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DAG: diacilglicerol

EBHGA: estreptococo f-hemolitico del grupo A
EDTA: &cido etilendiaminotetraacético

Ell: enfermedad inflamatoria intestinal
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EKB: endokinina B
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EKD: endokinina D
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IL-12: interleuquina 12
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MIP-1p: proteina inflamatoria de macréfagos-1p
MIP-2: proteina inflamatoria de macrofagos-2
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NKZ1: neurokinina 1
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NK1R-T: NK1R truncado

NK2R: receptor de la NK2
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NT: neurotransmisor

PANDAS: pediatric autoinmune neuropsychiatric
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REM: rapid eye movement

RTK: receptor taquicinérgico
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TBS: Tris-buffered saline

TGFp1: factor de crecimiento transformante 1
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TNFa: factor de necrosis tumoral alpha
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. INTRODUCCION



1. AMIGDALA PALATINA.

1.1 Embriologia

Los arcos branquiales o faringeos aparecen en la cuarta y quinta semana de desarrollo
intrauterino y van a participar en el desarrollo de la cabeza y cuello contribuyendo en gran
medida al aspecto externo del embridn. Estos arcos estan constituidos por bandas de tejido
mesenquimatico separado por fuera por profundos surcos de tejido ectodérmico,
denominados hendiduras branquiales o faringeas (figura 1) y por dentro por
evaginaciones de tejido endodérmico Illamadas bolsas faringeas (figura 2). Cada arco
posee su propia arteria, nervio, elemento muscular y esquelético (cartilago o hueso)
(figura 3).

Proceso maxilar

‘\Canilago de Meckel

Prominencia cardiaca ~ G

Figura 1. Vista lateral de la region de la cabeza y cuello de un embrion de 4 semanas, que muestra
los cartilagos de los arcos faringeos que participan en la formacion de los huesos de la cara y el

cuello (imagen tomada del libro Embriologia médica Langman,1996%).



Traquea y esbozo puimonar

Figura 2. Esquema de las bolsas faringeas como evaginaciones del intestino anterior faringeo
(imagen tomada del libro Embriologia médica Langman,1996%).

_ Bolsa faringea
Art?na / Epitelio endodérmico
/ | I arco
faringeo

Nervio

Il arco
fart
Hendidura = aringeo

faringea 111 arco faringeo

[V arco faringeo
Orificio laringeo

Figura 3. Esquema de los arcos faringeos. Cada uno de ellos comprende un componente
cartilaginoso, muscular, un nervio y una arteria (imagen modificada del libro Embriologia médica
Langman,1996%).

La formacion embrionaria de las amigdalas palatinas procede de la segunda bolsa
faringea. El revestimiento epitelial de la segunda bolsa faringea prolifera y forma brotes
que se introducen en el mesénquima adyacente. Los brotes son invadidos
secundariamente por tejido mesodérmico, constituyendo el primordio de la amigdala
palatina (figura 4). Entre el tercero y el quinto mes se produce la infiltracion gradual de
tejido linfatico en la amigdala. Una porcién de la bolsa no desaparece y se encuentra en

el adulto formando la fosita tonsilar o amigdalina o fosita de Rossenmdiller?.



Bolsas
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Plogue \ '
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Figura 4. A. Esquema del desarrollo de las hendiduras y bolsas faringeas. B. Los restos de la
segunda, tercera y cuarta hendiduras faringeas forman el seno cervical, que normalmente se halla

obliterado. Adviértanse las estructuras formadas por las diversas bolsas faringeas (imagen tomada
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del libro Embriologia médica Langman,1996%).

1.2 Anatomia

Las amigdalas palatinas son érganos linfoides agregados a la mucosa del istmo de las
fauces (figura 5). En nimero de dos, una derecha y otra izquierda, estan situadas en la
pared lateral de la faringe, inmediatamente por detras de la boca, por dentro de la region
cigomaética y del espacio maxilofaringeo, delante de la pared posterior de la orofaringe,
debajo de la region palatina y encima de la lingual. Se hallan alojadas en la fosa

amigdalina, cavidad que se encuentra bien delimitada por los dos pilares del velo palatino,

arriba y en su centro, y por el arco palatogloso, por abajo.



R A
‘\ 47',4" .

- 3

Figura 5. Cavidad oral (imagen modificada del Atlas de Anatomia Humana, Netter 1996°).

Tiene forma de almendra y sus dimensiones varian mucho en funcion de la edad y segun
los individuos; en condiciones normales, la amigdala mide 20 mm de altura por 15 de
anchura y 10 de espesor®. Tiene una cara lisa, la capsula amigdalina, unida a la pared
faringea por tejido conjuntivo laxo, pero bien vascularizado que facilita la diseccion
quirurgica; una cara medial, irregular, convexa que esta excavada por criptas profundas
(figura 6) y es la cara visible de la amigdala; el polo superior es alargado y libre en la
parte superior de la fosa amigdalina; el polo inferior se relaciona con la raiz de la lengua,

a la que esta unida por la amigdala lingual, en general poco desarrollada en el adulto.

Figura 6. Criptas de amigdala palatina (imagen tomada de publicacionesmedicina.uc.cl).



Las estructuras anatomicas (figura 7) que las delimitan son®:

- Pilar anterior: musculo palatogloso.
- Pilar posterior: masculo palatofaringeo.
- Lateralmente: masculo constrictor superior de la faringe que lo separa del nervio

glosofaringeo.

Esté inervada por las ramas tonsilares del nervio glosofaringeo (1X par craneal) y por el
nervio palatino menor, procedente del ganglio esfenopalatino. El aporte arterial viene

dado por:

- La arteria tonsilar, rama de la arteria dorsal de la lengua procedente a su vez de la
arteria lingual.

- Lapalatina ascendente y tonsilar, ramas de la arteria facial.

- Ramas de la arteria faringea ascendente.

- Arteria palatina mayor y menor, ramas de la palatina descendente, a su vez rama de
la maxilar interna.

El drenaje venoso corresponde a las venas lingual y faringea terminando en la yugular

interna. El drenaje linfatico se realiza a través de sus vasos eferentes que llegan hasta el

ganglio yugulodigastrico y hasta los ganglios situados en el territorio

subangulomandibular.

Labio superior

e 8" Arteria palatina
menor
« Paladar blando
Mausculo palatogloso
Uvula Misculo
de las fauces e
Tonsila palatina
A

Figura 7. Pared superior de la cavidad bucal (imagen modificada del Atlas de Anatomia Humana,
Netter 1996°).



2. EL ANILLO DE WALDEYER

A finales del siglo XIX, en el afio 1884, el analista y pat6logo alemén Heinrich Wilhelm
Gottfried Waldeyer (figura 8) describe por primera vez esta estructura circular de tejido

linfoideo localizado en las tres porciones de la faringe.

Figura 8. Heinrich Wilhelm Gottfried Waldeyer (1836-1921)

El anillo de Waldeyer esta constituido por las amigdalas palatinas, adenoides, amigdala
lingual y una serie de foliculos diseminados en los espacios comprendidos entre las
amigdalas.

De todos los componentes de este anillo, las amigdalas palatinas son las de mayor
tamano, sobre todo hasta los 10 afios, comenzando su reduccidn a partir de esta edad. Es
el tnico componente que contiene una capsula que lo envuelve. Su superficie esta cubierta
por un epitelio estratificado plano no queratinizado que se introduce y ramifica en el
espesor de la amigdala formando las criptas, donde el epitelio pasa a denominarse epitelio
linforeticulado o criptoreticular pues se compone de células epiteliales, queratinocitos
modificados llamados células M o de membrana, células mononucleares, macréfagos y

células dendriticas foliculares® (figura 9).
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Figura 9. Amigdala palatina humana, vista general. El epitelio estratificado plano no
queratinizado forma invaginaciones profundas y ramificadas (criptas). Estas se encuentran
rodeadas por tejido linfatico con foliculos secundarios abundantes (imagen tomada del libro
Sobotta Histologia, 2010°).

Un segundo componente del anillo de Waldeyer es la amigdala faringea, amigdala de
Luschka o adenoides que se localiza en la rinofaringe o cavum nasofaringeo (figura 10).
Tiene forma de piramide triangular y su desarrollo se termina alrededor del séptimo mes
de gestacion. Su aspecto clasico se alcanza entre los 2 y 4 afios, cuando adquiere su
méaximo desarrollo y remite a partir de los 12 a 13 afos de edad. Su aporte vascular
procede de la arteria faringea ascendente, de ramas faringeas de la maxilar interna y facial.
El drenaje venoso termina en el plexo parafaringeo, y a su vez, en la vena yugular interna
y en la vena facial. Sus linfaticos eferentes alcanzan el espacio retrofaringeo y
faringomaxilar. La inervacion viene dada por el plexo parafaringeo. Se halla tapizada por
un epitelio pseudoestratificado columnar ciliado que con regularidad puede estar
interrumpido por epitelio estratificado plano no queratinizado. No hay criptas tipicas, sino
pliegues y recesos irregulares. Al igual que en la amigdala palatina, el epitelio

linforeticular se dispone de modo difuso.



Adenoides

Figura 10. Adenoides (imagen tomada de medlineplus.gov).

De forma inconstante se pueden encontrar foliculos linfaticos en la mucosa que rodea el
orificio faringeo de la trompa auditiva constituyendo las amigdalas tubéaricas o de

Gerlach’.

Por Gltimo, de morfologia similar a la amigdala palatina, aunque menos compleja es la
amigdala lingual. Se situa en la base de la lengua y también esta cubierta por epitelio
estratificado plano no queratinizado (figura 11). En su superficie es posible ver las criptas,
frecuentemente ocupadas por las secreciones procedentes de las glandulas mucosas. Su
aporte arterial viene dado por las arterias lingual, la faringea ascendente y la facial. Su
drenaje venoso viene dado por la vena lingual. El drenaje linfatico es al ganglio
yugulodigastrico y al yuguloomohiodeo, quedando su inervacion encomendada al nervio

glosofaringeo.

Hard Palate Nasal Cavity

Figura 11. Amigdala lingual, palatina y faringea (imagen tomada de es.wikipedia.org).



El anillo de Waldeyer se sitta bajo una cubierta mucosa especializada (tejidos linfoides
asociados a mucosa, de las siglas en inglés: MALT) que, al igual que las placas de Peyer
en el intestino o el apéndice vermiforme cecal, protege al organismo de la entrada de
agentes extrafios, ya sea por via aérea o por via digestiva. La amigdala faringea, debido a
su localizacion, analiza las particulas transportadas por via aérea y presentes en el moco
nasal, mientras que el analisis de los agentes que entran por la boca viene dado por las
amigdalas palatinas, cuyo epitelio activo a nivel de las criptas permite tanto la entrada
como el remanso de particulas del bolo alimenticio, lo cual amplia la duracion del tiempo
de contacto.

Fioretti® defini6 la unidad funcional de la amigdala como “criptolinfona”, formada por un
foliculo linfoideo, su area parafolicular y el epitelio criptico denominado linforeticular
(figura 12). Este epitelio esta constituido por una mezcla de células epiteliales, células
mononucleares, macro6fagos y células dendriticas. Su funcion esta dirigida al andlisis del
antigeno con el que toma contacto, siendo las células M (células de membrana) las
iniciadoras del proceso, pues van a captar y facilitar tanto la penetracion como el
transporte del antigeno.

Figura 12. Microfotografias de una amigdala palatina. a. El epitelio estratificado plano de la
superficie de la amigdala se invagina en el tejido conjuntivo subyacente para formar las criptas
amigdalinas. 25x b. Esta microfotografia con mas aumento de la region contenida en el rectangulo
de a muestra el epitelio estratificado plano (SSE) que reviste la cripta amigdalina. En la parte de
la fotografia que esta debajo de la luz de la cripta el SSE aparece bien delimitado y se halla
separado del nodulo linfatico (LN) por una capa de tejido conjuntivo (CT). En la parte superior
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de la imagen el SSE apenas puede reconocerse a causa de la gran infiltracion linfocitica. EI nédulo
linfatico ha proliferado dentro del epitelio, lo ha distorsionado y ha hecho desaparecer el limite
bien definido entre el tejido epitelial y el tejido conjuntivo. 450x. (Imagen tomada del libro
Histologia Ross & Pawlina, 2007°).

Las células dendriticas dan apariencia tubulovesicular a este epitelio, con tramos
intraepiteliales que van a permitir que el antigeno penetre directamente desde el exterior
y se ponga en contacto con la célula linfoide efectora. Se conoce que ésta es una capacidad
inherente al anillo de Waldeyer y que no ocurre en los ganglios linfoides, pues a ellos

acceden los antigenos a través de los vasos linfaticos aferentes.

Con respecto al parénquima amigdalar, se pueden distinguir dos componentes: el folicular
y rodeandole, el extrafolicular. En el folicular, histolégicamente se puede diferenciar el
foliculo linfoideo primario y el foliculo linfoideo secundario, siendo éste el

biologicamente activo:

1. Foliculo linfoideo primario: se corresponde con conglomerados de células B
virgenes o naive, que aun no han tomado contacto con antigenos. Cuando esto ocurre
se forman los foliculos linfoideos secundarios.

2. Foliculo linfoideo secundario (figura 13), esta formado por:

- Centro germinal: su funcion es la replicacion y diferenciacion de las células
precursoras linfoides.

- Manto linfoideo: rodea al centro germinal a modo de corona y esta formado por
linfocitos maduros. La zona que esta junto al epitelio linforeticular se halla mas

engrosada recibiendo el nombre de capa polar.

Figura 13. Foliculo linfoideo secundario (imagen tomada del libro virtual de formacion en ORL®).
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Histologicamente este parénquima amigdalar esta formado por células T tanto en el &rea
extrafolicular como en el epitelio linforeticular, siendo en condiciones normales mas
abundante la poblacion helper que la supresora. En los centros germinales también hay
células T, pero s6lo de la variante helper.

Las células B maduras, se encuentran en el manto linfoideo del foliculo secundario y en
el epitelio criptico, junto a la capa polar; mientras que las células presentadoras del
antigeno se distribuyen de manera muy similar a las células T, es decir, en las zonas
extrafoliculares, epitelio criptico y en los centros foliculares. Ademas, en los centros
foliculares se distribuyen las células dendriticas foliculares, cuya funcién consiste en
presentar el antigeno a las células B.

Se ha constatado la produccion y secrecion de inmunoglobulinas, concretamente IgM e
IgA, no solo al torrente circulatorio sino también al tubo digestivo. Su funcidn radica en
proteger de agresiones externas la mucosa del tracto aerodigestivo hasta la porcion
inferior del intestino, pues resisten la accion proteolitica de los jugos gastricos. Para que
estas inmunoglobulinas sean eficaces es necesario su union a un polipéptido de bajo peso
molecular denominado cadena J, sintetizado por las células epiteliales y cuya mision va
a permitir la union de dichas inmunoglobulinas a su receptor celular. Para que dicha
accion se lleve a cabo, es necesario que en los foliculos secundarios tenga lugar tanto la
produccién como la diferenciacién de la célula B en inmunocito, o en célula con
capacidad sintetizadora de inmunoglobulinas, hecho que se da a partir de las dos semanas
de vida postnatal.

La funcion inmunoldgica de las amigdalas implica una serie de eventos en forma de
cascada, tanto local como sistémica. En un primer lugar se da la captacion y presentacion
del antigeno por las células M, células dendriticas y macréfagos. El antigeno sufrira un
proceso de protedlisis en el interior de la célula presentadora para que pueda ser
reconocido por las células efectoras (células T y B). Los linfocitos activados, tras ser
estimulados por el antigeno biol6gicamente activo, liberan mediadores, es decir,
interleuquinas que van a estimular otras células del sistema inmune, amplificando asi la
respuesta. El antigeno activado sera transportado al area extrafolicular y alcanzara los
foliculos primarios, donde interaccionara con las células T, que a su vez liberaran otros
mediadores para estimular a las células B virgenes o naive. Una vez estimuladas,
formaran los foliculos secundarios, que contienen células B en diferentes estadios de

maduracion. Las células B estimuladas de forma inespecifica van a sufrir una expansiéon
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policlonal, mientras que las células B estimuladas especificamente se van a diferenciar en
células plasmaticas formadoras de inmunoglobulinas y en células memoria.

No obstante, esta funcion defensiva del anillo de Waldeyer se potencia y amplifica
mediante la participacion de todo el sistema inmune, asi como con la ayuda de métodos
sistémicos de defensa inespecificos, tales como la activacion del complemento,
fagocitosis, liberacion de histamina por parte de los mastocitos o la liberacién de
linfoquinas por los linfocitos T activados. Toda esta activacion de respuestas conlleva una
modificacion del estado humoral del paciente, constatados objetivamente por pardmetros
como la velocidad de sedimentacion globular (VSG), proteina C reactiva,
antiestreptolisina O (ASLO), etc., que nos pueden ayudar tanto a medir el grado de
infeccién como la capacidad de respuesta del huesped.

La capacidad inmunocompetente tiene un periodo de actividad maxima. En el caso de las
amigdalas palatinas quedaria comprendido entre los 4 y los 10 afios, comenzando su
involucion a partir de la pubertad y objetivandose una disminucion de la poblacién de
células B y un incremento de la relacion T/B. Se ha visto que en sujetos sanos de edad
avanzada aun poseen capacidad sintetizadora de inmunoglobulinas. En el caso de la
adenoides, la actividad inmunoldgica maxima es en el periodo perinatal, siendo su

involucién més precoz.

