tincion y los tiempos de incubacién optimos recomendados son

preprogramados en el software del sistema.

En el caso del nimero de portaobjetos de nuestro estudio, se requirié un tiempo de tres

horas de procesamiento.

3.5.6. DESHIDRATACION DEL TEJIDO.

Una vez completado el procedimiento de tincidn, se han de montar las muestras.

Se llevan las muestras a agua destilada, se realizara la deshidratacién de las muestras
mediante el paso de los portaobjetos por la bateria de alcoholes en el siguiente orden: 60% (30
segundos), 70% (30 segundos), 80% (30 segundos), 90% (5 minutos), 96% (5 minutos), 100% (5

minutos).

Finalmente se pasan las tres muestras por las tres cubetas de xiloles, para eliminar el
alcohol: de forma rapida en las dos primeras (hasta que los cristales dejen de “lagrimear”) y en la

tercera, el tiempo necesario hasta el montaje con el pegamento.

3.5.7. MONTAJE.

A cada cristal recién sacado y escurrido del xilol se le pone un cubreobjetos al que

previamente se han afadido unas gotas de pegamento Pertex. La reaccién del xilol y el pegamento
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hace que se unan ambos materiales. Se eliminan las burbujas que se forman durante el montaje.
Una vez secado, las muestras estan preparadas para la visualizacion del resultado con el

microscopio dptico.

3.5.8. CONTROL DE CALIDAD.

Los controles de la especificidad anticuerpo policlonal del reactivo mediante un suero
preabsorbido, no se realizan como control de calidad, dado que los anticuerpos han sido validados

para su uso por el laboratorio que los comercializa.

Cada sesion de tincién incluyé una muestra de control positivo conocido con el fin de

asegurar un rendimiento correcto de todos los reactivos aplicados.

Se ha utilizado un reactivo de control negativo con cada muestra para identificar cualquier

tincion no especifica.

La solucion que contiene diaminobencidina proporciona un color marrén en el lugar del
antigeno diana reconocido por el anticuerpo primario. El color marrén estd presente en la muestra

de control positivo en la ubicacion esperada del antigeno diana.

No hubo tincién inespecifica, que se reconoceria como una tincién bastante difusa de color

marrén en los portaobjetos tratados con el reactivo de control negativo.

Los nucleos se tifien de color azul gracias a la contratincién con hematoxilina.
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3.6. VALORACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

Las muestras fueron valoradas e interpretadas una a una en colaboracién con un
especialista en Anatomia Patoldgica especializado en patologia tiroidea. Para ello se siguié un
sistema ciego de identificacion de las muestras en el que no se conoce ningun dato del paciente

(edad, diagndstico, comorbilidad...) en el momento de valorar cada muestra.

Se obtuvieron fotografias de las muestras mas representativas mediante un microscopio
Olympus BX61, dotado con objetivos de diferentes aumentos (4X, 10X, 20X, 40X, 60X) y acoplado a

una camara fotografica digital Olympus modelo DP72.

Para el procesamiento de las imagenes se empled el software CellSens Dimension (version
1.4, 2010, Olympus Corporation). Algunas imagenes, denominadas como “reconstruidas” en el
apartado de Resultados, se obtuvieron mediante la opciéon 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, en

la que se consigue una profundidad de campo notablemente mayor.

Los resultados del estudio inmunohistoquimico se presentan utilizando un sistema de
puntuacion semicuantitavo, el Allred Unit Scoring system. Se trata de un sistema de puntuacion de

8 unidades. Este sistema evaltia la proporcidn y la intensidad de la tincién de 0 a 8.42%

3.6.1. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

La descripcién de la muestra y su andlisis estadistico se llevd a cabo utilizando

Microsoft Excel 2014 y el paquete estadistico SPSS v.14.
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V. RESULTADOS.
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4.1. DESCRIPCION DE LAMUESTRADEESTUDIO.

Se dispone de 135 muestras histolégicas pertenecientes a pacientes diagnosticados de

cancer de tiroides de diferentes estirpes. El 63% son mujeres y el 37% hombres, con edades

comprendidas entre los 11y 76 afios (media 47 afios).

3

Frecuencia

0 40
Edad

Figura 38. Distribucion de edades.

Hombres
37%

Mujeres
63%

Figura 39. Distribucién por sexo.
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De los pacientes el 30,07% no presentaban antecedentes personales de interés clinico.
El 19,2% tenian antecedentes de hipertension arterial; el 19.2% dislipemia y el 3,8%
hipotiroidismo. Respecto a habitos téxicos el 11,5% tenian habito tabaquico y ningtin paciente era

bebedor ni consumidor de otras sustancias toxicas.

Respecto al tipo de tumor tiroideo el 34,6% de las muestras corresponden a carcinoma
papilar de tiroides; el 30,8% a carcinoma folicular; el 11,5 % a carcinoma medular; el 7,7% a

carcinoma anaplasico y el 15,4% a metastasis.

346
35 30,8
30
25
20
154
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10 7.7
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0

Papilar Folicular Medular Anaplasico Metastasis

Figura 40. Distribucién por tipos de tumor.
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4.2. RESULTADOS DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE LASP Y EL

NK-1R.

Los resultados del estudio inmunohistoquimico se presentan utilizando un sistema de
puntuacion semicuantitavo, el Allred Unit Scoring system. Se trata de un sistema de puntuacion de
0 a 8 unidades. Este sistema evaltia la proporcién y la intensidad de la tincién. La puntuacién
representa la proporcién estimada de fraccién de células de tincién positiva (0 = ninguna; 1 =
menos de una centésima; 2 = centésima a décima; 3 = un décimo a un tercio; 4 = un tercio a dos

tercios; 5 = mayor que dos tercios).
Y la intensidad estimada de 0 a 3 (0 = ninguno; 1 =débil; 2 = intermedio; 3 = fuerte).

La puntuacién total se expresa como la suma de la proporcidon y la intensidad de

puntuaciones (por lo que oscila entre 0 y 8)*2° (figura 41).

Intensit
Score (l.yé) (0 = negative 1 =weak 2 = intermed 3 = strong

Total Score (TS)=PS +IS (range 0,2 - 8)

Figura 41. Sistema Allred Unit Scoring.

Si el marcador es 21, el tejido fue aceptado como positivo. Las tasas de positividad y los
resultados se compararon entre los tejidos sanos y patoldgicos, y entre diferentes diagnosticos

patoldgicos (figura 42).
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Figura 42. Expresion NK-1R en carcinoma folicular de tiroides (x40). Tincién citoplasmatica: Proporciéon =5y la
intensidad = 3 (Allred = 8). Tincion coloide: Proporcion=3, intensidad=2 ( Allred=5). Tincién nuclear:

Proporcion=0, intensidad=0 (Allred=0).
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4.3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE LA SP.

Observamos la expresion de SP en las distintas muestras de tejido sano tiroideo. Se objetiva

tinciéon inmunohistoquimica de algunos nucleos de las células principales y del material coloide de
los foliculos tiroideos (compuesto fundamentalmente de tiroglobulina, yodo y enzimas para la

sintesis de T3 y T4). Tanto el citoplasma de las células principales, como las células endoteliales y el

tejido estromal no presentan tincién para SP en tiroides sano.
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Figura 43. Expresion SP en tejido tiroideo sano. Podemos observar como se tifien algunos nicleos (Allred:5) y el
material coloide de los foliculos tiroideos (Allred=6) . Tanto el citoplasma de las células principales, como las

células endoteliales y el estroma no presentan tincion para SP (Allred=0).

4.3.1. EXPRESION SP EN TUMORES TIROIDEOS.

De las 135 muestras de tejido tumoral obtenidas, todas expresaban en mayor o

menor grado SP.

Los porcentajes de proporcion e intensidad que se presentan utilizando el sistema de
puntuaciéon semicuantitavo Allred Unit Scoring System. Vemos en resumen los resultados en la

tabla siguiente (tabla 7) y los vamos a analizar posteriormente de forma detallada.
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Células principales Células principales

citoplasma nucleo
0 46.2% 11.5%
1 0% 0%
2 0% 0%
3 15.4% 11.5%
4 15.4% 19.2%
5 7.7% 3.8%
6 11.5% 15.4%
7 3.8% 30.8%
8 0% 7.7%

Tabla 7. Expresion SP en tumores tiroideos segtin el sistema de puntuacién Allred.