3. PATOLOGIA AMIGDALAR

3.1 Amigdalitis

La faringoamigdalitis aguda (FAA) se define como un proceso agudo febril, generalmente
de origen infeccioso, que cursa con inflamacion de las mucosas de la faringe y/o de las
amigdalas palatinas (figura 14). Es una de las infecciones respiratorias mas comunes en
nuestro medio y una de las razones mas frecuentes por las que se prescribe un antibiético
en nuestro pais, con una tasa aproximada de prescripcion del 80%°.

El epitelio criptico es el lugar de la faringe con menos resistencia a las infecciones. Las
bacterias y diversos antigenos escapan de la accion del batido ciliar y del barrido de las
contracciones deglutorias, favoreciendo la colonizacion bacteriana. Pero por otra parte
dicho epitelio permite que se establezca un amplio contacto entre gérmenes y el sistema
inmune amigdalino para la fabricacion de anticuerpos, lo que conlleva a postular que el

primer brote de FAA se podria considerar como una vacuna fisiologica, si bien, los
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gérmenes que habitualmente provocan esta patologia confieren una inmunidad muy corta
en el tiempo®!L. Durante la infancia estos cuadros son mas frecuentes pues el nifio esta en

un periodo de adaptacién inmunolégica.

Figura 14. Amigdalitis aguda (imagen tomada del libro virtual de formacion en ORL™).

3.1.1 Etiologia
Entre el 50% y el 80% de las FAA infecciosas son de origen virico, donde predominan

los rinovirus, coronavirus y virus parainfluenza, y mas raramente el herpes simple.
Ademas, aproximadamente el 1-10% de los casos son causados por el virus Epstein-Barr
(VEB, que ocasiona la mononucleosis infecciosa). La causa mas frecuente de etiologia
bacteriana es el Streptococcus pyogenes o estreptococo B-hemolitico del grupo A
(EBHGA), que supone el 20-30% de todas las FAA en nifios y el 5-15% en adultos®*,
Otras bacterias implicadas en la FAA en nuestro medio son: estreptococos [B-hemolitico
del grupo C y G, Fusobacterium necrophorum, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae, Neisseria meningitidis y Neisseria gonorrhoeae (en adolescentes y adultos

que practican sexo oral-genital)*>*6:1.

EI EBHGA es responsable del 30-40% de las FAA que se observan en nifios de 3-13 afios,
del 5-10% en nifios entre los 2 y 3 afios y solo del 3-7% en menores de 2 afios. Aungue
ocurran, las FAA por EBHGA son muy raras en nifios menores de 2 afios, e insolitas en
los menores de 18 meses. La edad del nifio, la estacién del afio y el area geografica en la
que vive influyen en el tipo de agente causal. En la Tabla 1 se muestran los
microorganismos que pueden producir una FAA. En un 30% de los casos no se identifica

ningun patogeno.
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Tabla 1. Causas infecciosas de faringoamigdalitis aguda®®.

Microorganismos Sindrome o enfermedad Incidencia
Hallazgos clinicos y epidemiolégicos (en %)
VIRUS
Rinovirus Resfriado comun. Predominan en otofio y primavera 20
Coronavirus Resfriado comun. Predominan en invierno >5
Adenovirus Fiebre faringoconjuntival. Predomina en verano. 5
Virus herpes simple tipo 1y 2 Gingivoestomatitis  (primoinfeccién): vesiculas y 4
Ulceras superficiales en el paladar. Puede cursar con
exudados faringeos
Virus influenza Gripe: fiebre, mialgias, cefalea, tos 2
Virus parainfluenza Resfriado, crup 2
Virus Coxsackie A Herpangina, enfermedad mano-pie-boca <1
Virus de Epstein-Barr Mononucleosis infecciosa. Los anticuerpos heterdfilos <1
generalmente no suelen ser positivos hasta la segunda
semana de enfermedad, ni consistentemente positivos
en menores de 4 afios
Citomegalovirus Sindrome mononucledsico. A diferencia del causado <1
por VEB: faringitis menos evidente y mayor elevacién
de transaminasas
Virus de la inmunodeficiencia humana Infeccion aguda primaria: fiebre, mialgias, artralgias, <1
malestar general, exantema maculopapular no
pruriginoso, que se sigue de linfadenopatia vy
ulceraciones mucosas sin exudado
BACTERIAS
Estreptococo betahemolitico del grupo A Faringitis, escarlatina 15-30
Estreptococo betahemolitico grupos Cy G Faringitis. Serogrupos no reumatogenos 5
Anaerobios Angina de Vincent (gingivoestomatitis necrotizante): <1
encias muy inflamadas y dolorosas, con ulceras en las
papilas interdentales, que sangran con facilidad. Se
acompafna de fiebre, malestar general, halitosis y
linfadenopatias
Fusobacterium necrophorum Sindrome de Lemierre (tromboflebitis séptica de la <1
vena yugular interna): dolor, disfagia, tumefaccion y
rigidez de cuello
Arcanobacterium haemolyticum Faringitis, exantema escarlatiniforme (en superficie de <1
extensiéon de los brazos). Mas frecuente en
adolescentes. Puede cursar con exudados faringeos
Neisseria gonorrhoeae Faringitis <1
Treponema pallidum Sifilis secundaria <1
Francisella tularensis Tularemia faringea. Consumo de carne poco cocinada <1
de animales silvestres o agua contaminada
Corynebacterium diphtheriae Difteria. Puede cursar con exudados faringeos <1
Yersinia enterocolitica Faringitis, enterocolitis. Puede cursar con exudados <1
faringeos
Mycoplasma pneumoniae Bronquitis, neumonia <1
Chlamydophila pneumoniae Bronquitis, neumonia <1
Chlamydophila psitacci Psitacosis <1
3.1.2 Epidemiologia

La infeccion aguda de la mucosa y tejido orofaringeo representa el 50% de los motivos
de consulta por infeccion respiratoria alta en atencion primaria. En adultos puede
ocasionar hasta 6 dias de baja laboral por episodio.

La mayor incidencia suele ser en las estaciones de invierno y primavera, aungue también

pueden verse al principio del verano, como en el caso de los adenovirus.
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El mecanismo de transmision es por via respiratoria, a través de las gotas de Flligge (gotas
de saliva que se expelen al hablar, toser o estornudar) desde personas infectadas. También
se han descrito brotes por contaminacion de alimentos o agua; por el contrario, los fomites
no parecen desempefiar un papel importante como fuente de contagio®.

Todos los grupos poblacionales estdn igualmente expuestos a la FAA,

independientemente de su nivel socioeconémico o profesion.

3.1.3 Anatomia patoldgica

El tejido amigdalar va a mostrar gran inflamacion, con acimulo de leucocitos
polimorfonucleares, abscesos multiples y zonas de necrosis, asi como exudado. Aparece

hiperplasia reticular que va a disminuir la zona cortical®!.

3.1.4 Clinica

Es dificil diferenciar entre etiologia virica (la mas frecuente) y estreptococica, pero en la
tabla 2 se reflejan algunas caracteristicas que nos ayudaran a la orientacion diagnostica
de la FAA.

Tabla 2. Hallazgos clinicos y epidemiol6gicos segun etiologia.

Sugestivos de infeccién por EBHGA

Dolor de garganta de comienzo brusco

Odinofagia

Fiebre

Exantema escarlatiniforme

Cefalea

NAuseas, vémitos, dolor abdominal

Eritema o exudados faringoamigdalares

Petequias en el paladar blando

Pequefias papulas eritematosas y anulares, con centro palido (lesiones
“donuts”), en paladar blando y/o duro

Uvula roja y edematosa

Adenopatias cervicales anteriores, aumentadas de tamafio (>1cm) y dolorosas
Edad: 5-15 afios

Presentacién en invierno o comienzos de la primavera (en climas templados)
Historia de exposicién a enfermo con FAA en las 2 semanas previas

Sugestivos de infeccion virica
Conjuntivitis

Rinorrea

Afonia

Tos

Diarrea

Exantemas o enantemas caracteristicos
Hepatoesplenomegalia

Adenopatias generalizadas
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Clasicamente, las FAA viricas se han clasificado como FAA rojas, y las bacterianas,
como FAA blancas, en base a la presencia o no de exudado. Sin embargo, hasta un 65%
de las de origen virico cursan con exudado faringeo y un 30% de las bacterianas pueden
cursar sin exudado. El sintoma local méas importante es el dolor de garganta y la
odinofagia. Se produce también sialorrea, edema local y otalgia refleja. La presencia de
petequias en el paladar blando no es especifica de infeccién por EBHGA, pues también
se han descrito en la rubéola, infeccion por herpes simple y VEB. Mas especifica de
infeccion por EBHGA es la existencia de pequefias papulas eritematosas con centro
palido en el paladar blando y/o duro llamadas donuts. En menores de 3 afios, la FAA por
EBHGA suele tener un comienzo mas indolente, con inflamacion faringoamigdalar,
congestion nasal con secrecion mucopurulenta, fiebre, adenopatia cervical anterior
dolorosa y lesiones tipo impétigo en narinas, proceso conocido como estreptococosis o
fiebre estreptocdcica.

En las FAA por adenovirus, mas frecuentes en menores de 3 afios, la clinica se manifiesta
con fiebre elevada mayor de 39°, exudado amigdalar asociado en un 50%, adenopatia
cervical anterior, rinorrea, tos y/o conjuntivitis en un 15-25%, lo que hace a este cuadro
conocido como fiebre faringoconjuntival, dificil de distinguir de la infeccion

estreptococica.

Si la sintomatologia persiste a pesar de un tratamiento adecuado, debemos pensar en la
mononucleosis infecciosa o0 enfermedad del beso, mas frecuente en adolescentes (figura
15). Cursa con fiebre, faringoamigdalitis, adenopatias dolorosas laterocervicales e incluso
hepatoesplenomegalia. La toma de antibioticos puede desencadenar un exantema

maculopapular caracteristico hasta en un 90% de los casos.

Figura 15. Mononucleosis infecciosa (imagen tomada de elblogdelasalud.info).
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Otra forma de presentacion de infeccion por EBHGA es la escarlatina que es debida a
cepas productoras de toxinas eritrogénicas y que cursa con exantema micropapuloso, méas
acentuado en los pliegues (signo de Pastia), lengua aframbuesada y descamacion durante

el periodo de convalescencia. En la actualidad es menos frecuente y virulenta que antafio.

3.1.5 Diagnostico
Se basa en una buena anamnesis y en la exploracion clinica, aunque se debe completar en

casos resistentes o recidivantes con pruebas complementarias, como pueden ser un frotis
faringeo para buscar el germen causal, y un estudio analitico que muestre el aumento de
VSG vy leucocitosis teniendo en cuenta que en ocasiones las de origen viral pueden
mostrar, a diferencia de las bacterianas, una leucopenia. Se tiende al sobrediagndstico de
FAA de origen estreptocécico, con la consiguiente prescripcion innecesaria de
antibioticos. Con el fin de facilitar el diagndstico, se han propuesto varias escalas de
puntuacion segun las manifestaciones clinicas y datos epidemiolégicos. Una de las mas
empleadas es la de Mclsaac, basada en los criterios de Centor pero ponderando la
edad®?° (tabla 3).

Tabla 3. Criterios de Mclsaac y actitud segtin resultado®®.

Criterios Puntos
1. Fiebre (>38°C) 1
2. Hipertrofia o exudado amigdalar 1
3. Adenopatia laterocervical anterior dolorosa 1
4. Ausencia de tos 1
5. Edad
* 3-14 afios 1
* > 15afios 0

0-1 punto: no estudio microbioldgico (riesgo de infeccién por EBHGA: 2-6%).
2-3 puntos: estudio microbioldgico y tratar solo si es positivo (riesgo: 10-28%).
4-5 puntos: estudio microbiolégico e iniciar tratamiento antibidtico, si se realiza

cultivo, a la espera del resultado (riesgo: 38-63%)

La presencia de sintomas virales, aunque la puntuacion en la escala sea mayor de dos
puntos, anula la indicacién de realizar pruebas microbioldgicas. En pacientes con 2
criterios de Centor la situacién es indeterminada, y en la actualidad la guia NICE
considera en este grupo la prescripcion diferida de antibioticos?!. Little et al.?? observaron

que los pacientes asignados a la prescripcion diferida de antibi6ticos consumieron menos
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de la mitad de antibioticos y refrecuentaron un 40% menos que los que fueron tratados

con antibiéticos de forma inmediata.

Los métodos microbioldgicos que existen para la deteccion del EBHGA son el test rapido

del estreptococo y el cultivo faringeo.

1. Test de deteccidon rapida de antigeno estreptocdcico (TDR): se basa en la extraccion

del antigeno carbohidrato del EBHGA mediante un frotis faringeo y en la posterior
deteccion de éste mediante anticuerpos especificos. Su principal ventaja es la
disponibilidad del resultado en el mismo momento de la consulta (10-20 minutos). No
es Util para la identificacion de estreptococos del grupo C y G. Tiene una sensibilidad
en torno al 85% Yy una especificidad del 95%, por lo que, basandose en su alta
especificidad, un resultado positivo indica el inicio de tratamiento antibiético. Si el
resultado del test es negativo algunos expertos recomiendan la realizacion de cultivo,
mientras que otros solo lo recomiendan cuando se dan ciertos factores de riesgo
(antecedentes de fiebre reumatica aguda o glomerulonefritis postestreptocécica)®®.

2. Cultivo de muestra faringoamigdalar: es la prueba de referencia para conocer la

etiologia de la infeccion. La sensibilidad es del 90-95% vy la especificidad del 99%.
Su principal desventaja es el tiempo que se tarda en obtener los resultados, en el mejor
de los casos, 24-48 horas. Otro inconveniente es que no distingue de infeccion aguda
y portador (la incidencia de cultivo positivo en portadores asintomaticos puede llegar
al 40%2%). Las principales ventajas son la identificacion y determinacion de la
sensibilidad antimicrobiana del EBHGA y/o de otras bacterias causantes de FAA, la
vigilancia de las resistencias antimicrobianas y el conocimiento de los serotipos
circulantes en cada periodo, lo que permitiria diferenciar entre recidivas y

reinfecciones.

El hemograma se indica en casos de amigdalitis insidiosa, supuracion locorregional,
amigdalitis con pseudomembranas, aparicion de Ulcera necrotica y sospecha de
mononucleosis. Las serologias no se usan debido a su coste-beneficio y al tiempo que
tarda en obtener un resultado valido. Los anticuerpos antiestreptococo (los mas usados
son los antiestreptolisina O o ASLO) aumentan la primera semana de la infeccion hasta
un maximo entre la 3% y 5 semana y disminuyen progresivamente hasta aproximadamente
el afio. Un titulo aumentado de ASLO indica el antecedente de infeccidn estreptococica

pero no justifica en absoluto una antibioterapia prolongada ni una amigdalectomia. La
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utilizacion de estas determinaciones solo indica que existe o ha existido en alguna ocasion

infeccidn por estreptococo, no tiene valor para el diagndstico del proceso agudo®?.

3.1.6 Tratamiento

Debe incluir medidas generales, tratamiento sintomatico (analgésicos y antipiréticos
clasicos como paracetamol, antiinflamatorios, antisépticos locales) y en caso de sospecha
de infeccién bacteriana se deben emplear antibiéticos, pues tiene como fundamento la
prevencion de procesos como la fiebre reumatica, aminorar las complicaciones
supurativas, evitar el contagio, acortar el curso clinico y mejorar la sintomatologia. El uso
de corticoides para el alivio del dolor puede resultar beneficioso en adultos??.

Una revision Cochrane®* en 2013 (nivel 1 de evidencia), examind el papel de los
antibioticos en presencia de EBHGA al incluir 17 ensayos clinicos que comparaban
penicilina con otros antibioticos (cefalosporinas, macrolidos, carbacefem y sulfonamidas)
y clindamicina con ampicilina. El estudio concluyo6 que no habia diferencias significativas
entre los antibidticos estudiados. En la actualidad, no existe resistencia del EBHGA a la
penicilina y como es segura, sigue siendo el antibidtico de primera linea en las FAA
bacterianas2.