Teniendo en cuenta la distribucién de la tincién, observamos que la gran mayoria de los

Estroma

53.8%

0%

0%

11.5%

23.1%

7.7%

3.8%

0%

0%

Células endoteliales

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

Coloide

46.2%

0%

7.7%

3.8%

7.7%

11.5%

23.1%

0%

0%

nucleos de las células principales, el 88.5%, expresan SP en diferentes porcentajes (figura 44).

)

Porcentaje

Figura 44. Porcentaje SP en el niicleo de las células principales (Allred).
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Y en mas de la mitad de los citoplasmas de las células principales, en el 53,8% también se

observa tincidn para SP con intensidad y proporciéon variables (figura 45).

Porcentaje

Figura 45. Porcentaje SP en citoplasma de las células principales (Allred).

Respecto a las fibras reticulares de tejido estromal tiroideo observamos expresion de SP en

el 46,2% de las muestras (figura 46).

Porcentaje

Figura 46. Porcentaje SP en fibras reticulares de tejido estromal tiroideo (Allred).
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Y en el material coloide tiroideo se observa positividad en la tincién inmunohistoquimica
en el 53,8% de las mismas en diferente porcentaje como se puede observar en el siguiente grafico

de barras (figura 47).

Porcentaje

Figura 47. Porcentaje SP en material coloide tiroideo (Allred).

4.3.1.A. EXPRESION SP EN LOS DIFERENTES TIPOS DE CARCINOMA
TIROIDEOS.

EXPRESION SP EN CARCINOMA PAPILAR.

Podemos objetivar en los tumores papilares que se produce una expresion intensa de los
nucleos de las células principales, la tincién del material coloide es de intensidad y proporcién
moderada. No se tifien ni el citoplasma de las células principales ni las células endoteliales y el
tejido estromal con poca intensidad y en escasa proporcién como podemos ver en las siguientes

imagenes.
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Figura 48. Expresion de SP en carcinoma papilar x 40. Expresion intensa en los nticleos de las células principales
sobre todo (Allred:7) y material coloide (Allred:5). El estroma se tiiie en escasa proporcion e intensidad (Allred: 3).

El citoplasma de las células principales y las células endoteliales no expresan SP (Allred:0).

Al it ‘\'r

Figura 49. Expresion SP en carcinoma papilar (x40). Observamos una intensa tincion nuclear de las células

principales tiroideas (Allred:8). Tincién con intensidad media y alta proporcion en material coloide (Allred:6).
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Figura 50. Expresion SP en carcinoma papilar variante folicular (x40). Observamos una intensa tincion nuclear de
las células principales tiroideas (Allred:8). Tincion con intensidad media y proporcion variable en material coloide

(Allred:6).

Estudiamos también la expresion SP en el carcinoma papilar variante oncocitica o de
células de Hiirthle. Las células oxifilicas o de Hiirthle muestran un citoplasma granular abundante

debido a la acumulacién de mitocondrias y podemos observar los nicleos con nucleolo aparente. El

comportamiento clinico es similar al del carcinoma papilar convencional.
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¥y Y

Figura 51. Expresion SP en carcinoma papilar variante oncocitica (Cls. de Hiirthle). Observamos tincién nuclear,
mas intensa en la periferia de los niicleos de las células oxifilicas (Allred:5), escasa tincion del estroma (Allred:2) y

nula en células endoteliales (Allred:0).

EXPRESION SP EN CARCINOMA FOLICULAR.

En las muestras de carcinoma folicular observamos un tincién muy intensa de los nucleos
de las células principales (Allred:8). Tanto el material coloide como el estroma y el citoplasma

presentan una tincién escasa y las células endoteliales no captan.
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Figura 52. Expresion de SP en carcinoma folicular (x20). Niicleos de células principales con captacién intensa

(Allred:7), células endoteliales sin tincién (Allred:0). Coloide con expresion moderada (Allred:5).
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Figura 53. Expresion de SP en carcinoma folicular (detalle x40) Nicleos de células principales con captacion intensa

(Allred:7), células endoteliales sin tincién (Allred:0). Coloide con expresion moderada (Allred:5).
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El riesgo de desarrollar un carcinoma papilar de tiroides es mayor en los pacientes con
tiroiditis de Hashimoto. Este tipo de cancer es claramente mas agresivo que otros carcinomas

papilares de tiroides 430,
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Figura 54. Expresion SP en carcinoma folicular en paciente con tiroiditis de Hashimoto previa.(x10). Podemos

observar una clara tincion nuclear muy intensa (Allred: 7), y del material coloide y tejido estromal (Allred:5).

En la siguiente imagen de cancer folicular sobre tiroiditis de Hashimoto previa, llama la
atencion la infiltracion linfocitica y el nédulo linfoide que observamos en el centro de la imagen,
propia de la tiroiditis linfocitaria crénica. Cémo la inflamacién crdnica produce un aumento de SP

en las células afectadas y como consecuencia la aparicion de cancer.
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Figura 55. Expresion SP en carcinoma folicular en paciente con tiroiditis de Hashimoto previa.(x20). Infiltracién
linfocitica y el nédulo linfoide propia de la tiroiditis linfocitaria crénica que tiene un captacion de SP de intensidad
3 y proporcion 3 (Allred:6). Podemos observar una tincion nuclear intensa (Allred: 7), y del material coloide y

tejido estromal (Allred: 5).

Figura 56. Expresion SP en carcinoma folicular en paciente con tiroiditis de Hashimoto previa (detalle x40).
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EXPRESION SP EN CARCINOMA MEDULAR.

El cancer medular de tiroides se desarrolla a partir de las células parafoliculares o células
C, secretoras de calcitonina, las cuales se encuentran en un bajo porcentaje dentro del foliculo

tiroideo.

En la siguiente imagen podemos observar como se tifien estos grupos celulares de forma

muy intensa, en contraste con el resto del tejido que no capta SP (figuras 57, 58 y 59).

Figura 57. Expresion SP en carcinoma medular (x20). Observamos tincion marcada de los nticleos de las células
parafoliculares (intensidad 3), y de forma difusa del tejido estromal, en claro contraste con la falta de captacion del

resto del tejido tiroideo.
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Figura 59. Expresion SP en carcinoma medular, detalle (x40).

EXPRESION SP EN CARCINOMA ANAPLASICO.

El carcinoma anapldsico es uno de los canceres mas agresivos, de evoluciéon rapida y cuyo

pronostico es extremadamente negativo a corto plazo.
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En el siguiente corte histolégico podemos observar la transicién entre tejido sano y
carcinoma anaplasico. Como vemos en el tejido sano la captaciéon de SP es muy escasa y en
contraposicidn en el carcinoma es muy intensa y de proporcién variable. Esto se debe al rapido
crecimiento de este tumor. Vemos como se produce una desestructuracién completa de la
arquitectura folicular tiroidea y como en el limite se acumula SP con mayor intensidad (figuras 60,

61y 62).

Figura 60. Transicion de tejido sano a carcinoma anaplasico (x4).
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EXPRESION SP EN GANGLIOS METASTASICOS.

Podemos observar en las muestras histoldgicas de ganglios metastasicos una expresion de
SP intensa en los nucleos de las células principales en claro contraste con el tejido linfoide sano

(figuras 63, 64y 65).

o
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Figura 63. Expresion SP en metastasis de carcinoma papilar en ganglio cervical (x10) podemos observar la

transicion del tejido sano linfoide a carcinoma.
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Figura 64. Expresion SP en metastasis de carcinoma papilar x20. Tincion nuclear intensa (Allred:7) y del material
coloide (Allred:5).

Figura 65. Metastasis (x40) detalle. En el que se objetiva como la tincion para SP ademas de nuclear es mas intensa

en la membrana células cuboidales del foliculo que son las que tienen actividad glandular.
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4.4, ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DEL NK-1R.

4.4.1. TEJIDO TIROIDEO LIBRE DE TUMOR.

Observamos la expresion del NK-1R en las distintas muestras de tejido sano tiroideo. Se
objetiva tinciéon inmunohistoquimica escasa citoplasmatica y del estroma. Tanto el nuicleo de las
células principales, como las células endoteliales y el material coloide de los foliculos tiroideos no

presentan tincion para NK-1R en tiroides sano (figura 66).
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Figura 66. Expresion NK-1R en tejido tiroideo sano. Podemos observar la tincion del material citoplasmatico de
forma moderada (Allred:4) y de forma escasa el estroma (Allred:2). El nicleo de las células principales, las células

endoteliales y material coloide de los foliculos tiroideos no presentan tincion para NK-1R (Allred=0).

4.4.2. EXPRESION NK-1R EN TUMORES TIROIDEOS.

De las 135 muestras de tejido tumoral obtenidas, todas expresaban en mayor o

menor grado NK-1R.
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Los porcentajes de proporciéon e intensidad se presentan utilizando el sistema de
puntuacion semicuantitavo Allred Unit Scoring System. Vemos en resumen los resultados en la

tabla siguiente (tabla 8) y los vamos a analizar de forma detallada posteriormente.

0 0% 88,5% 61,5% 0% 38,5%
1 0% 0% 0% 0% 0%
2 0% 0% 3,8% 0% 0%
3 3,8% 0% 23,1% 0% 11,5%
4 7,7% 7,7% 7,7% 0% 7,7%
5 19,2% 3,8% 0% 0% 26,9%
6 19,2% 0% 3,8% 0% 11,5%
7 34,6% 0% 0% 0% 3,8%
8 15,4% 0% 0% 0% 0%

Tabla 8. Allred expresion NK-1R en tumores tiroideos.

Teniendo en cuenta la distribucién de la tincidn, observamos que casi en todas las muestras
existe tincion citoplasmatica de las células principales en gran intensidad y proporcién. El 96,3%

expresa NK-1R citoplasmatico en diferentes porcentajes (figura 67).
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Porcentaje

Figura 67. Porcentaje de tincién para NK-1R en citoplasma de células principales (Allred).

En un porcentaje bajo se observa tincion para NK-1R en los nucleos de las células

principales, en un 14,81% (figura 68).

Porcentaje

Figura 68. Porcentaje tincion NK-1R en nicleos de células principales (Allred).
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Respecto al material coloide se objetiva tincidn positiva en la mayoria de las muestras, el
62,96%, en diferentes porcentajes como se puede apreciar en la siguiente grafica de barras (figura

69).

Porcentaje

Figura 69. Porcentaje tincion coloide NK-1R escala Allred.

Respecto a las fibras reticulares del tejido estromal observamos que la mayoria del mismo
no se tifie para NK-1R. Solo el 37,04% presenta mayor o menor porcentaje de positividad en la

tincién inmunohistoquimica (figura 70).
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Porcentaje

Figura 70. Porcentaje tincion estroma NK-1R segun la escala Allred.

4.4.2.A EXPRESION NK-1R EN LOS DIFERENTES TIPOS DE CARCINOMA
TIROIDEOS.

EXPRESION NK-1R EN CARCINOMA PAPILAR.

Podemos objetivar en los tumores papilares que se produce una expresion intensa de NK-
1R en el citoplasma de las células principales, la tincién del material coloide es de intensidad y
proporcién moderada. No se tifien ni el nicleo de las células principales ni las células endoteliales

como podemos ver en las siguientes figuras (71, 72 y 73).
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Figura 71. Expresion NK-1R en carcinoma papilar (x20). Observamos una tincion muy intensa citoplasmatica

(Allred:8) con niicleos que no captan NK-1R.El coloide presenta captacion baja (Allred:4).
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Figura 72. Expresion NK-1R en carcinoma papilar (x20). Observamos una tincién muy intensa citoplasmatica

(Allred:8) con niicleos que no captan NK-1R.El coloide presenta captacion moderada (Allred:4).

Figura 73. Expresion NK-1R en carcinoma papilar (x40).
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Estudiamos también la expresion NK-1R en el carcinoma papilar variante oncocitica o de
células de Hiirthle. Las células oxifilicas o de Hiirthle muestran un citoplasma granular abundante
debido a la acumulacién de mitocondrias y podemos observar los nticleos con nucleolo aparente. En
la siguiente imagen podemos observar una tincién citoplasmatica moderada en la que se objetiva
un aumento de intensidad de expresion de NK-1R en la membrana de las células principales

cuboidales del foliculo que son las que tienen actividad glandular. Los nticleos no expresan NK-1R.

Figura 74. Expresion NK-1R en carcinoma papilar variante oncocitico (x40).

Se objetiva un aumento de intensidad de expresion de NK-1R en la membrana de las células
principales cuboidales del foliculo que son las que tienen actividad glandular. Los ntcleos no

expresan NK-1R.
EXPRESION NK-1R EN CARCINOMA FOLICULAR.

En las muestras de cancer folicular podemos observar una expresiéon muy intensa de
NK-1R citoplasmatica de las células principales y nula captacion nuclear. El coloide tiene una

tincién muy leve al igual que las fibras reticulares del tejido estromal (figura 75).
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Figura 75. Expresion de NK-1R en carcinoma folicular (x20) Vemos una tincion intensa de NK-1R citoplasmatica de

las células principales (Allred: 8) y ninguna captacién nuclear (Allred:0). El coloide tiene tincion debil (Allred: 3).

Figura 76. Expresion de NK-1R en carcinoma folicular, detalle (x40) Tincion intensa de NK-1R citoplasmatica

(Allred: 8) y ninguna captacion nuclear (Allred:0). El coloide tiene una tincién leve (Allred: 3).
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EXPRESION NK-1R EN CARCINOMA MEDULAR.

El cancer medular de tiroides se desarrolla a partir de las células parafoliculares o células
C, secretoras de calcitonina, las cuales se encuentran en un bajo porcentaje dentro del foliculo

tiroideo.

En la siguiente imagen podemos observar como se tifien los citoplasmas estos grupos

celulares de forma muy intensa, en contraste con el resto del tejido que no capta NK-1R (figura 77).
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Figura 77. Expresion NK-1R en carcinoma medular (x20) Objetivamos tincion citoplasmatica intensa en los grupos

celulares de células parafoliculares (Allred: 8), y tincion leve de las fibras reticulares del tejido estromal (Allred:2).

133



Importancia de la sustancia P y su receptor NK-1R en el cancer de tiroides

Figura 78. Expresion NK-1R en carcinoma medular, detalle (x40).

EXPRESION NK-1R EN CARCINOMA ANAPLASICO.
El carcinoma anaplasico es uno de los cinceres mas agresivos.

En el siguiente corte histolégico podemos observar la transicion entre tejido sano y
carcinoma anaplasico. Vemos que en tejido sano existe una captacién moderada de NK-1R y en la
zona tumoral existe tincién escasa de algunos nucleos y del tejido reticular y desestructurado que
compone el tumor. Esto se debe al rapido crecimiento de este tumor que es de muy rapida
evolucion. Vemos como se produce una desestructuraciéon completa de la arquitectura folicular
tiroidea y como al contrario de las tinciones para SP en las que la expresién es muy intensa, en el

carcinoma anaplasico, el tumor expresa de forma escasa NK-1R (figura 79).
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Figura 79. Expresion de NK-1R transicion de tejido sano a carcinoma anaplasico (x4). Vemos que en tejido sano
existe una captacion moderada de NK-1R y en la zona tumoral existe tincién escasa de algunos niicleos y del tejido

reticular y desestructurado que compone el tumor.
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Figura 80. Expresion NK-1R en carcinoma anaplasico, detalle (x40). Observamos leve captacion de algunos niicleos,

en las membranas celulares, material coloide y en el tejido reticular desestructurado.

135



Importancia de la sustancia P y su receptor NK-1R en el cancer de tiroides

EXPRESION NK-1R EN GANGLIOS METASTASICOS.

Podemos observar en las muestras histoldgicas de ganglios metastasicos una expresion de
NK-1R intensa en el citoplasma de las células principales en claro contraste con el tejido linfoide

sano (figuras 81, 82 y 83).

Figura 81. Expresion NK-1R en metastasis carcinoma papilar x20. Observamos tincion citoplasmatica de las células

principales (Allred: 6), no se tifien los niucleos celulares (Allred:0) y de forma leve el estroma y el material coloide.
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Figura 83. Expresion NK-1R en metastasis carcinoma papilar, detalle (x40).
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V. DISCUSION.
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El sistema receptor NK-1R de la SP juega un papel importante en el cancer.