El tratamiento antibacteriano debe administrarse durante 10 dias, pues una pauta inferior
presenta un menor porcentaje de erradicacion de EBHGA, a excepcion de la azitromicina,
cuya pauta es de 5 dias?®2%, La amoxicilina asociada a acido clavulanico no es de primera
eleccion pues es un antibiotico de amplio espectro y el Estreptococo Pyogenes no produce
betalactamasas. Las cefalosporinas en nifios solo estan indicadas si existe una reaccion
retardada a penicilina, no anafilactica, y como posible opcién en recaidas frecuentes de
FAA por EBHGA. Los macrolidos se reservan a los casos de alergia a penicilina. En
Espafia se ha visto incrementado el nimero de cepas de EBHGA resistentes a los
macrolidos de 14 atomos (eritromicina, claritromicina) y de 15 atomos (azitromicina),
siendo una situacion reversible tras la disminucion de su uso. En estos casos, se pueden
emplear macrolidos de 16 atomos (josamicina, midecamicina) o la clindamicina (también
empleada como alternativa en casos de alergia a la penicilina, bocas sépticas o amigdalitis
recurrentes ya que tienen gran efecto sobre bacterias anaerobias de la faringe productoras
de beta-lactamasas). En la tabla 4 se muestran las dosis y pautas de antibioticos

recomendados en las FAA estreptocdcicas.
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Tabla 4. Tratamiento antibi6tico de las FAA estreptocdcicas™.

e  Primera eleccidn. Cualquiera de las siguientes dos opciones:
o Penicilina V (fenoximetilpenicilina potésica o benzatina) durante 10 dias

- Menores de 12 afios y de 27 kg: 250 mg cada 12h

- Mayores de 12 afios o0 de 27 kg: 500 mg cada 12h
o Amoxicilina durante 10 dias

- 40-50 mg/kg/dia cada 12h o 24h
- Méximo 500 mg cada 12h 0 1 g cada 24h

e En caso de mal cumplimiento via oral o vomitos:
o Penicilina G benzatina, dosis Unica IM profunda

- Menores de 12 afios y de 27 kg: 600.000 Ul
- Mayores de 12 afios o de 27 kg: 1.200.000 Ul

e Alergia a penicilina (reaccion retardada):
o Cefadroxilo durante 10 dias

- 30 mg/kg/dia cada 12h. Maximo 1g cada 24h

e Alergia a penicilina (reaccion inmediata o acelerada):
o Azitromicina durante 5 dias?>2¢

- 12 mg/kg/dia cada 24h. Maximo 500 mg/dosis
o Si resistencia a macrolidos, de 14 y 15 atomos (eritromicina, claritromicina y
azitromicina)

- Clindamicina: 20 mg/kg/dia cada 8h, 10 dias (m&ximo 900 mg/dia)

- Josamicina: 30-50 mg/kg/dia, cada 12h, 10 dias (méaximo 1g/dia)

- Diacetato de midecamicina: 40 mg/kg/dia, cada 12h, 10 dias (maximo 1,5
g/dia)

Segln una de las guias que utilizamos en Atencidn Primaria como referencia?’, en los
casos de FAA estreptocdcicas recurrentes (5 6 mas episodios de amigdalitis aguda
durante 1 afio con episodios incapacitantes, o bien, FAA con cultivo positivo por EBHGA
que se presenta en un corto periodo de tiempo después de haber completado un
tratamiento antibidtico adecuado durante 10 dias) el tratamiento de eleccién es Penicilina
G Benzatina IM, 600.000 Ul en dosis Unica en nifios <27 kg de peso y 1.200.000 Ul en
niflos >27 kg y adultos. Como alternativa se emplearia otro antibiotico con mayor
estabilidad frente a las betalactamasas, producidas por bacterias distintas del EBHGA que
pueden estar presentes en la orofaringe y dificultar la accion de la penicilina, como es la
amoxicilina-clavulanico 40mg/kg cada 12 horas, 10 dias (dosis maxima 1g/dia) en nifios
y 500 mg/125mg cada 12h, 10 dias en adultos?®.

3.1.7 Complicaciones

Las complicaciones vienen derivadas fundamentalmente de los casos de S. pyogenes con
mala evolucién; diferenciandose dos cuadros: complicaciones supurativas y no
supurativas.
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a) Complicaciones supurativas. Por afectacion de estructuras contiguas o de aquéllas en
las que drenan: absceso periamigdalino, absceso retrofaringeo, mastoiditis, otitis media
aguda, sinusitis, linfadenitis cervical supurada, celulitis cervical. Otras complicaciones
mucho menos frecuentes son: meningitis, absceso cerebral, trombosis de los senos
venosos intracraneales, neumonia estreptocdcica, artritis supurada, osteomielitis, absceso
hepatico, endocarditis, shock tdxico, sepsis estreptocdcica, fascitis necrotizante.

b) Complicaciones no supurativas. Se piensa que pueden producirse por similitud
antigénica con proteinas del germen que inducirdn una reaccion autoinmune en el
huésped. Destacan la fiebre reumatica aguda, la glomerulonefritis postestreptocécica, la
artritis reactiva postestreptocécica, el eritema nodoso, la pdrpura anafilactoide y los

desordenes neuropsiquiatricos autoinmunes pediatricos o PANDAS.

3.2 Hipertrofia amigdalar

En la primera infancia, el anillo linfatico de Waldeyer experimenta un aumento
fisiologico de su tamafo hasta la pubertad, mostrando luego una progresiva atrofia. La
amigdala palatina, a partir de los 10 afios, se va reduciendo progresivamente de tamafio y
funcionalidad, siendo este proceso mas evidente a partir de los 20 afios. La amigdala
faringea alcanza su maximo desarrollo entre los 5y 7 afios de edad, a partir de los cuales
comienza su involucidn, de tal manera que puede tener una expresion minima en adultos.
Las amigdalas linguales, sin embargo, persisten a lo largo de la vida adulta, sufriendo una

involucién menor y muy tardia (figura 16).

Figura 16. Hipertrofia adenoidea, visién endoscopica.
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Se distinguen dos tipos de hiperplasia amigdalar:

1. La Hiperplasia simple y pura es de tipo constitucional y no patologica, aunque
pueda acarrear consecuencias patolégicas. Se debe a un aumento general del
parénquima amigdalar. Se produce un aumento de la actividad celular en los
foliculos linfoides, diferente del fendmeno inflamatorio de la amigdala, en el que
la hipertrofia se produce en el estroma del tejido conectivo. En este tipo de
hiperplasia hay un gran desarrollo de los foliculos y de todo el sistema criptico
que se hipertrofia.

2. La pseudohipertrofia fibrosa se produce por una sustitucion de los elementos
linfoides por tejido conjuntivo fibroso tras las agresiones infecciosas recidivantes.
Los tratamientos antibioticos de repeticion predisponen a esta proliferacion
fibrosa. En este tipo de hipertrofia se observa menos actividad inmunitaria que en

la hiperplasia pura.

Hipertrofia de la amigdala faringea o adenoides: es muy frecuente en la poblacién
infantil, de hecho, la prevalencia de la respiracion bucal es del 25% en los nifios de entre
7 y 10 afios de edad?®. Los sintomas dependen del grado de obstruccion. Pueden presentar
sensacion de taponamiento nasal, rinorrea, aumento de infecciones nasosinusales,
rinolalia cerrada, hiposmia o anosmia, cefalea, otitis media secretora y recurrentes,
halitosis, tos. La respiracion a través de una via aérea estenosada puede producir
roncopatia y apnea obstructiva del suefio, entidad que posteriormente desarrollaremos. La
respiracion bucal adquirida puede facilitar trastornos de alimentacion y del desarrollo
estaturo-ponderal. Una obstruccién nasal intensa mantenida durante mucho tiempo
provoca la denominada facies adenoidea en nifios que mantienen de forma constante la
boca abierta, con aparicion de hipoplasia maxilar superior (con malposicion vy
maloclusién dentarias), platirrinia y trastornos témporomandibulares. Esta deformacion

de la facies es una de las causas mas frecuentes de desviacion del tabique en adultos.

Hipertrofia de las amigdalas palatinas: puede producir alteracién de la deglucién,
rinolalia o voz amigdalar, roncopatia y el sindrome de apnea obstructiva del suefio. Los

pacientes con gran hipertrofia amigdalar pueden igualmente desarrollar facies adenoidea.

Hipertrofia de la amigdala lingual: puede pasar desapercibida en ocasiones, pero en

otras puede producir malestar en la deglucion, nauseas, sensacion de cuerpo extrafio
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faringeo, tos y voz amigdalar. También puede llegar a producir el sindrome de apnea
obstructiva del suefio si se reduce de manera importante la luz aérea a nivel de la base de

la lengua.

Los cambios estructurales que se producen en la hipertrofia amigdalar se traducen
funcionalmente en un descenso de la produccién local de inmunoglobulinas, tanto
cuantitativa como cualitativamente, y en una hipofuncién linfocitaria local. Lo anterior
hace suponer que la hipertrofia amigdalar constituye un factor predisponente o
favorecedor de las faringoamigdalitis de repeticion.

3.3 Sindrome de apnea obstructiva del sueiio (SAOS)

El SAOS en la infancia difiere del adulto tanto en su etiologia como en sus

manifestaciones clinicas, diagndstico y tratamiento (tabla 5).

Tabla 5. Diferencias entre nifios y adultos°.

NINOS ADULTOS
Edad (Afios) 2-6 45-55
Sexo V=M V>M
Obesidad Infrecuente Frecuente
Hipertrofia Adenoamigdalar Frecuente Infrecuente
Hipersomnia Diurna Infrecuente Muy frecuente
Arquitectura Del Suefio Normal Alterada
Duracién De Apneas Patolégicas Variable >10 segundos
indice Apneas Patoldgicas >1 >5
Despertares Infrecuentes Frecuentes
Comportamiento Diurno Hiperactividad Trastornos cognitivos
Tratamiento Quirdrgico AA UPFP
Tratamiento Médico CPAP ocasional CPAP

AA: adenoamigdalectomia, CPAP: presion positiva continua en via aérea, M: mujeres, UPFP:

uvulopalatinofaringoplastia, V: varones.
3.3.1 Definicién

Es un trastorno respiratorio durante el suefio caracterizado por una obstruccion parcial

prolongada de la via aérea superior, y/o una obstruccion completa intermitente (apnea
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obstructiva), que interrumpe la ventilacion normal durante el suefio y altera los patrones
del suefio normal®®3L,

El didmetro de las vias respiratorias superiores durante la respiracién se mantiene en
funcién de un equilibrio entre dos fuerzas opuestas: la presién negativa inspiratoria que
produce el colapso de los tejidos hacia el interior y la accion de los musculos dilatadores
de la faringe, que lo contrarresta. Este equilibrio es mas fragil en el nifio durante el suefio
debido a que durante la vigilia, la actividad de los musculos dilatadores de las vias
respiratorias superiores mantiene la fuerza de apertura necesaria para conservarlas
abiertas, pero durante el suefio, la disminucién de la actividad de estos musculos produce
la obstruccion parcial (hipopnea) o total (apnea). El factor anatomico méas importante es
la hipertrofia adenoamigdalar y el factor funcional de mayor interés es la hipotonia
faringea en fase REM (tabla 6). Pero la hipertrofia adenoamigdalar, por si sola, no es
suficiente para producir SAOS y tampoco hay una correlacion entre el tamafio
adenoamigdalar y la gravedad del SAQOS, asi también, muchos nifios con importante

hipertrofia no padecen trastornos respiratorios del suefio.

Tabla 6. Factores predisponentes del SAOS en el nifio®,

Hipertrofia de amigdalas y adenoides

Malformaciones congeénitas craneofaciales: sindrome de Down,
sindrome de Pierre-Robin, sindrome de Treacher-Collins,
sindrome de Klippel-Feil, sindrome de Prader-Willi,
acondroplasia, etc

Obstruccidn nasal marcada

Laringomalacia

Enfermedades neuroldgicas y neuromusculares

Reflujo gastroesofagico

Obesidad

3.3.2 Epidemiologia
A pesar de que la prevalencia de su sintoma principal, el ronquido, es del 10-12%, la del

SAOS oscila entre el 2-3%3%%. El pico de prevalencia se produce entre los 2 y 8 afios,

que es cuando la hipertrofia del tejido linfoide alcanza su mayor tamafio.

3.3.3 Clinica

El sintoma guia es el ronquido; su ausencia practicamente descarta la existencia de
SAOQS, pero su presencia no indica necesariamente la existencia del mismo. Hablamos
de ronquido primario o ronquido simple cuando éste no se acompafa de alteraciones

polisomnograficas (apneas-hipopneas, desaturaciones, hipercapnias o fragmentacion del
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suefio). Aunque el ronquido primario normalmente se considera benigno, faltan estudios
para determinar si puede progresar a largo plazo a SAOS?. La clinica del SAOS se

resume en la tabla 7.

Tabla 7. Manifestaciones clinicas del SAOS en nifios®2.

Sintomas nocturnos

- Ronquidos

- Respiracion ruidosa/dificultosa

- Pausas respiratorias

- Suefio intranquilo

- Respiracion bucal

- Posturas anormales con hiperextension de la cabeza
- Sudoracion profusa

- Enuresis

Sintomas diurnos

- Cefalea matutina

- Hipersomnia a veces

- Hiperactividad, déficit de atencion

- Bajo rendimiento escolar

- Cansancio

- Retraso del desarrollo ponderoestatural
Sintomas relacionados con la hipertrofia adenoamigdalar
- Respiracién bucal

- Sequedad de boca/halitosis

- Congestion nasal

- Infecciones frecuentes de vias respiratorias altas
- Alteraciones del habla

Los casos no tratados pueden desarrollar complicaciones graves como retraso en el

desarrollo, cor pulmonale y retraso mental.

3.3.4 Diagnostico
Ademas de la historia clinica y la exploracion fisica, contamos con la pulsioximetria y la

polisomnografia. La polisomnografia (PSG) nocturna es la Gnica técnica diagndstica que
cuantifica las anomalias ventilatorias y del suefio, asociadas con los trastornos
respiratorios del suefio. Puede hacerse a cualquier edad y es el "Gold Standard” de las
técnicas diagndsticas. Actualmente los criterios diagnodsticos del SAOS no estan bien
definidos, pero para la American Thoracic Society un indice de apnea-hipopnea (1IAH) >1
a la hora es diagnostico de SAOS. La pulsioximetria nocturna puede ser Util si demuestra
un patron de desaturaciones ciclicas. Una pulsioximetria nocturna con tres o mas
desaturaciones < 90% tiene hasta un 97% de valor predictivo positivo para SAOS en nifios
sin otro problema de salud®. Si la oximetria es negativa es preciso realizar una

polisomnografia para el diagnéstico de certeza. Otras técnicas, como audiograbaciones y
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videograbaciones en el hogar, necesitan mas estudios sobre su sensibilidad y
especificidad.

3.3.5 Tratamiento

La adenoamigdalectomia (AA) es el tratamiento de eleccién del SAOS infantil dado
que la hipertrofia adenoamigdalar es el factor anatomico que mas predispone a sufrir esta
entidad. Respecto a la AA, en una reciente revision Cochrane®® los autores concluyen que
es (til en el tratamiento del SAOS infantil, pero los médicos y padres deben sopesar los
beneficios y riesgos de la AA frente a una actitud expectante en estos nifios. La AA ha
demostrado resolver los trastornos respiratorios®”* y sintomas nocturnos® en el 75-
100% de los nifios sin otra patologia de base y se considera el tratamiento de primera
eleccion en nifios con rasgos craneofaciales normales. La adenoidectomia sola puede no
ser suficiente?®. Es importante tener en consideracion el riesgo postquirirgico en nifios
con SAOS, sobre todo, SAOS grave, menores de 3 afios y con enfermedades medicas

concomitantes.

La uvulopalatofaringoplastia, a diferencia del adulto, es una técnica poco utilizada en
nifios. Se aplica en enfermedades neuromusculares, paralisis cerebral y accidentes
cerebrovasculares. La tragueotomia se usa en déficit neuroldgicos y anomalias
craneofaciales graves. Los tratamientos de ortodoncia corrigen las anomalias

maxilomandibulares.

La presion positiva continua en via aérea (CPAP) ha demostrado ser un dispositivo
seguro para tratar el SAOS infantil. Se utiliza en anomalias craneofaciales, trastornos
neuromusculares, sindromes genéticos, displasias 6seas y obesidad que no curan tras la

AA, y es una alternativa a la tragueotomia.

Por Gltimo, se han demostrado beneficios de los corticoides topicos nasales* y de los

antagonistas de los receptores de leucotrienos*?*3, como el montelukast.
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4. AMIGDALECTOMIA

4.1 Definicion e historia

La amigdalectomia es el acto quirdrgico de extirpar las amigdalas palatinas. La primera
referencia escrita la encontramos en Aulio Cornelio Celso, escritor romano de principios
del siglo I dC cuya gran obra “De Res Médica” fue descubierta durante el pontificado del
papa Nicolas V en el siglo XV. En ella se describe la técnica de amigdalectomia mediante
un escalpelo y diseccién con el dedo, describiendo ademés la cépsula que recubre la
amigdala y recomendando la aplicacion postoperatoria de vinagre para prevenir y detener
las hemorragias. En el volumen VI afirma: “es de recomendar el arrancamiento de las
amigdalas, porque el gran desarrollo de ellas provoca trastornos de la deglucién, audicion,
VOoz, respiracion y estado general”.

Aetius de Amida (502-575 dC), en su “Contractae ex veteribus medicinae tetrabiblos”,
describe la forma de diseccion amigdalar mediante un cuchillete y un gancho y hace
mayor hincapié en los problemas hemorragicos que no fueron debidamente valorados
hasta ese momento.

En el afio 750 dC, Paulus Aegineta (Pablo de Egina) no aprueba la operacion de las
amigdalas cuando se hallen inflamadas y describe los medios que cree mas convenientes
para extirparlas cuando “son péalidas, contraidas y de base estrecha (pediculadas)”.

En el afio 1120 Abul Kasim Ben Abbas Az Zahrani, nacido en Azara (Cordoba) a finales
del siglo X, escribié una gran obra, el “Al Tesrif o Exposicion de las Materias”, donde
profundiza en el conocimiento de la anatomia faringea, mostrandose temeroso por las
complicaciones de la amigdalectomia. De esta manera, la amigdalectomia queda relegada
en el casi total olvido durante la Edad Media europea, para resurgir con impetu con la
llegada de la cirugia moderna.

En el afio 1509 Ambrosio Paré, el mas grande precursor de la cirugia moderna,
recomienda nada menos que la tragueotomia en casos de gran hipertrofia amigdalar,
traqueotomia seguida de estrangulacién de las tonsilas mediante la ligadura.

Es el famoso cirujano William Cheselden (1688-1752) quien recomienda una técnica de
estrangulacion mediante un resorte con dos hilos que pasan por una aguja, luego
perfeccionado por su discipulo Samuel Sharp, quienes hacen hincapié en la ligadura como

prevencion de la hemorragia.
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En 1825, Phillip Syng Physick, el padre de la cirugia norteamericana, ide6 el primer
tonsilotomo o guillotina amigdalar tras estudiar con detenimiento los instrumentos
ideados por Sharp y Benjamin Bell, y motivado por el pavor a la hemorragia secundaria
a la cirugia. Este instrumento fue el método favorito de extirpacién amigdalar hasta el
final del siglo XIX.

En 1870, MacKenzie simplificdé mucho el instrumental, dejando més campo quirdrgico y
por tanto facilitando su manejo, por lo que se comenz6 a popularizar su uso para nifios
pequefos.

Ballenger, a principios del siglo XX, llegd a la extirpacion extracapsular total por
diseccion, gracias a su habilidad quirargica y al uso del forceps para la traccion de la
amigdala. Este procedimiento llego a adquirir gran boga en América, hasta el punto de
relegar casi por completo el uso de la guillotina.

Gracias a las modificaciones que Greenfield Sluder hizo a la guillotina de Physick, vuelve
a ponerse de moda el uso de la guillotina. Su trabajo en 1923 tuvo tal aceptacion, que esta
técnica viene empleandose hasta nuestros dias.

Cabe decir que todas estas técnicas no conseguian la extraccion completa de las
amigdalas, sino que se realizaban unicamente amigdalectomias parciales. Esto se debia
no solo al material quirdrgico rudimentario o a defectos de la técnica quirurgica per se,
sino también a la inexistencia de analgesia y anestesia, con el consiguiente movimiento
del paciente. Es por ello por lo que la introduccion de las guillotinas fue crucial, puesto
gue permitian una amigdalectomia casi completa en el menor tiempo posible.

La primera amigdalectomia por diseccion que se realizd bajo anestesia general con gas
éter parece ser que fue realizada por Crowe en el John Hopkins Hospital en 1917. Este
cirujano fue el creador del abrebocas llamado més tarde de Crowe-Davis, necesario para
retraer la lengua e introducir el anestésico. No fue hasta casi finales de siglo en que se
impuso definitivamente la amigdalectomia por diseccidn bajo anestesia general.

En la actualidad, principios del s. XXI, probablemente los retos de la cirugia de la
amigdala se encuentren en la disminucién del dolor postoperatorio, del sangrado
intraoperatorio y la prevencion de complicaciones quirargicas mediante el uso de las

nuevas técnicas que van apareciendo, como el bisturi armdnico y la radiofrecuencia®.
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4.2 Indicaciones

Las indicaciones de la amigdalectomia han variado bastante a lo largo de la historia.
Légicamente, en la era preantibidtica, la amigdalectomia se reveld6 como un arma
terapéutica muy efectiva tanto para la curacion como para la prevencion de las
complicaciones de las infecciones amigdalares, como la glomerulonefritis
postestreptococica y la fiebre reumatica. Pero posteriormente, cuando el uso de
antibidticos estaba ya plenamente instaurado, siguieron llevandose a cabo
amigdalectomias de forma masiva por indicaciones muchas veces peregrinas como
pérdida de apetito, retrasos en el crecimiento, etc... llegandose a realizar en EEUU, 1’4

millones de amigdalectomias solo en el afio 1949.

Glover publico un articulo® en el afio 1938 sobre las tasas de amigdalectomia en la edad
escolar entre distritos vecinos del Reino Unido. En algunos distritos la tasa era casi seis
veces superior a la tasa media, en otros era hasta ocho veces superior a la del vecino y la
probabilidad de extirpar las amigdalas llegaba a ser 27 veces mayor en un condado que
en otro. Ademas, no encontrd correlacion entre la tasa de amigdalectomia y el
hacinamiento, el desempleo, la eficiencia del servicio dental escolar, la urbanizacion, el
clima o la nutricion. La trascendencia que tuvo este estudio entre la comunidad cientifica
vino por el hecho de haber detectado una amplia variacion en las tasas de cirugia
amigdalar segun el area geografica observada, en una época en la que la amigdalectomia
se ejecutaba de una forma practicamente sistematica, casi como una medida habitual de

salud publica.

La falta de evidencia cientifica que apoyara esta cirugia, hizo que a partir de la década de

1970 se cuestionaran las indicaciones.

El primer estudio aleatorizado que encontramos en la bibliografia es el de Paradise et
al*®. en el afio 1984, donde demuestran los beneficios de la cirugia de manera
significativa, en comparacion con el tratamiento antibiotico, solo durante los 2 primeros
afios siguientes a la intervencion y en nifios que reunian unos estrictos criterios de
seleccion (tabla 8), por lo que no se podia generalizar a otros nifios que presentaran menor

severidad ni a la poblacién adulta.

30



Tabla 8. Indicaciones de cirugia segun Paradise et al*.

Criterion Definition
Age 3-15 years
Number of tonsillitis episodes 27 episodes during the previous year

or

= 5 episodes per year during the previous 2 years
or

=3 episodes per year during the previous 3 years

Episodes — definition: sore throat 1. Body temperature >38.3°C

and at least one of the four criteria 2. Cervical lymphompas (pain on pressure or >2 cm)
3. Tonsillar exudation

4. Confirmed B-hemolytic streptococci A

Previous treatment Antibiotics against streptococci in each episode

Documentation Each episode was documented by a physician
or
a physician has observed 2 episodes in person

Las guias americanas y europeas de amigdalectomia se basan actualmente en estos

“criterios Paradise”.

En 2002, Paradise*’ et al. concluyeron que los modestos beneficios de la amigdalectomia
0 AA en nifios afectados de forma moderada con FAA recurrentes, no justificaban los
riesgos inherentes, la morbilidad y los costes de la operacion. Van Staaij* et al. en 2004
afirman que la AA no tiene mayores beneficios respecto a una actitud expectante, en nifios
con sintomas leves de FAA o hipertrofia adenoamigdalar, y sefialan la presion de los
padres por operar. Hay que tener en cuenta que la AA es una intervencion quirurgica que
goza de un gran prestigio social entre la poblacion y un buen nimero de padres y madres
consideran que es Util para disminuir las infecciones respiratorias agudas de sus hijos. Un
estudio reciente® intenta explicar las razones por las que, a pesar de la falta de evidencia
clinica sélida de la eficacia de la amigdalectomia, los padres se muestran satisfechos con
la cirugia, encontrando una discrepancia entre resultados objetivos (nimero de episodios

de dolor de garganta) y subjetivos (calidad de vida).

En la actualidad, en EEUU, han pasado de realizar casi 2 millones de intervenciones
anuales en la década de 1960, a 400.000 al afio, lo que supone un descenso del 80% en

los Gltimos 20 afios.

Las 2 indicaciones principales de amigdalectomia en la edad infantil son la hipertrofia
amigdalar y la amigdalitis recurrente®®>*, A continuacion se detallan las indicaciones que

se han consensuado a pesar de que sigue existiendo controversia*>2,
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INDICACIONES ABSOLUTAS

1)
2)
3)

Céncer amigdalar.
Obstruccion grave de la via aérea en la orofaringe por hipertrofia amigdalar.

Hemorragia amigdalar persistente.

INDICACIONES RELATIVAS

4)

Amigdalitis de repeticion o recurrentes:
- 70 maés episodios de amigdalitis aguda al afio en el Gltimo afio o,
- 5 episodios al afio en los ultimos dos afios o,
- 3 episodios al afio en los Gltimos tres afios.
- Sintomas persistentes durante al menos un afio.

Ademas, cada episodio debe cumplir al menos uno de estos criterios:

« Exudado purulento amigdalar.
« Fiebre mayor de 38°.
 Linfadenopatias cervicales anteriores.

« Cultivo faringeo positivo para estreptococo B-hemolitico del grupo A.

Estos criterios son los denominados minimamente aceptables, pero cada caso debe ser

evaluado individualmente sopesando los siguientes factores:

5)

— Los episodios de amigdalitis son incapacitantes e impiden el desarrollo normal de
las actividades del nifio.

— Tratamiento adecuado en cada episodio.
— Los episodios de amigdalitis trastornan la vida familiar y laboral de los padres.
— La curva de crecimiento del nifio se estanca sin otra razon que lo explique.
— Los episodios de amigdalitis deberian estar documentados en la historia clinica del
paciente. Sino es asi, y la historia clinica ofrece dudas, se hara un seguimiento durante
6 meses para confirmar el patron clinico y considerar la indicacion de la operacion.
Adenitis cervical recurrente: se define como la repeticion del siguiente cuadro clinico
con la misma frecuencia considerada para la amigdalitis recurrente y con las mismas
consideraciones a la hora de evaluar estos casos:

- Inflamacién aguda de adenopatias cervicales mualtiples.

- Fiebre superior a 38° y malestar general.

- Maés de 3 dias de duracion.

- Ausencia de infeccidn respiratoria baja.

- Coexistencia de infeccidn respiratoria alta o amigdalitis aguda.
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6) Absceso periamigdalino recurrente. Un primer episodio de absceso periamigdalino

no es indicacion de amigdalectomia.

No se considera indicada la amigdalectomia para tratar®*:
= Trastornos del desarrollo ponderoestatural.
= Maloclusion dental o alteraciones del desarrollo facial.
= Halitosis persistente.
= Trastornos de masticacion o disfagia, siempre y cuando éstos no asocien

obstruccion sintomatica de la via aérea.

Una revision bibliografica reciente® de las indicaciones de amigdalectomia segtin el nivel
de evidencia, destaca la ventaja, a corto plazo, de la tonsilotomia respecto a la
tonsilectomia en nifios con SAOS* y la tendencia actual de sugerir amigdalectomia en
nifios con psoriasis guttata, asi como en el tratamiento de la nefropatia IgA, pero se

necesitan mas estudios a gran escala.

Respecto a las técnicas quirurgicas que pueden emplearse hay varias: la diseccion fria (la
mas conocida y usada) con disector romo, bisturi frio o mediante tijeras, la diseccion con
electrocauterio o bisturi eléctrico, el laser, el bisturi armonico, microdebridador y la

radiofrecuencia o ablacion fria por plasma (coblation o plasma fision).

4.3 Contraindicaciones

No existen evidencias actuales de la existencia de contraindicaciones para la
amigdalectomia. Los procesos intercurrentes (coagulopatias, metabolopatias,
infecciones, etc.) pueden ser controlados y/o corregidos con objeto de permitir una
intervencidn segura. Se aconseja esperar al menos 3 semanas tras la ultima infeccion
aguda para reducir el riesgo de hemorragia®. La amigdalectomia de Quinsy, o
amigdalectomia en caliente del absceso periamigdalino, es una opcién muy controvertida
y que en principio se reserva para casos seleccionados.

La alteracion en la funcion del paladar seria una contraindicacién de la cirugia: fisura
palatina evidente o submucosa, patologia neurolégica o neuromuscular que afecte la
funcion del paladar y/o faringe®?. Se debe realizar una evaluacion preoperatoria del riesgo

hemorragico y respiratorio.
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Determinadas condiciones clinicas del paciente no aconsejan la cirugia en régimen

ambulatorio®:

— Edad inferior a 3 afios.
— Enfermedades sistémicas graves.
— Malformaciones corporales, especialmente las craneofaciales que afectan a la via aérea.

— La obesidad mérbida.

4.4 Complicaciones

Las principales complicaciones primarias son las respiratorias, las nduseas y vomitos
postoperatorios y la hemorragia. La hemorragia es la complicacion inmediata mas comun
y suele ocurrir dentro de las primeras seis horas, el tiempo minimo de vigilancia
recomendado después de una cirugia ambulatoria. En casos severos puede requerir la
ligadura de la carotida externa.
Las principales complicaciones tardias son la hemorragia tardia, disfagia dolorosa que
puede inducir riesgo de deshidratacion por rechazo a alimentos y obstruccion respiratoria
persistente.
Otras complicaciones son®3:

- Edema de la Gvula palatina o traumatismo.

« Trauma dental, quemadura superficial (lengua o comisura de los labios), cicatriz

velar o velofaringea.

« Bronconeumopatia y absceso pulmonar por inhalacion.

« Subluxacion C1-C2 (o sindrome de Grisel) por extension forzada del cuello.

« Enfisema cervical subcutaneo debido a la herida de la mucosa faringea.

« Alteracion de la voz, insuficiencia velar transitoria o definitiva.

-« Disgeusia.

 Estenosis velofaringea.

Afortunadamente las complicaciones serias de la amigdalectomia son escasas.

34



5. SUSTANCIA P Y RECEPTOR NEUROKININA 1

5.1 Taquicininas (TK)

Las TK representan la familia de neuropéptidos méas grande conocida y una de las mas
estudiadas. Estan ampliamente distribuidas en el reino animal, desde invertebrados
(insectos, gusanos, moluscos) hasta los mamiferos. Durante muchos afios se pens6 que
tenian exclusivamente un origen neuronal, pero hoy se sabe que estan presentes en
diferentes tejidos de diversas especies animales (piel, tracto gastrointestinal, sistema

nervioso, etc).

Los neuropéptidos (NP) son péptidos formados por la union de aminoécidos.
Constituyen el mayor grupo de sustancias para la comunicacion celular, bien actuando
como neurotransmisores (en las sinapsis quimicas entre neurona Yy neurona),
neuromoduladores (son capaces de modificar la accién de otros neurotransmisores) o
neurohormonas (actuando a distancia una vez liberados al torrente sanguineo o al liquido
extracelular). En general, un neuropéptido concreto puede actuar como neurotransmisor
en una sinapsis y poseer acciones moduladoras u hormonales (acciones paracrinas) en

otros lugares proximos o distantes, que posean receptores para esta sustancia.

Se han localizado NP tanto en los cuerpos celulares como en las proyecciones de
neuronas, y se ha comprobado que su localizacion es discreta y caracteristica de cada uno
de ellos, tanto en el sistema nervioso central (SNC) como en la periferia®. Muchos NP
que se presentan en el cerebro existen también en el tracto gastrointestinal, donde actdan
como hormonas o neurotransmisores periféricos; de hecho, algunos se descubrieron
inicialmente en tejidos viscerales y s6lo mas tarde se identificaron en las neuronas. Un

buen ejemplo es la hormona gastrointestinal glucagon®’.

Se han realizado diversas clasificaciones de los NP que atienden a diferentes criterios,
como la localizacion tisular, la estructura y la secuencia de aminoacidos, lo que ha
permitido dividir a los NP en familias, en ocasiones, con funciones similares o incluso
solapadas. En la tabla 9 se muestran los principales neuropéptidos de mamiferos y se
incluyen algunos de los recientemente descubiertos. De entre ellos nos vamos a centrar

en el grupo de las taquicininas, y en concreto, en la sustancia P, objeto de nuestro estudio.
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Tabla 9. Principales neuropéptidos de mamiferos®®.

Hipotalamicos

Hormona liberadora de la tirotropina (TRH)

Somatostatina (SST)

Hormona liberadora de la corticotropina (CRH)

Hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH)
Hormona liberadora de la hormona de crecimiento (GHRH)
Orexinas Ay B (hipocretinas 1y 2)

Hipofisarios

Vasopresina?

Oxitocina?

Hormona adrenocorticotropa (ACTH)
Hormona estimuladora de melanocitos
Prolactina

Hormona de crecimiento (GH)
Hormona estimulante del foliculo (FSH)
Hormona luteinizante (LH)

Hormona estimulante del tiroides
Secretoneurina

Péptidos
gastrointestinales
y pancreéticos

Polipéptido intestinal vasoactivo (VIP)
Colecistocinina (CCK)

Gastrina

Insulina

Glucagén

Motilina

Amilina

Péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP)
Galanina

Secretina

Neuropéptido Y

Polipéptido pancreético

Péptido tirosina-tirosina

Péptidos
opioides

Metencefalina (Met-Enk)
Leu-encefalina (Leu-Enk)
Dinorfina

B-endorfina

Taquicininas

Sustancia P
Neurokinina A
Neurokinina B
Neuropéptido K

Otros

Angiotensina Il

Bombesina

Bradicinina

Péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP)
Neurotensina

Neuropéptido FF

Péptido natriurético cerebral

Nuevos

Péptido regulador de la cocaina y anfetaminas
Endomorfinaly?2

Nociceptina/Orfanina

Nocistatin

Péptido liberador de prolactina

Urocortina

Cortistatina

Apelina

a: Neuropéptido producido en el hipotdlamo pero almacenado en la neurohip6fisis

La primera TK descubierta fue la Sustancia P (SP) en el afio 1931, por Von Euler y
Gaddum® a partir de cerebro e intestino de caballo y se encontr6 que causaba
vasodilatacion y estimulaba la motilidad intestinal en conejos. Supuso el punto de partida
para una larga historia de investigacion en este campo. Hubo que esperar 40 afios hasta

lograr su purificacion y caracterizacion quimica®®®t, En la década de los 80 se aislaron en
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la médula espinal de cerdo otras TK semejantes a la SP, la neurokinina A (NKA)®293 y
la neurokinina B (NKB)®. Posteriormente, se descubrieron en cerebro porcino el
neuropéptido K (NPK)®% y, en intestino de conejo el neuropéptido y (NPy)%, ambas
formas elongadas de la NKA. En el afio 2000 se encontr6é una nueva TK en el ratén con
actividad reguladora de la linfopoyesis B y que se expresaba principalmente en tejido no
neuronal, a la que se llamé hemokinina-1 (HK-1)%". El hallazgo de la HK-1 dio paso a la
descripcion de un nuevo grupo de TK, las endokininas®, con una estructura variable
entre diferentes especies animales.

Durante muchos afios, las TK se consideraron casi exclusivamente péptidos de origen
neuronal que realizaban su accién a nivel periférico mediante su liberacion desde
terminaciones nerviosas. Clasicamente las terminaciones nerviosas sensibles a capsaicina
eran la principal fuente de TK a nivel periférico. Hoy en dia se sabe que existen otras
fuentes neuronales y no neuronales que originan las TK®’.