La SP tiene un efecto antiapoptético y estimulador de la angiogénesis, promueve la
proliferacion y la migracion de las células tumorales. Las células tumorales sobreexpresan
receptores NK-1R, que estan implicados en su viabilidad. Esta sobreexpresion sugiere la posibilidad
de un tratamiento especifico contra las células tumorales utilizando antagonistas de los receptores

NK-1R, promoviendo asi una considerable disminucién en los efectos secundarios del tratamiento.

Esta estrategia abre nuevos enfoques para el tratamiento del cancer, ya que estos
antagonistas, después de unirse a su diana molecular, inhiben la proliferacidn celular e inducen la
muerte de células tumorales por apoptosis, y ejercen una accién antiangiogénica e inhibitoria de la

migracion de células tumorales.

El uso de antagonistas de receptores NK-1R como aprepitant como agentes antitumorales
podria ser una innovaciéon prometedora. El valor de aprepitant como un agente antitumoral puede
ser determinado mas rapido que otros compuestos, debido a que muchos estudios sobre su

seguridad y su caracterizacién ya se han completado.

El receptor NK-1R puede ser un objetivo prometedor en el tratamiento del cancer.
Antagonistas de los receptores NK-1R podrian actuar especificamente como firmacos contra las
células tumorales y estos antagonistas podrian ser nuevos candidatos contra el cancer*3l. En las
ultimas dos décadas, la busqueda de tratamientos mas eficaces y los esfuerzos de investigacion en
el cancer han aumentado exponencialmente. Este esfuerzo, sin embargo, atin no se ha traducido en
la mejora de las perspectivas en relaciéon con el problema, a pesar de que varias areas de
investigacién son prometedoras (el Proyecto Genoma Humano, la terapia génica y la investigacién
con células madre). Por lo tanto, sigue siendo necesario explorar otras iniciativas en la
investigacion del cancer, para lograr el objetivo final de descubrir uno o mas compuestos capaces
de destruir el tumor como objetivo especifico (parasitotrépicas), mientras que la produccién no
tiene efectos secundarios perjudiciales en el huésped (no organotrépicas). Paul Erlich denomina
esta ambicion la 'bala mdagica'. Desafortunadamente, el anti-cincer (agentes de quimioterapia
citotéxica) utilizan actualmente en clinica la practica estan "lejos de ser una bala magica”. Presentan
un perfil de seguridad muy bajo y a menudo provocan efectos secundarios graves en el huésped.
Estos efectos clinicos se producen porque las drogas no son especificas contra las células
tumorales; como consecuencia, el énfasis en la investigacion ha sido durante mucho tiempo
encontrar un medicamento con el mismo o mayor potencial antitumoral pero que produzca menos
efectos secundarios. Una de estas soluciones podria ser el blanco de ataque molecular, terapia
contra el cancer basada en las drogas o estrategias terapéuticas focalizadas a alteraciones

moleculares especificas de tumores.
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En esta discusion, se describe una nueva diana terapéutica contra el cancer, el complejo
SP/ NK-1R. Y por esto una nueva generacion de medicamentos contra el cancer, los antagonistas de

los receptores NK-1R, tienen un futuro prometedor 431.
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5.1. DISCUSION DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.

Durante el procesamiento de las muestras de estudio se realizaron los pertinentes

controles de calidad (preabsorcién, control negativo y control positivo) para demostrar la
veracidad de la técnica inmunohistoquimica empleada. Ademas, en todos los casos observamos que
el patron de inmunorreactividad tanto de la SP como del NK-1R se circunscribe y coincide con

estructuras anatémicas e histoldgicas, a diferencia de lo que ocurriria con los artefactos.

Todo esto nos sirve como validacién para poder afirmar que los resultados de la expresion

inmunohistoquimica reflejan la existencia real en dichos tejidos tanto de la SP como del NK-1R.

El empleo de una escala semicuantitativa, sistema Allred Unit Scoring, para la valoracién de
la extension e intensidad de la inmunorreactividad permiti6 homogeneizar y objetivar en mayor

medida los resultados obtenidos entre los diferentes casos de estudio.

La demostracién de la expresion tanto de la SP como del NK-1R en el tiroides humano sano
establece las bases para profundizar en la comprension de la fisiologia tiroidea, pues hasta este
momento se desconocia la existencia de estas proteinas en dicho érgano y, por tanto, cualquier
funcién que pudieran desempefiar en él. Asimismo, las altas concentraciones de SP y el NK-1R en
diferentes patologias tiroideas, como en la tiroiditis de Hashimoto y en los diferentes tipos de
carcinoma, orienta a hacia su papel en la fisiopatologia y abre la puerta a un nuevo abordaje
terapéutico de este tipo de tumores basado en el bloqueo del NK-1R a través de sus antagonistas

especificos.

El hecho de describir por primera vez la presencia de SP y NK-1R a nivel del tejido tiroideo
humano impide poder comparar nuestros resultados con los obtenidos por otros autores.
Exceptuando a Hennig et al, que en 1995, estudiaron la presencia del NK-1R en el carcinoma
medular tiroideo, inicamente, demostrando su existencia a altas concentraciones tanto en el tejido

tumoral como en los vasos tumorales y peritumorales.
5.1.1. DISCUSION DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE LASP.

En el estudio inmunohistoquimico de SP realizado sobre tejido sano objetivamos que
existe expresion de SP en pequefias cantidades. Es importante destacar que se observa tincién de
algunos nucleos y del material coloide de los foliculos tiroideos. Tanto el citoplasma de las células
principales, como las células endoteliales y el estroma no presentan tinciéon para SP en tiroides
sano. La presencia de SP en el coloide, lugar donde se encuentra la tiroglobulina secretada por las
células principales y las enzimas necesarias para la produccién de las hormonas tiroideas, traduce
que el complejo SP/NK-1R juega un papel importante en la regulaciéon de la secreciéon endocrina

tiroidea.

El analisis de las muestras de tejido tumoral presentaron, en mayor o menor grado

tincién positiva para SP. Un 88,5% de los nucleos de las células principales. De este porcentaje,
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la mayoria (76,9%) lo hacian de manera intensa (Allred 4, 5, 6, 7, 8). La distribuciéon de la SP era
predominantemente nuclear aunque también podia observarse en el en el material coloide

tiroideo en un 53,8%, en el citoplasma en un 53,8%, asi como en el estroma en un 46,2%.

Por ultimo las metastasis tumorales muestran unos resultados similares con un
porcentaje del 100% en la expresiéon de SP en las &reas invadidas por el cancer. La
distribucion intracelular fue muy similar a la obtenida en el tejido tumoral primario de tal
modo que el 100% de las células tumorales mostraban SP en sus ntcleos presentindose
ademas en menor porcentaje SP en el citoplasma y en material coloide. La presencia de SP

traduce regiones con una marcada actividad mitogénica.

Todos estos resultados parecen indicar que la SP, ademds de otras muchas funciones

bioldgicas, tiene la capacidad de inducir la replicacion celular en los tejidos donde se halla.

5.1.2. DISCUSION DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DEL NK-1R.

Respecto al NK-1R, los estudios realizados en tejido tiroideo sano muestran tincién
inmunohistoquimica escasa citoplasmatica y del estroma. Tanto el nticleo de las células principales,
como las células endoteliales y el material coloide de los foliculos tiroideos no presentan tincion

para NK-1R en tejido sano.

El tejido tumoral primario expresd, en mayor o menor grado, NK-1R en un 93,3% en el
citoplasma de las células principales. En el nicleo de las mismas se observd tincién en un porcentaje
muy bajo. El NK-1R se postula asi como el receptor mediante el cual la SP induce la mitosis en las

células cancerigenas.

Por tltimo, respecto a la distribuciéon en las metastasis, el 100% expresé NK-1R en las

regiones afectas por el tumor con un patrén citoplasmatico marcado en proporcién e intensidad.

Estos resultados coinciden con otros estudios inmunohistoquimicos realizados para

otros tejidos tumorales 21azz

5.2 DISCUSION DE LA ACCION DEL COMPLEJO SP/NK-1R EN EL CANCER DE
TIROIDES Y DEL PAPEL DE LOS ANTAGONISTAS DEL NK-1R EN EL TRATAMIENTO DEL
MISMO.

Ha quedado demostrado como los tejidos tumorales tiroideos estudiados expresan SP y

NK-1R.

Las diferencias existentes entre la expresiéon de SP/NK-1R en tejidos sanos y tejidos
tumorales parecen residir tanto a nivel distributivo como cuantitativo. Ha quedado demostrado

que el binomio SP/NK-1R aparece en las zonas donde existe actividad mitogénica. La intensidad
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de la inmunotincién fue muy superior al tejido sano y proporcional al grado de malignidad del

tumor.

Todos estos hallazgos son extrapolables a todos los estudios realizados con diferentes

lineas celulares de cancer.

5.2.1 ACTIVIDAD MITOGENICA DE LA SP.

El mecanismo a nivel molecular por el que el NK-1R induciria la mitogénesis es
confuso. La accién mitogénica mediada por SP no es del todo conocida. Una vez que el receptor es
activado por su ligando, la SP, el NK-1R activa miembros la cascada MAPK (mitogen-activated
protein kinase), incluyendo las cinasas reguladas por sefiales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2) y la
p38MAPK. Estas rutas son a menudo activadas bajo distintas condiciones y pueden llevar tanto
a la apoptosis celular como al crecimiento 46 417, El mecanismo especifico por el que
esta sefal se transmite es desconocido, no obstante, la explicacién podria estar en unos

complejos de proteinas estructurales que determinan la localizacién subcelular vy

432 433 .
. El mecanismo

consecuentemente la especificidad de las proteinas sefalizadoras
principal por que los GPCRs activan la ruta MAPK es por la liberacién de las subunidades By de las

proteinas G. Estas subunidades reclutan componentes de la via ras, como shc, grb2 y scr que

conducen a la activaciéon de raf-1 y MAP cinasa 1, un activador especifico del ERK1/2 8% Un
componente de la ruta de sefalizacion de MAPK ha sido recientemente identificado: la B-
arrestina, la cual originariamente se pensé que solo mediaba el desacoplamiento y la

internalizacion del receptor, parece ser necesaria para la activacion del ERK1/2 en gran nimero

de GPCRs 435436 437

. En el caso de los receptores activados por proteinas 2 (PAR2), la B-arrestina
forma un complejo con el receptor internalizado, raf-1 y ERK1/2, reteniendo las cinasas
activadas en el citosol. Por otro lado, los complejos de proteinas estructurales, pueden
determinar la locacién subcelular y la especificidad del ERK1/2 y de este modo, dirigir el
potencial mitogénico de una sefial dada. Existe una variante del complejo P-arrestina que
contiene el receptor adrenérgico B2 y la tirosin-cinasa scr, la cual conduce también a la
activacion del ERK1/2. No obstante, esta ruta produce una respuesta celular distinta a la
anterior, posiblemente esto se deba a una diferente localizacién subcelular de las cinasas activadas
por el mecanismo antes mencionado. La SP induce la formacién de complejos multiproteicos
cerca de la membrana plasmatica que contienen NK-1R, B-arrestina, src y ERK1/2. Una vez
activado, ERK1/2 se transloca en el nucleo de tal modo que se induce la proliferaciéon y protege a

la célula de la apoptosis.

La SP estimula la proliferacién celular que se puede observar en la colitis crénica, este

mecanismo es llevado a cabo mediante la activacién del receptor del factor de crecimiento
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epidérmico (EGFR) y de MAPK 438

de modo que en los colonocitos humanos activan
metaloproteinasas de la matriz que inducen la liberacién de TGF. Del mismo modo, en el caso de
la inflamacién crénica de la tiroiditis linfocitaria crénica de Hashimoto o la enfermedad de Graves-
Basedow, la SP estimularia la transformacidn celular y la proliferacién en caso de malignizacién. Ya
que estd demostrado que el riesgo de desarrollar un carcinoma de tiroides es mayor en los
pacientes con este tipo de tiroiditis. Y este tipo de cancer es claramente mas agresivo que otros

carcinomas de tiroides 430,

Por lo tanto el uso de antagonistas de NK-1R inhibiria la sintesis de EGFR y de MAPK
inhibiendo la proliferacién celular tanto en este tipo de enfermedades inflamatorias tiroideas como

en los carcinomas de tiroides.

Se ha podido demostrar la relacién entre SP y ciertos oncogenes, asi pues, Luo et

al.3”® han demostrado recientemente que la SP induce la transcripcion de RNA mensajero de
c-myc en la linea celular U- 373MG. En dicha linea celular, el uso de Tyrohostin A25, un
bloqueador de la actividad tirosin-cinasa, inhibié significativamente la mitogénesis inducida por la
SP, lo que sugiere la implicacion de la fosforilacion por protein-cinasa en la funcién
mitogénica de la SP. La estimulacién de del NK-1R activa la fosforilacion de la tirosina y la actividad

enzimatica de ERK1/2 asi como de las MAPK.

La habilidad para regular la activacién Ras y la ruta MAPK por parte del receptor

acoplado a proteinas G es un proceso critico para la regulacién del crecimiento celular y su

transformacion *>°. Algunos estudios indican que la activacion de MAPK inducida por SP

requiere la presencia de un dominio funcional EGFR cinasa, asi mismo se ha visto que la ruta

de sefializacién de EGFR estd relacionada con la activacién Ras **°. Se ha demostrado que el
mecanismo de transactivaciéon del EGFR por parte del complejo SP/NK-1R en las células
epiteliales del colon, produce la activaciéon de metaloproteinasas de la matriz (TAPI-1-sensitive), el
cual es capaz de separar el precursor proTGFa anclado a membrana, conduciendo a la aparicién
de su forma madura en el espacio extracelular. El TGFa, que esta relacionado con el EGFR, causa
tanto su activacion como la activaciéon de la via MAPK induciendo la proliferaciéon celular. Esta
nueva ruta puede participar tanto en la proliferaciéon celular mediada por SP de varias lineas
celulares, asi como en el dafio producido por la inflamacién. Finalmente, estas sefiales inducidas
por NK-1R tienen mucha relevancia en la idea de que el complejo SP/NK-1R tiene capital
importancia en el desarrollo y progresiéon del crecimiento de tumores de distinta etiologia
incluyendo cancer de pancreas, gliomas humanos, cancer de mama, carcinoma de colon, asf como

en las diferentes estirpes del cancer de tiroides.

Se conoce que la SP estimula la mitogénesis activando NK-1R tanto en células

441 442 443

normales como neoplasicas. Ademas se ha demostrado la expresion aumentada del

145



Importancia de la sustancia P y su receptor NK-1R en el cancer de tiroides

NK-1R en diferentes lineas celulares tumorales como U373 MG, U138 MG, UC11 MG y GAMG de
las lineas celulares de gliomas, retinoblastomas, astrocitomas, melanomas, neuroblastomas,
cancer de mama y de pulmén, muchos de estos estudios realizados por Mufioz et al 360380385386390

400, Apoyando esto, se ha confirmado una funcién mitogénica en la regeneracién de miembros en
. 444 . . ‘s . . .
anfibios , ademas se ha comprobado esta misma funcién en células del tejido conectivo en

; 394
mamiferos

En el presente estudio demostramos por primera vez, gracias a la inmunohistoquimica
que existe un alto grado de expresiéon de NK-1R en todos los tipos de carcinoma tiroideos.
La presencia de NK-1R esta estrictamente correlacionada con el efecto de la SP o la Neurokinina
A en el aumento de la sintesis de DNA y proliferaciéon celular. Diferentes estudios ya
presentados muestran que la activaciéon de NK-1R mediante concentraciones nanomolares de SP
induce la sintesis de DNA y la mitogénesis en dicha linea celular. Se sabe que la SP, actia
especificamente a través del NK-1R ya que al aplicar un antagonista de este receptor se produce
una inhibicién de la multiplicacién celular, este efecto es reversible al afiadir nuevamente SP,

incrementandose de nuevo la mitogénesis.

Se ha comprobado, como la expresion del NK-1R se encuentra aumentada en

diferentes lineas celulares tumorales humanas en relacién a las células normales del organismo

445 446 421 . - .
. En el presente estudio vemos unos resultados similares en las muestras de tejido

tiroideo, evidenciandose que la expresion de NK-1R es bastande débil en el tejido tiroideo sano y
sin embargo existe una expresion muy intensa en los diferentes tipos de carcinomas tiroideos y en

la tiroiditis de Hashimoto.