El descubrimiento de las TK en vertebrados no mamiferos se remonta a la década de los
40, momento en que se aislo en una especie de pulpo mediterrdneo una sustancia
desconocida, que posteriormente seria conocida como eledoisina, con capacidad para
disminuir la presion sanguinea, contraer la musculatura lisa intestinal y estimular la
salivacion de una forma profusa en perros y ratas®®. En invertebrados, tras varias décadas
de investigacion, se confirmo la existencia de estos péptidos en estructuras nerviosas de

la langosta migratoria™ y en glandulas salivares de una especie de mosquito”™.

La estructura primaria de las TK se encuentra bastante conservada entre diferentes
especies animales, tanto vertebrados como invertebrados, lo que sugiere una fuerte
presion selectiva a lo largo de la evolucion, en la que las mutaciones que implican
cambios conservadores en la secuencia de aminoacidos favorecerian su supervivencia

evolutiva’.

5.1.1 Estructura de las TK de mamiferos

Las TK de mamiferos poseen, por un lado, una secuencia comdn en el extremo carboxi-
terminal (Phe-X-Gly-Leu-Met-NH>), donde X es siempre un residuo hidrofébico ya sea
un grupo aromatico (Tyr o Phe) o alifatico (Val o lle) y, por otro lado, una secuencia
amino-terminal variable. De forma caracteristica, todas las TK son aminopéptidos, es
decir, presentan un grupo amino (NH>) en la metionina carboxi-terminal. La amidacion

de la metionina terminal es esencial en su funcionamiento, y por ello los péptidos
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tachykinin-like de los invertebrados, con una arginina en el C-terminal, son incapaces de
activar los receptores taquicinérgicos (RTK) de mamiferos. Esta regién C-terminal es
esencial para la interaccion y activacion del receptor taquicinérgico’’*, mientras que el
extremo amino-terminal proporciona la especificidad de las TK frente al subtipo de
receptor’®, asi la SP muestra mayor afinidad por NK1R, la NKA por NK2R y la NKB
por NK3R (tabla 10).

Tabla 10. Secuencias de los aminoacidos de las TK y péptidos relacionados con el gen de las TK
(modificado de Steinhoff et al., 2014).
TAQUICININAS SECUENCIA DE AMINOACIDOS?

Péptidos derivados de Tacl
Sustancia P (SP): 11 aa
Neurokinina A (NKA): 10 aa
Neuropéptido K (NPK): 36 aa

Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,
His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH,
Asp-Ala-Asp-Ser-Ser-lle-Glu-Lys-GlIn-Val-Ala-Leu-Leu-Lys-Ala-Leu-Tyr-
Gly-His-Gly-GlIn-lle-Ser-His-Lys-Arg-His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-
Leu-Met-NH,
Asp-Ala-Gly-His-Gly-GlIn-lle-Ser-His-Lys-Arg-His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-
Val-Gly-Leu-Met-NH;

Neuropéptido y (NPy): 21 aa

Péptidos derivados de Tac3
Neurokinina B (NKB): 10 aa
Péptidos derivados de Tac4

Asp-Met-His-Asp-Phe-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH;

Humanos

Hemokinina-1 (HK-1): 11 aa
Hemokinina-1 (4-11): 8 aa

Endokinina A (EKA): 47 aa

Endokinina B (EKB): 41 aa

Endokinina C (EKC)b: 14 aa

Endokinina D (EKD)b: 14 aa

Ratones
Hemokinina-1 (HK-1): 11 aa

Thr-Gly-Lys-Ala-Ser-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,
Ala-Ser-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH;

Asp-Gly-Gly-Glu-Glu-GIn-Thr-Leu-Ser-Thr-Glu-Ala-Glu-Thr-Trp-Val-lle-
Val-Ala-Leu-Glu-Glu-Gly-Ala-Gly-Pro-Ser-lle-GlIn-Leu-GlIn-Leu-GIn-Glu-
Val-Lys-Thr-Gly-Lys-Ala-Ser-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,
Asp-Gly-Gly-Glu-Glu-GIn-Thr-Leu-Ser-Thr-Glu-Ala-Glu-Thr-Trp-Glu-Gly-
Ala-Gly-Pro-Ser-lle-GIn-Leu-GIn-Leu-GIn-Glu-Val-Lys-Thr-Gly-Lys-Ala-
Ser-GlIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH;
Lys-Lys-Ala-Tyr-GIn-Leu-Glu-His-Thr-Phe-GIn-Gly-Leu-Leu-NH2

Val-Gly-Ala-Tyr-GlIn-Leu-Glu-His-Thr-Phe-GIn-Gly-Leu-Leu-NH:

(Arg)-Ser-Arg-Thr-Arg-Gln-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH,

# Los amino&cidos en azul son los que conforman la secuencia C-terminal com(n de las TK. En negrita se representa

el residuo aromatico o alifatico correspondiente. b Péptido relacionado con las TK (tachykinin-like). Las EKC y EKD
no son TK, la secuencia C-terminal estd ausente, aunque deriven del gen Tac4. La existencia de un residuo de arginina
en el amino-terminal de los ratones es discutible.
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5.1.2 Genes de las TK

Tres genes codifican las TK: Tacl (clasicamente denominado Pre-pro-taquicinina-A, Ppt-
a), Tac3 (Ppt-b) y Tac4 (Ppt-c). Tacl codifica la SP, NKA, NPK y NPy; Tac3 codifica
solo la NKB; y Tac4 codifica la HK-1, EKA, EKB, EKC y EKD. Aungue Tac2 fue

inicialmente asignado como gen codificante del precursor de la NKA, posteriormente se

descubri6 que era idéntico al Tacl. En todos los casos, a partir de cada gen, y por accion

de la ARN polimerasa Il, se genera un transcrito primario de ARNm que sufrira

transformaciones de corte y empalme para dar lugar a nuevos transcritos mas cortos, con

distintas combinaciones de los exones originales’”"® (figura 17).
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Figura 17. Esquema del proceso general de sintesis neuronal de las TK a partir de los genes Tacl,
Tac3 y Tac4 (Modificado de Pennefather et al., 2004"").
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La traduccion del ARNm maduro, genera un largo polipéptido llamado prepropéptido,
que consiste en un péptido sefial, una o varias copias de neuropéptido, y una o varias
partes espaciadoras. El péptido sefial permite la union e introduccion del precursor en el
reticulo endoplasmatico, para posteriormente ser eliminado, generdndose el propéptido.
Este, a su vez, es transportado al aparato de Golgi, donde los espaciadores son eliminados,
quedando el péptido activo final que es empaquetado en granulos secretores para, en el
caso de las neuronas, ser transportados a lo largo del axdn hasta las terminaciones
nerviosas.

El primer gen clonado a partir de cerebro bovino fue Tac1®. En humanos, este gen esta
compuesto por siete exones y a partir de su transcripcion primaria, mediante splicing (o
empalme) se obtienen cuatro isoformas de ARNm (a, B, v y ) que difieren en la
combinacion de sus exones. Las variantes aTacl y 6Tacl codifican la sintesis de SP, y
las formas fTacl y yTacl codifican la sintesis tanto de SP como NKA881 Ademas, el
NPK y el NPy son codificados a partir de la inclusion o exclusion del exon 4 de las
variantes fTacl y yTacl, respectivamente® 5 (figura 18). Como consecuencia de este
splicing, la SP puede expresarse de manera aislada, mientras que la NKA siempre se

expresa acompariada de SP.

hTact —FDD-E— 4 ’ ’n , 7

uTacf‘1| 2 ‘3|4|5‘ 7 dTacf‘1| 2 ‘3‘4| 7
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Figura 18. Estructura de los genes Tac humanos y las variantes de ARNm. Los productos
peptidicos estan indicados con barras negras horizontales bajo las estructuras de ARNm (imagen
tomada de Steinhoff et al., 2014).
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Se ha comprobado la expresion de Tacl en todos los tejidos humanos, especialmente en
cerebro (adulto y fetal), corazon, bazo, colon, glandula mamaria®®®? y placenta®®. Las
concentraciones en los diferentes tejidos de las isoformas y y B, que expresan la SP y

NKA, son las mas abundantes en humanos.

El gen Tac3 fue identificado por primera vez en bovinos como un gen que codificaba la
NKB?®. Existen dos isoformas de Tac3 (a y B) y ambas codifican una sola taquicinina, la
NK584’85.

El gen Tac4 fue descubierto por Zhang et al.®” en el afio 2000 a partir de células
hematopoyéticas en ratones. Dicho gen codifica la hemokinina-1, denominada asi por su
clara expresion en médula 6sea y su implicacion en la maduracion de células B en esta
especie, mostrando una amplia distribucion periférica no neuronal hasta entonces
desconocida. En humanos este gen se caracterizo dos afios mas tarde®® y difiere del de
ratones en que contiene dos sitios potenciales de escision monobasica en el extremo
amino-terminal del predicho péptido HK-1. Asi, el gen Tac4 humano puede generar dos
posibles péptidos: HK-1 y HK-1(4-11) (véase la tabla 10). Se han identificado cuatro
isoformas de ARNm: a, B, y Y 8, que codifican las endokininas, llamadas asi por su papel
en tejidos endocrinos®®. EKA y EKB son formas extendidas de HK-1 y se consideran
auténticas taquicininas, por lo que tienen acciones biologicas SP-like y pueden interactuar
con NKRs®"%8, Mientras que EKC y EKD®8®’ al carecer de la secuencia comdn de las
TK, se consideran péptidos relacionados con las TK (tachykinin-like), por lo tanto, no son
TK.

5.2 Receptores taquicinérgicos (RTK)

5.2.1 Estructura y localizacion de los RTK

Los receptores de las taquicininas pertenecen a la superfamilia de receptores de
membrana acoplados a proteinas G de tipo 1 (RAPG) o rodhopsin-like. Este grupo de
proteinas incluye un gran nimero de receptores de membrana que comparten el mismo
esquema estructural: siete dominios hidrofobicos transmembrana (TMD 1-VII), tres
bucles extracelulares (ECL 1, ECL 2y ECL 3), tres bucles intracelulares (ICL 1, ICL 2 e
ICL 3), un dominio extracelular amino-terminal y otro citoplasmatico carboxi-
terminal’#889 (figura 19). Por su estructura tipica, también se les llama receptores de los

siete dominios transmembrana.
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Figura 19. Estructura del NK1R humano (imagen tomada de Steinhoff et al., 20147°).

Se han descrito 3 tipos: NK1R (receptor de la neurokinina 1), NK2R (receptor de la
neurokinina 2) y NK3R (receptor de la neurokinina 3). El primer receptor clonado fue el
NK1R®y pocos afios después se lograron clonar varios RTK mas®®2, Los RTK han sido
clonados en diferentes especies de mamiferos. En todos ellos, el NK1R es una proteina
de 407 aminoacidos; en cambio, la estructura del NK2R (398 aminoéacidos en humanos)
y NK3R (465 aminoacidos en humanos) varia entre diferentes especies. Se propuso
ampliar la clasificacion de los RTK con el denominado NK4R, cuya farmacologia es casi
idéntica al NK3R, pero no se ha podido demostrar su origen en humanos®.

Las taquicininas naturales pueden interaccionar indistintamente con cualquiera de los tres
receptores taquicinérgicos, aunque las mayores afinidades se observan entre NK1R y SP,
NK2R y NKA, y NK3R y NKB’27", EINPK y NPy, como formas elongadas de NKA que
son, se unen con mayor preferencia a NK2R, aunque también poseen alta afinidad por
NK1R®*%, Tanto la HK-1 como la EKA y EKB presentan alta afinidad por el receptor
NKZ1, con una potencia de activacion similar a la SP, por lo que produce efectos casi
idénticos a ésta a nivel periférico®”%88.9 En cambio, la EKC y la EKD, como se dijo
anteriormente no muestran afinidad por los RTK®®,

Los RTK realizan sus acciones a través de la activacion de una o mas proteinas G: la
unién de un agonista a su receptor especifico en la superficie celular causa un cambio

conformacional en éste que permite su interaccion con la proteina G, formandose asi un
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complejo de alta afinidad: agonista-receptor-proteina G. Los mecanismos de sefializacion
intracelular desencadenados por la unién de las taquicininas a sus receptores son
complejos. Son muchas las posibles rutas de sefializacién que pueden ser activadas por
los RAPG. Estos son capaces de inducir respuestas que implican tanto las rutas mediadas
por calcio (Ca™) como por el adenosin monofosfato ciclico (AMPc). Tras la activacion
de la proteina G, se inicia una cascada de transduccion de sefiales, que en el caso del
NK1R, la ruta de transduccidon de sefiales clasica y mas documentada, es la que se inicia
con la fosfolipasa C (PLC), produciendo inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG),
que actlian como segundos mensajeros, con posterior liberacion de Ca*™ y activacion de
la proteinquinasa C (PKC)®’. En la ruta del AMPc, éste se combina con la proteinquinasa
A (PKA) actuando sobre el ADN y produciendo efectos a largo plazo sobre el
metabolismo, crecimiento y diferenciacion celular (figura 20). Para la activacion de los
RTK es fundamental su interaccion con la region pentapeptidica carboxi-terminal comdn

a las diferentes TK ya mencionada.
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Figura 20. Mecanismos efectores de los receptores acoplados a proteina G. A. Via de la adenilato
ciclasa y proteinquinasa A (PKA). B. Via del fosfatidil inositol bifosfato (imagen tomada de
Alberts, 2015%),

En mamiferos los receptores de las taquicininas se encuentran distribuidos dentro de cada

especie de forma heterogénea. La expresion de NK1R es muy amplia tanto a nivel central
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como periférico, habiéndose descrito en neuronas, células gliales, endotelio vascular,
musculo y diferentes células del sistema inmung®100.101.102.103.104 'Fny cambio, NK2R esté
presente principalmente en la periferia y de una manera muy selectiva en ciertos nicleos
cerebrales'®*1051%  por (ltimo, el NK3R se expresa sobre todo en el SNC, aunque
también se ha visto en ciertos tejidos periféricos como placenta, Gtero, musculo
esquelético, vena porta y mesentérica de la rata, pulmén, higado y ciertas neuronas

entéricas de diferentes especies!04107.108,

5.2.2 Genes de los RTK
Los genes que codifican los receptores NK1R, NK2R y NK3R son Tacrl, Tacr2 y Tacr3,

respectivamente. Estos genes presentan una estructura similar entre ellos, distinguiéndose
en cada uno de ellos cinco exones separados por intrones situados en idéntica posicion’?
(figura 21). La presencia de intrones es una caracteristica poco habitual dentro de la
familia de los RAPG!®, La combinacion y los sitios de empalme de los diferentes exones
puede dar lugar a variantes funcionales, cada una de ellas con una conformacion y distinta
afinidad por los ligandos enddgenos, lo cual permite la potencial expansion de la familia

de receptores taquicinérgicos sin la necesidad de contar con receptores adicionales**?,

407

AT TAG
DI-] ,E-:l ,I-:} ,II:I} | NK,R
T™M1 TM2 TM3 \' ™4 \" ™S5 ‘4’ T™M6 TM7 \,
I 1T 111 IV \Y

398
TGA

:I:mmmu | NK,R

T™M1 TM2 TM3 \’ ™ 4 \" ™S \l' ™6 ru7\

I II III IV Vv

465
ATG TAA

D:IIII E-:l,l-:l,l-:.ll NK;R

T™M1 TM2 TM3 \l' T™ 4 \" ™S5 \' T™M6 TM7 \'

I II I v Vv

Figura 21. Representacién esquematica de la organizacion de los genes que codifican los RTK
humanos. Las regiones codificantes se dividen en cinco exones (I-V) separados por cuatro
intrones (lineas discontinuas). Los segmentos transmembrana codificados por cada exon aparecen
en negro e identificados con las letras TM (1-7). También se indican las posiciones de los

aminoécidos en los lugares de splicing (imagen tomada de Pennefather et al., 2004").
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5.3 Sustancia P

La SP, el primer miembro de la familia de péptidos de las TK, se ha llamado
“neuropéptido pionero”, ya que el conocimiento adquirido gracias a los estudios de TK
nos ha facilitado la comprensién de muchos neuropéptidos.

Como ya se ha comentado, la SP fue descubierta en el afio 1931, cuando el profesor sueco
Von Euler y el britanico Gaddum trataban de encontrar acetilcolina en cerebro e
intestino de caballo. En su lugar, descubrieron una sustancia resistente a la atropina que
estimulaba el musculo liso y disminuia la presion sanguinea®®. Llamaron Sustancia P a
este nuevo material, (P de powder, polvo en inglés) como referencia al polvo seco de
acetona que quedaba en los extractos de los tejidos®® (figura 22).

A

Figura 22. Dr. UIf von Euler (1905-1983) a la izquierda (imagen tomada de nobelprize.org) y
John Gaddum (1900-1965) a la derecha (imagen tomada de bps.ac.uk).

No fue hasta principios de los 70 en Boston, cuando Susan E. Leeman (figura 23) et al.
identificaron la SP como un undecapéptido®, siendo los primeros en sintetizar el
compuesto'? y llevar a cabo un ensayo radioinmunoldgico!'?. Todos estos avances
permitirian la realizacién de numerosos estudios inmunohistoquimicos posteriores en

tejidos de diferente localizacién, tanto animales como humanos.
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Figura 23. Dra. Susan E. Leeman (1930-). Imagen procedente de Boston University.

La SP tiene una secuencia de 11 aminoéacidos: Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-
Leu-Met-NHo.. Entre las caracteristicas fisico-quimicas de la SP parcialmente purificada
destaca que es soluble en agua y alcohol, pero insoluble en éter y cloroformo, resiste la
ebullicién a pH entre 1y 7 pero se destruye rapidamente en medio alcalino, tiene un punto
isoeléctrico cercano a 9 y durante la electroforesis en papel se desvia hacia el catodo a pH
< 10. Su actividad bioldgica es inactivada por la tripsina y pepsina, en cambio resiste la

accion de las carboxipeptidasas®'® (figura 24).