Esteban et al. **’ proponen que, el aumento de los NK-1R en la membrana celular,
seria el mecanismo por el que la SP produciria sélo en estas células un aumento de las
seflales mitogénicas contrarrestando las diferentes sefiales apoptéticas o sefales pro-senescencia
en la poblacién de células neoplasicas. La regulaciéon de la estabilidad del genoma y la proteccién
frente a las transformaciones malignas son complejos procesos en los que estan involucrados

una variedad de complejos mecanismos, como por ejemplo el arresto permanente del ciclo celular

448 449 450 451 452

cuando un oncogén se activa . Parece ser que células en senectud existen

. . . . 453 . -
en tejidos en estadio pre-maligno pero no en los malignos . Existen pruebas que indican que
escapar de la senectud o la adquisicion de la inmortalidad celular es importante para la
transformaciéon maligna. La proliferacién auténoma celular es una meta que alcanzan las

células cancerosas por medio de la activaciéon de oncogenes promotores del crecimiento. Esta

. .z . . . . 454
activacion dispara la apoptosis celular en un intento de contrarrestar el desarrollo del cancer
El mecanismo por el que el tumor contrarresta este intento de autolisis celular es desconocido. Se

propone que la SP podria jugar un papel clave en este proceso todavia confuso. Asi, la activacién
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del ERK2 por el NK-1R podria producir la translocacién celular del Nur-77, como ha sido

demostrado por Castro-Obregon et al 455. Esto podria representar un nuevo y rapido factor

de crecimiento de supervivencia independiente de la regulacion génica.

El hallazgo de que las células de carcinoma de tiroides expresan SP/NK-1R, significa que
existe un mecanismo autocrino-paracrino para la SP. La liberacién de SP por las células de
carcinoma de tiroides se unirian al receptor NK-1R, activando la migracion de las células de cancer
de tiroides para invadir y metastatizar. Por eso es fundamental bloquear el receptor NK-1R para
evitar la invasiéon y la metastasis de las células carcinoma de tiroides puesto que todas ellas

expresan el receptor NK-1R y la SP.

5.2.2. ESTIMULACION DE LA ANGIOGENESIS.

En varios estudios realizados sobre NK-1R en lineas tumorales, se ha podido documentar

la existencia de estos receptores, tanto en la masa tumoral como en el tejido peritumoral,

. ; . . 456
ademas de los vasos sanguineos intratumorales como peritumorales ™. Se sabe que los
tumores solidos consiguen realizar la angiogénesis peritumoral secretando factores
proangiogénicos. Es posible que la estimulacion de la SP a través del NK-1R sea un mecanismo

alternativo y mads sencillo para obtener nuevos vasos sanguineos en lugar de activar un

. . . ., . 336 . .
variado repertorio de fenotipos proangiogénicos ~~ . Ademas, el crecimiento de la masa tumoral,
la infiltracion peritumoral y las metastasis a distancia podrian estar regulados por una

sobreexpresion del NK-1R en el tejido tumoral y peritumoral.

La angiogénesis es un proceso secuencial que conlleva en su inicio de una proliferacién
endotelial, seguido de la neoformacién de vasos sanguineos y posteriormente un incremento de su
flujo sanguineo. El ultimo paso consiste en la maduracién de los sistemas de regulacion
endogenos de tipo neurovasculares. El proceso neoangiogénico asentado sobre vasos existentes
es una caracteristica comun de los tejidos sometidos a inflamacidn crénica asi como de aquellos
en los que se ha producido una herida. Por otro lado, este proceso aparece también en el

contexto de la progresiéon tumoral a medida que la masa va necesitando mas recursos para su

. . 383 . " . .
desarrollo. Existe un estudio que indica que en estos tejidos tumorales existe un incremento en

la inervacion nerviosa asi como en la expresién de NK-1R.

Ciertos estudios demuestran la capacidad de la SP para inducir la proliferacion endotelial

tanto in vitro como in vivo **. Esta capacidad es mediada tnicamente por el NK-1R, no asi por el
NK-2R ni NK-3R. Ademads, se ha demostrado que este efecto es dosis dependiente siendo

maximo para concentraciones de SP entre 1y 10 nM.

Asi mismo, el uso antagonistas del NK-1R bloqueé esta capacidad proliferativa.
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Nuestro hallazgo de que la SP se encuentra en las células de carcinoma de tiroides, significa
que existe un mecanismo paracrino de SP por el cual las células de carcinoma de tiroides liberarian
SP al espacio intercelular y esta se uniria al NK-1R que expresa las células del endotelio de los vasos
sanguineos peritumorales y tumorales. Con lo cual las células tumorales estarian estimulando la

angiogénesis y la manera de aumentar el flujo sanguineo tumoral.

Existe otra regulacion indirecta mediante un mecanismo paracrino de la SP liberada por las
células de carcinoma de tiroides. Que seria estimulando el VEFG, el cual activaria la angiogénesis.

Actualmente existen anticuerpos especificos contra el VEFG.

Los antagonistas de NK-1R bloqueando el NK-1R de las células endoteliales inhibiria y
bloquearia la funcién estimulada de la angiogénesis de la SP liberada por las células de carcinoma
de tiroides, de una manera directa a través del NK-1R e indirecta inhibiendo la produccién del

VEFG.

Por otro lado, el hecho de que las células endoteliales estén inervadas por fibras
nerviosas que contienen SP, sugiere que pueda existir otra via de induccién de la angiogéneis.
Cabe resaltar como esta inervacion se encuentra incrementada en tejidos sometidos a inflamacion

crénica.

La escasa expresion de SP y NK-1R en las células endoteliales descrita en este estudio, en
los diferentes tipos de cancer de tiroides, podria ser interpretado como que realmente no existen o
bien que este hallazgo fuera consecuencia de una limitacién de la técnica inmunohistoquimica. Un
argumento a favor de esta segunda hipdtesis es el hecho de que se haya descrito su presencia en
otros numerosos estudios 336383443456 Debido a la captacién muy intensa que presenta el tejido
tumoral tiroideo, podria ser que éste acaparase todo el reactivo y por eso la captacién fuera débil o

inexistente en las células endoteliales.

5.2.3 INDUCCION DE METASTASIS.

Uno de los principales objetivos en el tratamiento del cancer consiste en evitar la
diseminaciéon de las células tumorales, disminuyendo por tanto el riesgo de apariciéon de

metastasis. Esto es de vital importancia ya que, segiin Massagué et al, casi el 90% de las muertes

por cancer son a causa de las metastasis #57. En este sentido existe un estudio 458 que trata de
relacionar el desarrollo de metastasis con la estimulacion de GPCRs, entre ellos el NK-1R. Uno de
los objetivos de esta investigacién consiste en determinar cuales serian los ligandos que pueden
inducir la migracién celular. Uno de los resultados obtenidos es que en las lineas celulares de
cancer de mama MDA-MB-478 y la de prostata PC-3 se da el fendmeno de migracién celular
inducido por la noradrenalina, dopamina y la SP. Dicho fenémeno fue inhibido tras la

aplicacién de sus correspondientes antagonistas.
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En el ultimo estudio de 2014 de Muiioz et al, en lineas celulares de melanoma, se demostré
ademas que el NK-1R es muy importante para la viabilidad de las células tumorales. Ya que tras la
eliminacién de NK-1R en las células mediante el método de sileciamiento génico siRNA o
“knockdown gene silencing method”, las células afectadas que no expresan NK-1R demostraron una
gran disminucién de proliferaciéon y metastasis en comparaciéon con los controles. Estos datos
muestran que los NK-1R desempefian un papel importante en la viabilidad de las lineas celulares

tumorales 380

En las muestras analizadas en el presente estudio, de metastasis de carcinoma tiroideo, se
comprueba una captaciéon de SP y de NK-1R muy intensa. Por tanto es posible que el complejo
SP/NK-1R actiie no sdélo favoreciendo el crecimiento tumoral sin o que ademas permita la

migracidn celular y con ello el desarrollo de metastasis en el cancer.