Figura 24. Estructura tridimensional de la SP

Como ya se ha comentado, la SP ejerce sus funciones mediante su unién con el NK1R,
del que es su principal ligando, ya que es el receptor taquicinérgico por el que mas
afinidad presenta de los tres descritos hasta ahora. Su extremo carboxi-terminal es el que
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interacciona y activa al receptor taquicinérgico, mientras que el amino-terminal define la
especificidad frente al subtipo de receptor.

La SP realiza acciones como neurotransmisor, neuromodulador (regulando la actividad
de otros neurotransmisores) y hormona (ejerciendo su actividad a distancia de los lugares
donde es liberada).

Su actividad neurotransmisora fue propuesta ya en la década de los 5014, Tras ser liberada
del terminal presinaptico, la SP se inactiva fundamentalmente a través de la degradacion
por peptidasas, no por recaptacion. Benuck y colaboradores!™ aislaron en 1975 una
enzima parcialmente purificada a partir de cerebro de rata que presentaba actividad
proteolitica sobre la SP, denominada endopeptidasa neutra (EPN), y que reducia
marcadamente la union de la SP a NK1R, debido a su degradacion acelerada*®. La EPN,
también llamada encefalinasa, es una metalopeptidasa de membrana que cataliza la
ruptura de aminoacidos hidrofébicos no terminales por su vertiente amino. Actla sobre
diferentes péptidos ademas de la SP, como son la insulina (cadena B), péptidos opioides,
encefalinas, péptido natriurético auricular, peptido natriurético cerebral, neurotensina y
neuropéptido Y. Esta enzima es inhibida primariamente por el EDTA (acido
etilendiaminotetraacético), fosforamidon y racecadotrilo, y es reactivada por el zinc. La
EPN es identica al antigeno comin de la leucemia aguda linfoblastica comdn, un
marcador proteico de la leucemia aguda linfocitica®'” 118119,

La expresion de la SP, en la mayoria de las localizaciones estudiadas, se ha establecido a
partir de técnicas de inmunohistoquimica, empleando anticuerpos selectivos frente a
SP'20 Es importante sefialar que algunos estudios han puesto en evidencia una reactividad
cruzada de los anticuerpos anti-SP con otras endokininas similares a la SP, como la HK-
1, EKA y EKB®"12,

Numerosos autores han descrito la existencia de SP en la mayoria de las partes del SNC
y periférico de todos los mamiferos estudiados, incluyendo al hombre, si bien su
distribucién es muy variable entre diferentes areas anatémicas.

En el SNC la SP se localiza en la corteza cerebral, en las areas somatomotora,
somatosensorial, visual y olfatoria. Sin embargo, es a nivel subcortical donde se hallan
las mayores concentraciones de este péptido: los nicleos caudado y putamen presentan
una densidad muy elevada de somas celulares que expresan SP, presentando proyecciones
de fibras axonales a la sustancia negra. De esta forma el &rea nigro-estriada supone una
de las areas de mayor concentracion del péptido. También hallamos SP en los nlcleos

amigdalares del hipocampo, capsula interna y séptum. Recientes estudios indican la
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existencia de receptores de taquicininas en lineas celulares de la glia®, astrocitos y lineas
celulares de astrocitomas®??23, En el tronco encefalico se localiza entre los principales
nlcleos neuronales (destacando el trigémino), y en la médula espinal sobre todo a nivel
de las astas posteriores. A nivel del sistema nervioso periférico, la SP se localiza
principalmente en las neuronas sensoriales primarias de los ganglios espinales, cadena
cervical simpatica y en los ganglios yugular, nodoso y trigeminal®?,

En el resto del organismo, la SP esta ampliamente distribuida, localizandose alrededor de
los vasos sanguineos o terminaciones nerviosas en la mayoria de drganos y tejidos: piel,
foliculos pilosos, glandulas sudoriparas, aparato respiratorio, genitourinario y
cardiovascular, en los plexos mientérico y submucoso del sistema digestivo e incluso en
la pulpa dentarial32°1% Por (ltimo, se ha descrito la presencia de SP en la placenta,

drgano carente de inervacion®3126,

5.4 Receptor NK1 (NK1R)

La accion bioldgica de la SP es fundamentalmente mediada por el NK1R, pues la SP es
el ligando natural con mayor afinidad a dicho receptor?’.

La estructura del NK1R consiste en siete hélices transmembrana conectadas entre si a
través de tres bucles intracelulares y otros tres extracelulares, con un extremo N-terminal
extracelular y otro C-terminal intracelular (véase figura 19).

Cuando el ligando se une al receptor se producen cambios conformacionales en las asas
intracelulares del receptor y se activa la proteina G para que complete el mecanismo de
traduccion de la sefial. Esta conformacidn adoptada por el receptor estaria condicionada
tanto por el ligando'?® como por el microambiente, es decir, el medio extracelular y la
composicion fosfolipidica de la membrana en la proximidad del receptor'?®. Se ha
demostrado la existencia de diferentes conformaciones activas tanto en el NK1R como
en el NK2R, que activaran diferentes mecanismos efectores ademas de una afinidad
distinta por los agonistas y por los antagonistas!?8130:131.132

En los ultimos afios se ha intentado identificar el sitio de union de la SP con el NK1R.
Como resultado de numerosos trabajos se cree que esta union, dado el caracter hidrofilico
de la SP, se produce a nivel de multiples dominios de la cara extracelular del receptor.
Los antagonistas no peptidicos, por su naturaleza hidrofoba, tienen su lugar de union al
NKI1R localizado méas profundamente, entre los segmentos transmembrana, a diferencia
de la SP (figura 25).
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Figura 25. Representacion esquematica que muestra los sitios de union de la SP (a) y del
antagonista no peptidico CP-96,345 en el NK1R (b). La primera imagen muestra la vision
extracelular en la que se representan los bucles y la region N-terminal. Los circulos verdes
representan los residuos que interactian 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. Hay muy poco solapamiento en los sitios de union de la SP y de CP-
96,345, aunque sean antagonistas competitivos, debido a que estos receptores funcionan como
moléculas alostéricas, donde agonistas y antagonistas estabilizan diferentes conformaciones
(imagen tomada de Hokfelt et al., 2001%).

El NK1R tiene una estructura altamente conservada. A €l se unen ligandos con alta
afinidad, incluyendo SP y péptidos SP-like como hemokinina y endokinina. La union de
la SP al NK1R activa diferentes vias intracelulares entre las que figura tanto la fosfolipasa
C (PLC) como la adenilato ciclasa y, como consecuencia de las mismas se produce una
movilizacion del Ca*™ intracelular, hidrdlisis del fosfoinositol, aumento del AMPc y

activacion de las protein-quinasas activadas por mitégenos (MAPKS) (figura 26).
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Figura 26. Representacion esquematica de las vias de sefializacion intracelular tras la activacion
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del NK1R por la SP, dando lugar a la proliferacion celular, efecto antiapoptdpico y migracion

celular (imagen tomada de Rosso et al., 2012%%).

Gracias a los estudios de Grady et al.***, mediante estudios con microscopia confocal
usando SP marcada y anticuerpos anti-NK1R, determinaron que la SP y su receptor se
internalizan rapidamente por la accién de la clatrina, formando lo que se denomina
endosomas tempranos. En estado basal, en ausencia de SP, el NK1R se encuentra en la
membrana plasmatica. Tras la exposicion de las células a la SP, el complejo ligando-
receptor se internaliza por endocitosis conformando los endosomas tempranos que se
dirigen a la region perinuclear donde se acidifican provocando la disociacion de la SP y
el NK1R. Finalmente, tras la liberacion de la SP, los receptores aparecen de nuevo en la
membrana plasmatica. Es posible que éste no sea el Unico método de entrada, como
sugieren estos autores. Existen diferentes teorias para explicar este fendmeno, como son
la sintesis de nuevos receptores, la insercidn de receptores preformados o el reciclaje de
los ya internalizados. En cambio, el ligando se degrada enzimaticamente en el interior de
los endosomas, pues no aparece de nuevo en la membrana plasmatica. Estos mecanismos
de endocitosis y reciclaje de los receptores serian responsables de los fendmenos de
desensibilizacion y resensibilizacion del NK1R en presencia de SP. Por medio de esta
regulacion celular frente a la SP, la célula conseguiria hacerse insensible en situaciones

en las que haya cantidades excesivas de este NP.
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La diferente expresion de los subtipos de NK1R en cada localizacion ha ofrecido nuevas
perspectivas en el campo de la regulacidn de estos receptores, al establecer una relacién
entre cada TK con su subtipo de receptor y su mecanismo efector. Esto amplia las
implicaciones fisioldgicas derivadas de la interaccion entre la SP, endokininas SP-like,
NKA y NKB con el NK1R, pues el hecho de que cada TK pueda activar al NK1R en
diferentes sitios permitiria emplear antagonistas selectivos de este receptor capaces de

bloquear diferentes acciones con diferente potencia’®.

Respecto a la realizacién de técnicas de inmunohistoquimica para localizar el NK1R, se
debe tener precaucion al emplear anticuerpos dirigidos frente al extremo C-terminal de
dicho receptor, ya que otras moléculas como proteinas accesorias podrian enmascarar

determinantes antigénicos de dicho extremo y ocasionar resultados discordantes.

Existen dos isoformas del NK1R, que ya detectd Kage et al.’*>!3 en las glandulas
submaxilares de la rata, y se diferencian en la longitud del extremo carboxi-terminal
(figura 27).
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Figura 27. Comparacion de la regulacion y sefializacion de las formas larga y truncada del NK1R
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en humanos. A: la forma larga del NK1R es fosforilada por GRKSs (quinasas de los RAPG) y PKC
en el extremo carboxi-terminal e interactiia con B-arrestinas, que median la desensibilizacion,
endocitosis y sefializacion endosomal. B: el NK1R truncado carece de la mayor parte del C-
terminal, no es fosforilado y no interactia con p-arrestinas. Como resultado, presenta defectos en
la desensibilizacion, endocitosis y sefializacion endosomal (imagen tomada de Steinhoff et al.,
20147).

La forma larga posee 407 aminoacidos, mientras que la forma corta (NK1R truncado)
tan solo 311. El menor nimero de residuos se debe al dominio intracelular ya que en esta
region parece situarse el mecanismo implicado en la fosforilacién dependiente de
quinasas de los RAPG. Por consiguiente, la forma corta parece tener una menor capacidad
para la internalizacion 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 vy los tejidos periféricos. 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.**” en 1992, indican que existen maltiples formas del NK1R
humano y que la diferente activacion de la respuesta intracelular podria estar en relacion
con la complejidad de los efectos biologicos de la SP. Estos datos sugieren que la forma
corta podria representar un sistema efector diferente. Diversos estudios de secuenciacion
de proteinas apuntan que las dos isoformas provienen de un corte y empalme alternativo

del pre-ARN mensajero.

5.5 Fisiopatologia de la SP y el NK1R

Hay muchos estudios acerca de la distribucion de la SP en el SNC y SNP en
mamiferost*®13%140y todos han mostrado que es extensa en ambos sistemas. Igualmente,
muchos estudios han revelado también una amplia expresién del NK1R en el SNC de
mamiferos y en tejidos periféricos, células endoteliales vasculares, células musculares,
del tracto gastrointestinal y genitourinario, pulmon, glandula tiroidea y células
inmunest41:142143.144.145,146.147 ) 5 SP se encuentra en todos los fluidos corporales, tales
como sangre, liquido cefalorraquideo, leche materna, etc., es decir, es ubicua en el cuerpo

humano (figura 28).
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Figura 28. Interrelacion entre el SNC y otros sistemas en los que la SP/NK1R esta regulada
positivamente en condiciones patoldgicas. La SP se une al NK1R por mecanismo autocrino (SP
se secreta a partir de células), paracrino (la SP ejerce una accion bioldgica en células endoteliales
y en otras células) y/o endocrino (la SP se secreta por los diferentes 6rganos a los vasos
sanguineos). La SP también es liberada desde las terminaciones nerviosas y/o llega a todo el
cuerpo a traves del torrente sanguineo (esto es regulado por el sistema limbico) (imagen tomada
de Mufioz et al., 2014*),

Después de su unidn con el NK1R, la SP regula muchas funciones biolégicas (fisioldgicas
y fisiopatoldgicas). De entre ellas destacaremos su papel en el tracto gastrointestinal,
respiratorio, urogenital, piel, sistema nervioso y sistema inmune, asi como en importantes

procesos patologicos, como son el cancer, el dolor o la inflamacién.

5.5.1 Tracto gastrointestinal

En el tracto gastrointestinal, las TK son neurotransmisores que regulan la motilidad
intestinal, secrecion y funciones vasculares. También contribuyen en la respuesta del
intestino a la inflamacion y el dolor'®°. Las taquicininas coexisten con la acetilcolina, el
transmisor primario de neuronas excitatorias que inervan el musculo, y actian como un
co-neurotransmisor de estas neuronas. La transmision excitatoria esta mediada por los
receptores NK1 (principalmente en las células intersticiales de Cajal) y los receptores
NK2 en el masculo. Ademas, las TK participan en la transmision excitatoria lenta en las

sinapsis neuro-neuronales, a través de los receptores NK1 y NK3, tanto en vias
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ascendentes como descendentes que afectan a la motilidad. Por otro lado, la activacion de
los NK1R y NK2R en el epitelio, estimula la secrecion de fluidos. Durante la inflamacion
se activan los RTK en las células inmunes. Por ultimo, las taquicininas se liberan de los
terminales centrales de las neuronas aferentes gastrointestinales en la médula espinal,

particularmente en las vias nociceptivas.

5.5.2 Tracto respiratorio

Las TK tienen una gran potencia broncoconstrictora y se piensa que pueden tener un papel
relevante en algunas enfermedades cronicas de la via aérea como el asma o la EPOC. Los
primeros en determinar la inmunorreactividad de la SP en el aparato respiratorio fueron
Nilsson y colaboradores'®, quienes identificaron SP en fibras nerviosas del musculo,
tejido conectivo y epitelio traqueobronquial. Hoy sabemos que la SP es un
broncoconstrictor muy potente que ademas tiene gran efecto vasodilatador sobre los vasos
de la via aérea, induce la secrecion de moco y regula el mecanismo de aclaramiento
mucociliart®?, ademas tiene un importante papel en la hiperreactividad alérgica de las vias

respiratorias.

5.5.3 Tracto urogenital

En el sistema urinario las TK estimulan el tono muscular liso, el peristaltismo ureteral y
las contracciones de la vejiga, inician inflamacion neurogénica y provocan reflejos
locales y espinales destinados a mantener las funciones de los 6rganos en situaciones de
emergencia. A nivel genital, estan involucradas en la contraccion del musculo liso, en la
inflamacion y en la modulacion de la secrecion de esteroides por parte de los testiculos y
los ovarios®®?. La SP y el NK1R estan distribuidos ampliamente por el cordén umbilical
y la placenta en humanos®®3. La SP tiene un efecto vasodilatador de los lechos vasculares
placentarios maternos y fetales y parece estar involucrada en la funcion reproductiva, el

aborto inducido por el estrés™* y la preeclampsia>***°.

5.5.4 Piel

La SP se encuentra en los terminales nerviosos de las fibras existentes en la dermis papilar
y epidermis. También se objetiva en los corpusculos de Meissner, asi como en las
inmediaciones de las glandulas sudoriparas y los vasos sanguineos®”1%¢, Sus funciones
en la piel estan relacionadas con la inflamacién, el dolor y el prurito. También esta

implicada en la cicatrizacion de las heridas!™® y en la alopecia inducida por el estrés,
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5.5.5 Sistema nervioso central

A nivel cortical, la SP actia modulando la actividad neuronal, aumentando esta actividad
de manera intensa y duradera®®l. A nivel del tracto hipotalamo-hipofisario induce un
aumento en la liberacion de hormonas hipofisarias!®?. La sustancia negra es de las zonas
que mayor concentracion de SP posee de todas las regiones cerebrales. Parece ser que la
SP acttia como un neurotransmisor estimulador de las neuronas dopaminérgicas de la via
nigroestriatal, mientras que el GABA vy la dinorfina A actGan como inhibidores. Se ha
comprobado como en la enfermedad de Parkinson'®®, que se caracteriza por tener una
menor concentracion de dopamina en la sustancia negra, existe una disminucién de la
concentracion de SP. La presencia de SP y NK1R en &reas como la amigdala sugiere su
participacion en el comportamiento emocional y la respuesta neuroquimica al
estrés®+165166 En la médula espinal la SP estd presente fundamentalmente en las
neuronas de las astas posteriores, aunque también lo esta en las laterales y, en menor

medida, en las anteriores.

5.5.6 Sistema inmune

La SP y el NK1R son expresados por multiples células inmunitarias:

- Neutrofilos: la SP regula la actividad y funcion de estas células, y puede controlar
su produccion e infiltracion en tejidos inflamados.

- Monocitos y macréfagos: es conocido el papel de la SP en la regulacion de la funcion
de los macréfagos durante la cicatrizacion de las heridas, la inflamacién,
autoinmunidad y la infeccion®91¢7,

- Células dendriticas: estas células coordinan la activacion de los linfocitos antigeno-
especificos efectores y de memoria, jugando un mayor rol en la inmunidad adquirida.
Las células de Langerhans expresan SP® que puede controlar la proliferacion de
células T**°y regular otras células de la piel, como los queratinocitos.