5.2.4 RELACION ENTRE SP, INFLAMACION, DOLOR Y CANCER.

Como ya se ha comentado, diversos estudios muestran que la SP juega un papel

importante en la regulacion de la inflamacién neurogénica y en la respuesta inmunitaria tanto

459 460 iz . . .
. También se ha visto que existe una importante

en tejidos periféricos como en el SNC
conexion entre el dolor y la SP habiéndose demostrado como bajo situaciones de dolor crénico

existe un marcado incremento en la expresiéon de NK-1R. Es por ello que el antagonista del NK-1R
L-733,060 haya sido utilizado con éxito en como tratamientos antiinflamatorios*°! y

Jr 462
analgésicos

Se sabe ademas que la SP es un potente vasodilatador en varios tejidos periféricos, hay
que recordar que las terminaciones nerviosas que contienen SP se hallan muy cerca de los vasos
sanguineos. El fenémeno producido por la liberaciéon periférica de SP es la conocida reaccion
inflamatoria aguda, denominada inflamacién neurogénica, consisten en vasodilatacién,

aumento de la permeabilidad capilar y extravasacién plasmatica, asi como degranulacién de

. 463 464
los mastocitos, etc .

La SP y el NK-1R tienen, asi mismo, la capacidad de regular la funcién inmunitaria a
través de la inervacién sensitiva y los mecanismos de inflamacién neurogénica. Se sabe que la
activacién del NK-1R induce cambios en la respuesta inmunitaria humoral y celular tanto en
tejidos sanos como tumorales. En este sentido se ha visto que las taquicininas tienen la capacidad
de modular la respuesta inmune de una gran variedad de células como los mastocitos,
granulocitos, linfocitos y monocitos/macréfagos. La actividad de estas células es estimulada
mediante SP y bloqueada por medio de sus antagonistas. Hay que afiadir que esta actividad

desempefiada por la SP no sélo se lleva a cabo a través de los terminales nerviosos, sino que

. . s , 379 465
ademas participan elementos no neurales como los eosinéfilos y macroéfagos .
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Gillespie et al, estudid la inflamacién en las células de la colitis ulcerosa la presencia de la
cantidad de NK-1R y de la forma truncada de NK-1R y su relacién con la progresion de la misma
hacia el desarrollo de carcinoma colorectal. Y observ6 que en los pacientes con colitis que sufria
transformacién maligna habia catorce veces mas cantidad de la forma truncada de NK-1R que de la
forma completa. Llegando a la conclusion de que puede haber un papel funcional para la forma
truncada del NK-1R en la transformaciéon maligna en el cancer a partir de colitis crénica. Y que la
forma truncada del NK-1R podria ser util como marcador de diagnéstico para identificar pacientes
en riesgo de neoplasia y puede servir como una diana terapéutica ttil en el tratamiento del cancer

de la colitis asociada 46¢.

En tejidos sometidos a una inflamacién crénica, se ha comprobado un incremento en el
numero de NK-1R en las pequefias arteriolas y en los ganglios linfaticos en relacién con otras
muestras de pacientes sanos. Ademas se ha detectado un incremento de las concentraciones de SP
en los tejidos afectados estando ademas relacionado con el grado de inflamacién y el estado
clinico de la enfermedad. Esto parece indicar que la liberacién local SP (por ejemplo en los
ganglios linfaticos) podria ser un factor contribuyente en el desorden inmunitario existente en

los pacientes diagnosticados de enfermedades inflamatorias, este fenémeno estarfa apoyado por la

. . . . os . 467 468
existencia de receptores para la SP en linfocitos T en sangre periférica .

En el caso de las enfermedades inflamatorias tiroideas, la inflamaciéon crénica de la
tiroiditis linfocitaria crénica de Hashimoto o la enfermedad de Graves-Basedow, la SP podria estar
implicada en la transformacién celular y la proliferaciéon en caso de malignizacién. Ya que esta
demostrado que el riesgo de desarrollar un carcinoma de tiroides o un linfoma es mayor en los

pacientes con este tipo de tiroiditis 430.

Por lo tanto el uso de antagonistas de NK-1R como tratamiento, inhibiria la sintesis de
EGFR y de MAPK impidiendo la proliferaciéon celular tanto en este tipo de enfermedades

inflamatorias tiroideas como en los carcinomas de tiroides.

Queda patente que los mecanismos neuroinmunoldgicos son importantes para la
percepcion, el mantenimiento y la perpetuacién de los mecanismos relacionados con la
inflamacién y dolor crénico. Se ha demostrado que las fibras inmunorreactivas a SP incluyen los
grupos de células linfocitarias (tanto foliculares como no) existentes en el tejido linfatico. Una

anormal comunicacién a este nivel podria ser responsable, en parte, del inicio y perpetuacion de

. . . . Ny P 456 469
los mecanismos implicados en el dolor y la inflamacion crénicos .

Todos estos hallazgos sugieren que la inflamacién y el dolor crénico podrian inducir
la aparicién cancer a través del binomio SP/NK-1R ya que, como se ha demostrado, la SP tiene
una importante actividad mitogénica y los tejidos tumorales son ricos en NK-1R. Ademas el

conjunto SP/NK-1R seria el responsable del crecimiento de la masa tumoral, la infiltracion
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peritumoral y el desarrollo de metastasis a través de la liberacion de SP de las propias

células tumorales y de los tejidos peritumorales que contendrian células inflamatorias, fibroblastos,

‘ . 470
vasos sanguineos, nervios, etc .

5.2.5.RELACION ENTRE, COMPORTAMIENTO EMOCIONAL, SP Y CANCER.

La posibilidad de que exista cierta relacion entre los factores psicosociales y la
incidencia de cancer es un asunto que siempre suscita interés. Este fenémeno que se comprueba

en la clinica diaria, tiene pobre sustento molecular.

Las taquicininas, entre ellas SP, NKA y NKB, actian como neurotransmisores tanto a
nivel del SNC como del periférico. No obstante, las taquicininas y sus receptores pueden
expresarse en células no neurolédgicas contribuyendo a la correcta comunicacion entre el sistema
nervioso y los drganos periféricos como el respiratorio, cardiovascular, inmunitario,
gastrointestinal, genitourinario, etc. El hecho de que las taquicininas estén relacionadas con

tantas funciones fisiolégicas no hace extraflar que puedan estar relacionadas con situaciones

o . 407
patolégicas como el cAncer

Existen datos que apoyan que los factores psicolégicos podrian estar implicados en el
desarrollo y progresion del cancer. Asi pues los tumores de mama se han relacionado con ciertos
estilos de vida y con la exposiciéon de varios tipos de estresantes. Parece ser que los factores

cruciales que afectan al crecimiento tumoral son el estrés, la personalidad individual, la

existencia de apoyo psicosocial y la habilidad individual de hacer frente al estrés’ L.

No cabe duda de que el cancer y la depresién son dos patologias que suelen ir
asociadas. Diversos expertos en el tema sugieren varias premisas; que la depresiéon severa y
cronica se asocia a mayor riesgo de cancer; que la prevalencia de depresién entre pacientes
con cancer aumenta con la progresion de la enfermedad y la aparicién de sintomas como el
dolor y la fatiga; y que la depresién parece ser un predictor de la progresién del cancer y de
mortalidad. En este sentido existen hechos que sugieren que un apoyo psicosocial en estos

pacientes produce una disminucién de la ansiedad, del dolor y de la depresién y que podria

. . . 354
incrementar la supervivencia

Se sabe que el tratamiento créonico con farmacos antidepresivos produce una disminucién
de las concentraciones de SP en el ganglio estriado, la sustancia negra y la amigdala 472473,
Ademads se ha demostrado que su administracién induce una marcada reduccién en la expresion
de los genes que codifican las taquicininas y el NK-1R en ciertas areas cerebrales. Uno de los
antagonistas del NK-1R sugerido como tratamiento contra el cancer, el L-733,060, ha sido utilizado
con fines antidepresivos, ademas otro antagonista, Aprepitant ha sido aceptado como un potente

antidepresivo tan eficaz como la Paroxetina. Ademas el estudio indic6 que Aprepintant fue
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bien tolerado no existiendo diferencias entre las frecuencia de efectos adversos en comparacion

con placebo.