- Mastocitos: existe una comunicacién bidireccional entre los mastocitos y las
neuronas sensoriales primarias, por lo que los NP estimulan los mastocitos y éstos
controlan la liberacion de NP. La SP induce la liberacion de TNFa (factor de necrosis
tumoral alpha) y del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) de los
mastocitos, contribuyendo asi a la inflamacion, inmunidad y angiogénesis. Ademas,

la SP estimula la liberacién de histamina.
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- Eosindfilos: no es bien conocida la activacion de los eosinéfilos por las TK ni la
produccion de TK por parte de los eosindfilos. Se piensa que estdn implicadas las
células epiteliales.

- Linfocitos: las células T sintetizan SP y expresan NK1R durante la inflamacion y la
infeccion. La SP regula la proliferacion de celulas T, la liberacion de citoquinas y

quimioquinas, y estimula la actividad de los linfocitos Natural Killer.

En la tabla 11 se resumen los efectos proinflamatorios de la SP en diversas células

inmunitarias.

Tabla 11. Efectos proinflamatorios de la SP en células inmunes (imagen tomada de O"Connor et
al., 20047,

Cell type Effects

Lymphocytes Potent chemoattractant
B lymphocyte differentiation cofactor
Increases immunoglobulin secretion
Stimulates T lymphocyte proinflammatory cytokine release
Stimulates T lymphocyte natural killer activity
Stimulates T lymphocyte proliferation
Lymphocytes can produce SP
Monocytes/macrophages Potent chemoattractant
Stimulates proinflammatory cytokine release
Induces oxidative burst
Stimulates synthesis and release of arachidonic acid metabolites
Macrophages express NK-1R and secrete SP
Neutrophils Chemoattractant
Stimulates degranulation and respiratory burst
Increases adherence to epithelial cells (upregulates adhesion molecule
expression)
Stimulates proinflammatory cytokine release
Mast cells Close contact between mast cells and nerves
Induces degranulation
Induces histamine and serotonin release
Stimulates proinflammatory cytokine release
Eosinophils Chemoattractant
Stimulate activation, degranulation, release of O,, and thromboxane
Fosinophils can secrete SP

5.5.7 Nocicepcion

La mayoria de las fibras C aferentes que expresan SP pertenecen a distintos tipos de
nociceptores que se activan mediante estimulos térmicos, quimicos y mecanicos, ya sea
en la piel o bien por distension visceral*’*. A partir de sus terminales, tanto centrales como
periféricos, estas neuronas al ser estimuladas, liberan SP, NKA y CGRP (péptido
relacionado con el gen de la calcitonina).

A nivel central, la liberacion de SP ejerce su actividad a través de un efecto denominado
potencial postsinaptico excitador de baja velocidad que actta sobre las neuronas de

segundo orden en la médula espinal y tronco cerebral. Esta activacion produce
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modulacion del reflejo protector de flexion, percepcion del dolor, asi como varios reflejos
autdbnomos y respuestas endocrinas.

A nivel periférico, los axones de estas fibras C aferentes presentan una gran distribucién
colateral en una gran variedad de tejidos como piel, visceras y ganglios autdnomos.
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 autdnomos y, por ultimo, hacia el SNC para transmitir la sefial de dolor.

Hoy sabemos que la SP no solo regula la excitabilidad de las neuronas nociceptivas del
asta dorsal y la integracién del dolor a nivel central, sino que también esta involucrada en

la generacion del estrés y ansiedad que éste desencadena®’?.

5.5.8 Inflamacion

Las fibras C de las terminaciones de neuronas primarias aferentes sensibles a la capsaicina
son las responsables de la inflamacion neurogénica en 6rganos periféricos'’® y la SP es
un mediador en este proceso!’®. Estas neuronas median respuestas nociceptivas a
estimulos fisicos (térmicos, mecanicos) y quimicos. La inflamacién neurogenica consiste
en un incremento de la permeabilidad vascular, dilatacion arteriolar, extravasacion del
plasma, formacion de edema y la infiltracion de leucocitos desde vénulas poscapilares
(figura 29).

La SP ha sido implicada también en la resolucién de la inflamacion, mediante un efecto
proliferativo en determinadas células. Este péptido actia como un mitdégeno para las
células del musculo liso, los fibroblastos, las células endoteliales y los

sinoviocitost?217>178.177 por tanto, tiene un papel importante en la angiogénesis*’®.
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Figura 29. Contribucién de las TK y sus receptores en la inflamacion neurogeénica y el dolor.

1: El estimulo nocivo en los tejidos periféricos conduce a la liberacion o formacién de maltiples
factores que derivan de la circulacion, de células inmunes y de tejido epitelial, como son
proteasas, factores de crecimiento, péptidos (bradicininas), lipidos (prostaglandinas), aminas,
purinas, iones, la presion o el aumento de temperatura. 2: Estos factores pueden activar varios
tipos de receptores y canales, incluyendo RAPG, canales TRP (receptor de potencial transitorio)
y RTKs (receptores tirosin quinasa). 3: Los nociceptores activados liberan NP en los tejidos
periféricos, como la SP y la NKA, que estimulan los NK1Rs en las células endoteliales de las
vénulas poscapilares y provocan la extravasacion del plasma y la infiltracién de granulocitos, y
el CGRP, que estimula el CLR (calcitonin like-receptor) en arteriolas para causar hiperemia.
Estos cambios constituyen la inflamacién neurogénica. 4: Si estos factores excitan a los
nociceptores y generan potenciales de accion, la SP y el CGRP también son liberados de las
proyecciones centrales de los nociceptores en el asta dorsal de la médula espinal, donde los NP
activan a los receptores de las neuronas espinales para transmitir el estimulo doloroso a nivel

central (imagen tomada de Steinhoff et al., 2014).
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5.5.9 Cancer

Diferentes estudios, entre los que destacan los realizados por el equipo del Dr. Mufioz,
muestran la expresion de la SP en tumores odontogénicos queratoquisticos, carcinomas
orales de células escamosas, cancer de laringe, melanoma, glioma, retinoblastoma,
neuroblastoma y cancer de pulmgn?’®180.181.182183 '} 5 SP ha sido localizada tanto en el

citoplasma como en el niicleo de las células tumoralest’®180.181.184

Los NK1R también se han descrito en tumores primarios como el glioma, astrocitoma,
retinoblastoma,  ganglioneuroblastoma, leucemia, neuroblastoma, carcinomas
(pancreadtico, laringeo, géstrico, de colon, medular de tiroides, mama y carcinoma
oral)17180.181.182.185.186  Ademgs, los NK1R se sobreexpresan en las células tumorales, en
comparacion con las células no tumorales!82184185187 | 5 SP, de una forma concentracion-
dependiente, puede inducir la proliferacion de las células tumorales en diferentes tipos de

lineas celulares tumorales.

La neoangiogénesis es estimulada por la SP*’®. En la mayoria de tumores estudiados tanto
la SP como el NK1R se encuentran en los vasos sanguineos intra y peritumorales, e
incluso, durante la neoangiogénesis se incrementa la inervacion del tejido y la expresion
de NK1Rs. Por otro lado, la migracion de las células tumorales es crucial para el
desarrollo de metastasis. Se conoce que dicha migracion es inducida por los NT clasicos
(dopamina, noradrenalina), asi como por la SP, cuya interaccion con el NK1R induce un
cambio en la morfologia celular (blebbing) lo que facilita la movilizacion, extension e

infiltracion celular'®818°,

Por todo esto, el bloqueo de los receptores NK1 se ha convertido en una diana terapéutica

de creciente interés en los Gltimos afiost33147182,183184,190,191,192

5.6 Antagonistas de los NK1Rs

EI NK1R se expresa a lo largo del SNC y de los tejidos periféricos en mamiferos. Gracias
a las herramientas farmacologicas de las que se dispone hoy en dia (agonistas y
antagonistas) se pueden esclarecer las funciones fisiologicas del NK1R y establecer las

posibles aplicaciones terapéuticas de los antagonistas de los NK1R.

Hay dos grupos de antagonistas de los NK1R: los antagonistas peptidicos y los

antagonistas no peptidicos.
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5.6.1 Antagonistas peptidicos

La mayoria de los trabajos realizados en el disefio y preparacion de los antagonistas
peptidicos se han centrado en la introduccién de D-aminoécidos. Sin embargo, estos
antagonistas presentan menor afinidad por el NK1R que sus agonistas naturales,
inestabilidad metabdlica e imposibilidad para atravesar la barrera hematoencefalica,
motivos por los cuales, su utilidad en estudios in vivo esta limitada. Ademas, despues de
ser administrados en el SNC estas sustancias presentan baja potencia, incapacidad para

discriminar entre RTK, actividad agonista residual parcial e inducen neurotoxicidad*182,

El primer antagonista de origen peptidico que se desarroll6 fue el Spantide (DArg-Pro-
Lys-Pro-GIn-GIn-DTrp-Phe-DTrp-Leu-Leu-NH2), no muy activo y neurotoxico!®®. Para
evitar estos efectos y con el fin de aumentar la potencia y la selectividad se desarroll6 el
Spantide 11'** (DNicLys-Pro-Pal-Pro-DCl,Phe-Asn-DTrp-Phe-DTrp-Leu-Nle-NH,).
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 NK1R y NK2R, lo cual podria tener ciertas aplicaciones terapéuticas,
o0 el L-668,169 con una gran afinidad sobre el NK1R. Las investigaciones posteriores se
encaminaron a desarrollar un antagonista mediante la deleccion progresiva de
aminodacidos 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.

5.6.2 Antagonistas no peptidicos

Las limitaciones encontradas en los antagonistas peptidicos, impulsé la busqueda y
desarrollo de nuevos antagonistas no peptidicos de diferente naturaleza: esteroidea,

derivados piperidinicos y derivados del triptofano®®.

El primer antagonista no peptidico descrito con actividad selectiva frente al NK1R fue
CP-96,3457 (véase figura 25), que se encuentra dentro del grupo de los derivados de la
quinuclidina, junto con L-709,210. Entre los antagonistas tipo esteroideos destaca WIN-
51,708y, entre las perhidroisoindolonas, RP-67,580, RP-73,467 y RPR-100,893. Dentro
de las benziléter piperidinas encontramos el L-733,060, L-741,671y el L-742,694. En el
grupo de las benzilamino piperidinas destacan el CP-99,994, GR-203,040, GR-205,171
y CP-122,721. Por (ltimo, en los derivados del triptéfano se incluye el L-732,138%,
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Se han llegado a presentar mas de 500 patentes de antagonistas de NKRs durante los
altimos 20 afios, algunos han sido evaluados en ensayos clinicos. A pesar del intenso
esfuerzo, solo se ha logrado la aprobacion por parte de la FDA (Food and Drug
Administration) de un antagonista, Aprepitant y su profarmaco Fosaprepitant, para
tratar las nauseas y vomitos inducidos por la quimioterapial®®19°2% E| aprepitant esta

disponible para uso oral y el fosaprepitant para uso intravenoso.

La férmula quimica del aprepitant es C2sH21F7N4Os (figura 30).

Figura 30. Estructura quimica del Aprepitant. Los atomos de carbono estan representados en gris,
hidrégeno en blanco, flaor en amarillo, nitrégeno en azul y oxigeno en rojo (imagen tomada de
Rosso et al., 2012%),

Estudios en animales y seres humanos con Aprepitant han demostrado que cruza la
barrera hematoencefalica y ocupa los receptores encefalicos NK1R. En modelos animales
inhibe la emesis inducida por agentes quimioterapéuticos citotdxicos, entre ellos,
cisplatino, mediante acciones centrales. Los estudios en animales y en humanos
demuestran que Aprepitant aumenta la actividad antiemética del antagonista de los
receptores 5-HT3 ondansetron y el corticosteroide dexametasona, y que inhibe las fases

agudas y tardias de emesis inducida por cisplatino®®2%1,

5.6.3 Aplicaciones terapéuticas

Una caracteristica de los NP es la plasticidad en su expresion. En varios sistemas, los
péptidos pueden ser expresados normalmente a niveles muy bajos, pero estan regulados
positivamente en respuesta a, por ejemplo, una lesion nerviosa?®?. Los antagonistas del
NK1R acttan de una forma concentracién-dependiente, es decir, en los sistemas alterados

con altas concentraciones de SP, pudiendo asi bloquear las acciones fisiopatoldgicas de
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la SP y, por tanto, ser utilizados como una herramienta terapéutica en patologias humanas
en las que el sistema SP / NK1R esté implicado*® (figura 31).

- NERVOUS SYSTEM
Emesis
Emotional stress: anxiety
depression
Alcohol addiction
Pain
Migraine
Seizure
NK-1 receptor 2. Neurodegeneration
antagonists i

Therapeutic intervention

- INFLAMMATION DISEASES

Block SF functions - INFECTIOUS DISEASES
\ Viral Infection: herpes, myocarditis,

RSV, measles, HIV
NK-1 receptor —> Severe bacterial infection: meningitis
sepsis

NK-1 receptor overexpression - CANCER

NK-1 receptor upregulation - LIVER hepatitis, colostasis and pruritus

- PLATELET thrombotic disease

-ABOURTUS

Figura 31. Implicacion del complejo SP/NK1R en la patologia humana. En muchas enfermedades,
este complejo esta alterado, por lo que los antagonistas del NK1R podrian bloquear las acciones
fisiopatoldgicas mediadas por la SP. Por ejemplo, en las células cancerigenas existe una
sobreexpresion del NK1R vy, por otro lado, en pacientes con VIH se han descrito niveles altos de
SP (imagen tomada de Mufioz et al., 2014).

Se han descrito muchas enfermedades en el ser humano en las que el sistema SP/NK1R
estd implicado como son la emesis, la migrafia, la depresion y ansiedad, el dolor, la
epilepsia, enfermedades neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer, esclerosis maltiple,
ELA, corea de Huntington), enfermedades inflamatorias (asma, bronquitis cronica, Ell,
artritis reumatoide), infecciones virales (Herpes, sarampion, VRS, VIH) y bacterianas
(sepsis, meningitis), asi como el aborto, la hepatitis, el prurito, trombosis, y también, el

crecimiento tumoral y el desarrollo de metéastasis.

La aplicaciéon de los antagonistas del NK1R en el tratamiento de estas enfermedades

constituye una excelente estrategia (tabla 12).
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Tabla 12. Aplicaciones terapéuticas de los antagonistas del NK1R (imagen tomada de Mufioz et
al., 2011,

DISEASE THERAPY
Emesis Antiemetic
Anxiety Anxiolytic. Acting on the limbic system.
Depression Antidepressive. Acting on the limbic system.
Pain Analgesic
Inflammation. Asthma, sarcoidosts, chronie bronchitis, inflammatory bowel disease, Antiinflammatory.
rheumatoid arthritis. -
Migraine Antimigraine
Alcoholism Antialcohol addiction
Neurodegenerative Neuroprotection.
diseases Antiapoptotic action.
Acute and chronic hepatitis Hepatoprotector
(toxic and viral origen) Antiinflammatory,
Antiapoptotic,
Antinecrosis, antiviral.
Cholestasis and pruritus Anticholestasis.
Antipruritus
Viral mfection. Human immunodeficiency virus, respiratory syncytial virus, Antrviral action
myocarditis, measles virus, subacute sclerosing panencephaltis.
Cancer Antitumour action. Inhibition of tumour cell proliferation, apoptotic effect,
antiangiogenesis, antinigration of tumour cells

Muchos ensayos clinicos han informado de la ausencia de efectos secundarios graves con
la administracion de antagonistas de los NK1R en seres humanos?®, incluso cuando el
antagonista del NK1R se administré a dosis altas (300 mg/dia)®°. Por todo esto, estan
surgiendo nuevas posibilidades de investigacion para mejorar el tratamiento de
enfermedades en las que el sistema SP/NK1R esta regulado positivamente. Sin embargo,
cabe sefialar que, aunque muchos estudios preclinicos han informado de los efectos
beneficiosos de los antagonistas del NK1R en el tratamiento de ciertas enfermedades, a
menudo no se encontraron estos efectos en ensayos clinicos humanos. Esto podria
explicarse en parte por las especies utilizadas en estos estudios. En este sentido, se ha
informado de que varias especies muestran cambios en la secuencia de aminoacidos del
NKI1R vy, por tanto, estas variaciones podrian regular la intensidad de accion de los
antagonistas del NK1R estudiados**®?%42% QOtra explicacién podria ser los criterios
clinicos elegidos para la seleccion de los pacientes incluidos en los ensayos en humanos*#®

o las diferentes dosis administradas®%-2%,
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Con respecto a las amigdalas palatinas y el sistema SP/NK1R, la bibliografia actual esta
muy limitada. Hemos encontrado solo 3 articulos relacionados con este punto. En el
primero de ellos, Reubi et al.?’” determina la localizacion de los receptores de la SP, entre
otros, en los diferentes tejidos linfoides humanos, incluyendo las amigdalas. En el
segundo, Goldbart et al.2® sugiere que la exposicion temprana al VRS podria inducir
cambios neuroinmunomoduladores (en los que estaria implicada la SP y el receptor
NK1R), que estimularian la proliferacion del tejido adenoamigdalar en nifios con SAOS.
Por Gltimo, el estudio de Gozal et al.?%® apoya la idea del uso de antagonistas del NK1R

en el tratamiento de nifios con SAOS.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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La SP es ubicua en el cuerpo humano. Se encuentra tanto en el SNC como en el SNP, en
fuentes neuronales y no neuronales. A través de su accion mediada por la union al NK1R,
interviene en el procesamiento de la respuesta inflamatoria de los tejidos. Las células del
sistema inmune (células dendriticas, monocitos-macrofagos, neutrofilos, linfocitos,
mastocitos, eosintdfilos) expresan SP y NKI1R, ademas SP/NK1R se sobreexpresan
durante la inflamacion y la infeccion. A su vez, la SP posee efectos proinflamatorios y
actia regulando la funcion de las células inmunitarias de nuestro organismo,

contribuyendo asi a la inflamacion y a la inmunidad.