Como ya se ha sefialado tanto la SP como en NK-1R estan ampliamente distribuidos por el
SNC de mamiferos, incluido el sistema limbico. La SP podria estar involucrada en la integracién de
la respuesta emocional frente al estrés, sugiriendo la posibilidad de que en la patogénesis de la

depresion podria estar relacionado el complejo SP/NK-1R. Esto se apoya fundamentalmente

. . ., , 348 391 474
en la existencia de aumento en la concentracion de SP en estas areas .

Observando estos datos en conjunto, cabe la posibilidad de que la depresién podria inducir

la proliferaciéon tumoral por medio de la activacién del SP/NK-1R.

En personas afectas de sindrome depresivo aumentan los niveles de SP en sangre y por
consiguiente podrian activar los receptores NK-1R que sobreexpresan las células de carcinoma de
tiroides. Obviamente el tratamieto con antidepresivos en estos pacientes que actiian sobre el NK-1R
disminuirian los niveles de SP. Por tanto podria quedar aclarado al menos uno de los mecanismos
que vincularian la depresion, estrés y ansiedad en los fenémenos de progresion tumoral en el
cancer de tiroides, ya que ambos estan mediados por la SP. Por tanto se propone que el uso
de los antagonistas del NK-1R en los pacientes diagnosticados de cancer tiroides, podria tener
varias funciones como ansiolitica, antidepresiva y antitumoral. A la inversa de una forma paralela el
carcinoma de tiroides en base a la sobreexpresion de SP, podria comportarse como una estructura
endocrina por lo que podria aumentar la SP en sangre y provocar depresion. Existiria por tanto una
intercomunicacion y una estrecha interrelacién entre el complejo SP/NK-1R, cancer de tiroides y

sistema limbico.

5.2.6 POSIBLES USOS CLINICOS DE LOS ANTAGONISTAS DEL NK-1R EN EL
CANCER DE TIROIDES.

Hoy en dia para la practica clinica, los farmacos antitumorales de los que se dispone
denominados citostaticos, son compuestos que presentan un perfil muy bajo de seguridad junto
con un gran numero de efectos secundarios, algunos de ellos muy graves como anemia,
leucopenia,... Estos efectos indeseables aparecen debido a que la actividad que presentan no es
selectiva para el tejido tumoral. Todos los esfuerzos en la investigaciéon de este tipo de farmacos
se centran en crear moléculas que manteniendo la misma capacidad antitumoral presenten
menos efectos secundarios. Este objetivo sélo podra alcanzarse cuando se desarrolle un

farmaco selectivo para las células tumorales.

La accién de los antagonistas del NK-1R es completamente dosis dependientes. A bajas
dosis producen un efecto antiemético, actuando sobre los NK-1R localizados en el tronco del

encéfalo en el nicleo glosofaringeo, se utilizan actualmente en situaciones de vomitos incoercibles
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secundarios a farmacos citostaticos. Cuando la dosis aumenta, producen un efecto ansiolitico y
antidepresivo, los antagonistas del NK-1R acttian a nivel central en el sistema limbico (amigdala,
hipotdlamo, nucleos basales y areas relacionadas con el comportamiento emocional). A dosis
mayores actia sobre ciertas areas cerebrales como analgésico central. A dosis alin mayores posee
actividad antiinflamatoria. Por dltimo a estas mismas dosis o algo superiores, dependiendo del
tumor en cuestion y de su estadio, tiene una actividad antitumoral (inhibicion de la
proliferacién tumoral, inhibicién de la produccién de metastasis, inhibicién de la reaccion
inflamatoria peritumoral y de la angiogénesis). Esto, junto con el hecho de que algunos
preparados pueden ser administrados por via oral y a que cruzan la barrera hematoencefalica,
indica que los antagonistas del NK-1R se pueden posicionar como un prometedor grupo de

farmacos para el control y tratamiento de los tumores malignos.

- : .47
El grupo de Mufioz et al. ha llevado a cabo varios estudios > donde demuestra la
actividad antitumoral in vitro de Aprepitant en varias lineas celulares de cancer obteniendo unos
resultados similares a los obtenidos con otros antagonistas del NK-1R. Queda por tanto probado

la accién antitumoral in vitro de un fiarmaco ya comercializado.

Asi mismo Berger y Mufioz et al, en 2014 han realizado estudios in vivo mediante
xenoinjerto en ratones*20, para demostrar la utilidad del complejo SP-NK-1R como un potencial
objetivo para el tratamiento tumoral. Demostrando que la estimulacion de las células tumorales con
SP causa un aumento en la tasa del crecimiento del tumor y la administracién de sustancias
antagonistas del NK-1R producen una inhibicién de este crecimiento. Por lo tanto se demuestra la

actividad antitumoral in vivo de Aprepitant en animales de experimentacion.

Futuras investigaciones podrian reconocer el uso de Aprepitant como farmaco
antitumoral. De hecho el grupo de investigacién de Mufioz et al, esta preparando un préximo

ensayo clinico en humanos para demostrar esta teoria.

5.3. INVESTIGACIONES FUTURAS RELACIONADAS CON LOS ANTAGONISTAS DEL
NK-1R.

A pesar los resultados obtenidos, todavia queda mucho por hacer para poder considerar
a este grupo de farmacos como una alternativa real para el tratamiento del cancer. Quedan

pendientes ciertos puntos a investigar en relacién con los antagonistas del NK-1R:

1. Seguir investigando la accién in vitro de los antagonistas del NK-1R en otras lineas
celulares tumorales y con otros fArmacos antagonistas de NK-1R.

2. Seguir realizando mas estudios in vivo en animales de experimentacién.

3. Llevar a cabo ensayos clinicos en humanos con Aprepitant, Gnico farmaco

antagonista del NK-1R aprobado hasta ahora por la Agencia Europea.
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Se demuestra por primera vez, la presencia de la SP en el tiroides humano sano y en los
diferentes tipos de cancer de tiroides (en los carcinomas papilares, foliculares, medulares
y anaplasicos) y en sus metastasis.

Se demuestra por primera vez, la presencia NK-1R en el tiroides humano sano y en los
carcinomas papilares, foliculares, anaplasicos tiroideos y en sus metastasis.

La SP sigue un patrén de expresion y distribucion inmunohistoquimica en tejido tiroideo
humano predominantemente nuclear.

El NK-1R sigue un patrén de expresion y distribuciéon inmunohistoquimica en tejido
tiroideo humano predominantemente intracitoplasmatico y de membrana citoplasmatica.
La mayor presencia de la SP en el nucleo se traduce en que desempefia una mayor
funcién nuclear que a nivel citoplasmatico.

La SP desempefia en el nudcleo de las células principales tiroideas una funcién
neurorreguladora genética, regulando la expresion de ciertos genes relacionados con la
proliferacién.

La expresion de la SP y el NK-1R en tiroides humanos sanos establece unas bases
anatomofuncionales que permiten mejorar el conocimiento de la fisiologia tiroidea y la
comprension de la fisiopatologia de las enfermedades tiroideas en las que existe una
sobreexpresion del complejo SP-NK-1R.

Ademas la SP a través de NK-1R estaria regulando de forma autocrina y paracrina la
proliferacién de las células tiroideas. En base a la expresién de SP/NK-1 en los diferentes
tipos de carcinoma de tiroides, estos se comportarian como 6rganos endocrinos con
respecto a SP.

La presencia de altas concentraciones del complejo SP-NK-1R en la tiroiditis linfocitaria
croénica o tiroiditis de Hashimoto induciria a la proliferaciéon celular y su transformacién a
tejido canceroso.

La presencia de SP y NK-1R en el material coloide de los foliculos tiroideos traduce una
influencia de los mismos en la regulacién y formacién de las hormonas tiroideas.

La presencia de la SP y del NK-1R en las células tiroideas sanas y patolégicas, se traduce en
una funcién autocrina y paracrina de las células a través del complejo SP-NK-1R.

Asimismo la SP a través del NK-1R estaria organizando la migracién de las células
tiroideas, lo que implicaria regulacion de la infiltraciéon y de las metastasis en el cancer de
tiroides.

La expresion de NK-1R en las células de los diferentes tipos de carcinoma tiroideo, puede
ser util para la intervencién terapéutica con antagonistas del NK-1R, para inhibir la

proliferacién, la invasién y metastasis de las células tumorales tiroideas.
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