Las amigdalas son érganos de tejido linfoide que combaten las infecciones a traves de la
activacion inmunoldgica que inician. Se caracterizan por la presencia de criptas, cuyo
epitelio especializado se compone de diversas células inmunes que se encargan de
analizar el antigeno con el que toman contacto, iniciandose una cascada de respuesta

inmune no solo a nivel local, sino también sistémico.

La hipoétesis que nos planteamos en este estudio es que, al igual que las células
inflamatorias y no inflamatorias expresan SP y NKI1R, y a su vez, en los procesos
inflamatorios e infecciosos la SP y el NK1R estan sobreexpresados, probablemente la SP
y el NK1R se sobreexpresen en las estructuras y células que componen la amigdala que

ha sufrido infecciones recurrentes.

Los objetivos de este trabajo, mediante el empleo de técnicas de inmunohistoquimica,

son:

1. Estudiar la expresion, localizacion y distribucién de la SP en tejido amigdalar de
nifios con amigdalitis recurrentes.
2. Estudiar la expresion, localizacion y distribucion del NK1R en tejido amigdalar

de nifios con amigdalitis recurrentes.
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l1l. MATERIAL Y METODOS
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1.

MATERIAL DE ESTUDIO

1.1 MATERIAL FUNGIBLE

Micropipetas seroldgicas estériles de 1a 10 pl y de 10 a 500ul (Gilson, Francia).
Portaobjetos cargados electrostaticamente (Leica Biosystems, Alemania).
Cubreobjetos (Leica, Alemania).
Puntas de pipeta estériles de 1 a 10 pl y de 10 a 500 ul (Nunc Brad Products,
Dinamarca).
Papel de filtro (Auxilab, Espafia).
DPX (medio sintético de montaje) (BDH Laboratories, Reino Unido).
Alcohol (Instrumentacion técnico analitica, Espaiia).
Xilol (Instrumentacion técnico analitica, Espafia).
Kit de inmunohistoquimica “Bond™ Polymer Refine Detection” (Leica Biosystems,
Alemania) que contiene:
1. Bloqueante de peroxidasa: tampon fosfato con peroxido de hidrogeno.
2. Polimero Poly-HRP-IgG anti-conejo.
3. Cromogeno DAB: 3,3-diaminobencidina tetraclorhidrato en solucién
estabilizante.
4. Peroxido de hidrogeno en solucion estabilizante.
5. Hematoxilina.
Bond™ Wash Solution 1X (Leica, Alemania).
Bond™ Dewax Solution (Leica, Alemania).
Bond™ Epitope Retrieval Solution 1 (Leica, Alemania).
Formol (Instrumentacién técnico analitica, Espafa).

Parafina (Merck, Espafia).

1.2 MATERIAL INVENTARIABLE

Inmunotefiidor Bond RX™ (Leica Biosystems, Alemania).
Microtomo (Leica Geosystems, Espafia).

Frigorifico Superser Ecologic.

Estufa para temperatura de 37°C (Labline, Espafia).

Microscopio 6ptico Leica DM 2000.
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- Objetivos Leica NPLAN 5x, 10x, 20x, 40x y 60x.
- Escéaner iScan HT 360 Roche-Ventana.

- Programa para fotografia digital Ventana Image Viewer, version 3.1.4, afio 2012.

1.3 MATERIAL BIOLOGICO: ANTICUERPOS Y TEJIDO AMIGDALAR

Se emplearon los siguientes anticuerpos:
- Anticuerpo policlonal de conejo anti-NK1R (Sigma-Aldrich, Espafa).
- Anticuerpo policlonal de conejo anti-SP (Sigma-Aldrich, Espafa).

Las muestras de tejido amigdalar se obtuvieron a partir de las amigdalectomias realizadas
por el servicio de Otorrinolaringologia del Hospital Universitario Virgen de Valme,
contando para ello con la colaboracion del departamento de Anatomia Patolégica de dicho
centro.
La seleccion de casos se llevo a cabo entre los meses de septiembre y noviembre de 2017
y los CRITERIOS DE INCLUSION fueron:
- Amigdalectomias desarrolladas en régimen de cirugia mayor ambulatoria, que
cumplen los siguientes criterios®29;
« Mayores de 3 afios
« No presentan enfermedades sistémicas graves
« No presentan malformaciones corporales, especialmente craneofaciales que
afecten a la via aérea.
« No tienen obesidad morbida.
« Presentan un riesgo quirdrgico ASA | (paciente sano) 6 ASA Il (paciente con
enfermedad leve sin limitacién funcional) de la clasificacion de la American
Society of Anesthesiologists (ASA).
- Amigdalectomias como indicacion quirdrgica de amigdalitis de repeticion.

- Edades comprendidas entre los 3 y 14 afios.

Se consideraron como CRITERIOS DE EXCLUSION:
- Material histolégico con mal estado de conservacion, dafios o artefactos en su

procesamiento.
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Dentro del protocolo de la intervencion quirtrgica se excluyen pacientes que

presenten alguna incidencia clinica (resfriados, fiebre, agudizacion de su proceso) en

los dias previos a la intervencion.

Segun acuerdo con el servicio de Anestesiologia del Hospital de VValme se excluyen

de la cirugia mayor ambulatoria las siguientes patologias:

Patologia cardiaca concomitante.

Patologia respiratoria concomitante (incluido asmaticos que requieran
broncodilatadores de uso frecuente).

Obesidad morbida (IMC>40).

SAOS (incluido por hipertrofia amigdalar).

Sindrome de Down y sindromes congénitos craneofaciales.

Epilepsia, paralisis cerebral y otros sindromes neurolégicos.

Complicaciones anestésicas previas.

Alergia a anestesia (atropina, relajantes musculares y antecedentes familiares o
personales de hipertermia maligna).

Alergia al huevo, derivados lacteos y frutos secos.

De las dos amigdalas resecadas en cada caso se seleccion0 para el estudio una de ellas,

de manera aleatoria.

2. METODO DE TRABAJO

2.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio observacional descriptivo anatomico-morfolégico semicuantitativo de la

expresion y distribucion inmunohistoquimica de la SP y NK1R.

2.2 POBLACION DE ESTUDIO

Los pacientes que conforman el material del estudio fueron tratados quirtdrgicamente en

el Hospital EI Tomillar, centro adscrito al Area Hospitalaria de VValme. EI nimero total

de pacientes (casos) seleccionados fue de 27, de los cuales, 10 fueron nifias y 17 nifios.
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2.3 NUMERO DE MUESTRAS

Para cada caso del estudio disponemos de tres muestras de tejido amigdalar,
correspondientes a la tincion con SP, NK1R y tincion con hematoxilina-eosina. Ademas,
se afiladen dos muestras mas como control negativo para SP y NK1R. También se eligio
una muestra de placenta como control positivo tanto de SP como NK1R, previamente
analizado, valorado, validado y publicado por Mufioz et al.'®318 De esta manera, el
namero total de muestras estudiadas ha sido 85.

2.4 ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION

Estudio 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 Armonizacion de Directrices sobre Buena
Préactica 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
cddigo unico de manera confidencial. Se ha cumplido lo estipulado por la Ley Organica

15/1999 de 13 de diciembre de Proteccion de Datos de Caracter Personal.

Se present6 el proyecto del estudio, previo a su realizacion, al Comité de Etica de la
Investigacion, tanto del Hospital Virgen del Rocio, como del Hospital Virgen de Valme,

siendo considerado apto para su realizacion.

2.5 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS E INMUNOHISTOQUIMICA INDIRECTA

2.5.1 Realizacion de cortes y preparacion de muestras.

Las muestras fueron incluidas en bloques de parafina segun el protocolo habitual del
servicio de Anatomia Patologica del Hospital Virgen de Valme. La técnica de
inmunohistoquimica se llevo a cabo en el Nodo Biobanco del Hospital Virgen del Rocio-
Instituto de Biomedicina de Sevilla (1BIS). Se realizaron cortes de los tejidos de 5 pm
con un microtomo y se montaron en portaobjetos destinados para inmunohistoquimica,
identificandolos mediante serie numerada. Estas muestras de tejido parafinado se
incubaron durante 12 horas en una estufa a 37°C y 30 minutos antes de la realizacion de

la inmunohistoquimica a 60°C.
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Los portaobjetos se colocaron en los soportes y se introdujeron en el inmunotefiidor Bond
RX™ para realizar la desparafinacion, recuperacion antigénica y tincién

inmunohistoquimica de forma automatizada.

2.5.2 Desparafinacion y recuperacion antigenica.

La desparafinacion se realiz6 con el reactivo Bond Dewax Solution (Leica) y la
recuperacion antigénica con calor (98°C) y buffer citrato (Bond™ Epitope Retrieval 1,
Leica) durante 20 minutos.

2.5.3 Inhibicidn de la peroxidasa enddgena.

Posteriormente, los portaobjetos se incubaron con una solucién acuosa de peroxido de
hidrogeno durante 15 minutos para inhibir la actividad peroxidasa enddgena; a
continuacion, se lavaron con tampon de lavado (Bond™ Wash Solution 1X, Leica) y se
incubaron durante 10 minutos con tampon bloqueante para impedir la posible union

inespecifica del anticuerpo primario a componentes celulares.

2.5.4 Preparacion de la dilucion de los anticuerpos primarios e incubacion.

Se prepara una solucion para cada anticuerpo policlonal de conejo, usando un diluyente
comercial (Leica) a una proporcién 1:3000 para el anticuerpo anti-SP y 1:500 para el anti-
NK1R. El tiempo de incubacién en el inmunotefiidor es de 60 minutos a temperatura

ambiente para los dos anticuerpos.

2.5.5 Incubacién con los anticuerpos secundarios.

Después de lavar las muestras tres veces con tampon de lavado 1X, 5 minutos cada vez,
se afiade el anticuerpo secundario (unido a un polimero marcado con peroxidasa, Leica).
Se deja incubar 40 minutos para el anticuerpo anti-SP y 60 minutos para el anticuerpo
anti-NK1R. A los controles negativos (sin anticuerpo primario) se les afiade el polimero
de igual forma. Finalmente se vuelven a lavar todas las muestras tres veces con tampdén

de lavado 1X, 5 minutos cada vez.
2.5.6 Revelado

Se afiade perdxido de hidrégeno a la solucion DAB (la DAB en presencia de H20z, y por

accion de la peroxidasa, se oxida y adquiere un color marron tabaco caracteristico). Se
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incuban las secciones con esta solucion durante 5 minutos y se vuelven a lavar tres veces,

5 minutos cada vez.

2.5.7 Contratincion (contraste).
Las secciones se contratifieron ligeramente con hematoxilina para facilitar la

visualizacion de los nucleos celulares.

2.5.8 Deshidratacion

De forma manual, una vez terminado el proceso automatico de inmunotincion, las
secciones se deshidrataron en una serie creciente de alcoholes: 60% (30 seg), 70% (30
seg), 80% (30 seg), 90% (5 min), 96% (5 min), 100% (5 min). Por ultimo, los portaobjetos

se pasan por 3 cubetas de xilol, 1 minuto en cada una.

2.5.9 Montaje.

A cada cristal recién sacado y escurrido del xilol se le pone un cubreobjetos al que
previamente se han afiadido unas gotas de DPX (BDH Lab). Se eliminan las burbujas que
se formen durante el montaje. Una vez secado se visualiza el resultado con el

microscopio.

2.5.10 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.

Se ha utilizado una muestra de control positivo conocido tanto para SP como para NK1R
como control de calidad.

En la reaccidn catalizada por la peroxidasa (presente en el anticuerpo secundario) en
presencia de H20>, se produce la oxidacion de la 3,3’-diaminobenzidina (DAB), que se
deposita como un precipitado marrédn en el lugar de la reaccion antigeno-anticuerpo.

Se ha utilizado un reactivo de control negativo tanto para SP como para NK1R como

control de calidad de técnica y especificidad de los anticuerpos.

2.6 VALORACION E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Las muestras fueron valoradas e interpretadas una a una en colaboracion con un
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especialista en Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario Virgen de Valme, Sevilla.
Para ello se siguié un sistema ciego de identificacion de las muestras en el que no se
conoce ningun dato del paciente en el momento de valorar cada muestra. Para cada uno
de los 27 casos se valoraron 3 items de la histologia de la amigdala, tanto para las muestras
de SP como para las de NK1R, y en cada una de las muestras se valord la intensidad y la
extension de la tincién en cada elemento histolégico (tabla 13), empleando para ello una
escala semicuantitativa previamente definida (tabla 14).

Tabla 13. Tabla de recogida de datos empleada para la valoracion de cada una de las muestras de

tejido amigdalar.

SP NK1R
TEJIDO AMIGDALAR
Extension | Intensidad Extensiéon | Intensidad
Nucleo
EPITELIO Citoplasma
Nucleo
Centro Citoplasma
. germinal
FOLICULO
LINFOIDEO Nucleo
Manto Citoplasma

Tabla 14. Escala semicuantitativa empleada para valorar la extension e intensidad de la

inmunotincion.

EXTENSION 0 (nula) 1 (<10% del area 2 (10-60%) 3 (>60%)
cuantificada)

INTENSIDAD | NEGATIVA DEBIL MODERADA | INTENSA
@) (+) (++) (++4)

Se visualizaron las muestras mediante un microscopio Leica DM 2000, dotado con
objetivos Leica NPLAN de diferentes aumentos (5x, 10x, 20x, 40x, 60x) y se obtuvieron
las méas representativas a través del scaner iScan HT 360 Roche-Ventana, empleando
diferentes aumentos (10x, 20x, 40x, 100x, 200x, 400x). Para procesar las imagenes se
utiliz6 el programa Ventana Image Viewer (version 3.1.4, afio 2012). El analisis

descriptivo del estudio se llevo a cabo utilizando Microsoft Excel 2016.
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V. RESULTADOS
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1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA DE ESTUDIO

Se dispone de 27 casos, de los cuales 10 eran nifias (37%) y 17 nifios (63%). El rango de
edad incluido comprendia entre los 3 y los 14 afios. La media de edad fue de 5,96 afios

(figura 32).
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Figura 32. Representacion grafica de la distribucion por edades.

2. EXPRESION Y DISTRIBUCION INMUNOHISTOQUIMICA DE LA SP

Vamos a describir la expresion de la SP en las diferentes estructuras de la amigdala
palatina en nifios (figura 33). Diferenciaremos entre el epitelio y el foliculo linfoideo, y
dentro de éste, entre el centro germinal y el manto. A su vez, queremos valorar la

expresion tanto en el nucleo celular como en el citoplasma.
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Figura 33. Inmunorreactividad de la SP en la amigdala palatina a diferentes aumentos. A: 40x. B:

cripta amigdalina (fotografia con mas aumento de la region delimitada en A). 200x. E: epitelio

linforeticular. FL: foliculo linfoideo. TC: tejido conectivo.

En la tabla 16 se expone un resumen de la inmunotincidn nuclear y citoplasmatica de la

SP en las amigdalas estudiadas, segun la escala semicuantitativa anteriormente explicada

(véase tabla 14 del apartado 2.6 de Material y Métodos).

Tabla 16. Resumen de la inmunotincidon de la SP en las amigdalas con amigdalitis recurrentes.

EPITELIO CENTRO GERMINAL MANTO
EXTENSION NUCLEO |CITOPLASMA | NUCLEO |CITOPLASMA | NUCLEO |CITOPLASMA
0 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 14,81%(4) | 14,81%(4)
1 18,52%(5) | 51,85%(14) | 18,52%(5) | 85,19%(23) |51,85%(14)| 85,19%(23)
2 51,85%(14) | 29,63%(8) |77,78%(21)| 14,81%(4) | 33,34%(9) 0,00%
3 29,63%(8) | 18,52%(5) 3,70%(1) 0,00% 0,00% 0,00%
INTENSIDAD
- 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 14,81%(4) | 14,81%(4)
+ 55,56%(15) | 55,56%(15) |85,19%(23) | 77,78%(21) |85,19%(23)| 81,49%(22)
++ 40,74%(11) | 44,44%(12) | 14,81%(4) | 22,22%(6) 0,00% 3,70%(1)
+++ 3,70%(1) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
EXTENSION: 0 (nula)  1(<10% del &rea cuantificada) 2 (10-60%) 3 (>60%)
INTENSIDAD: NEGATIVA(-)  DEBIL (+) MODERADA (++) INTENSA (+++)
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2.1 Epitelio linforeticular

En el epitelio linforeticular la extension de la SP fue mayor en el nlcleo que en el
citoplasma (figura 34).
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Figura 34. Representacion grafica del porcentaje de extension de la SP en el epitelio linforeticular

amigdalar (0: nula inmunotincion; 1: <10%; 2: 10-60%; 3: >60% del area cuantificada).

Se realizé un inmunomarcaje de la SP en el epitelio linforeticular de la amigdala palatina
(figura 35).

Figura 35. Expresion inmunohistoquimica de la SP en el epitelio linforeticular de la amigdala a

diferentes aumentos. A: 200x. B: Fotografia con mas aumento de la region delimitada en A. 400x.
Flechas verdes: células epiteliales. Flechas rojas: detalle de la expresioén nuclear de la SP en
linfocitos.
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2.2 Foliculo linfoideo

Diferenciaremos los dos componentes del foliculo: centro germinal y manto.

2.2.1 Centro germinal

En el centro germinal la SP se expresé mas en el nicleo que en el citoplasma, pues hubo

mayor grado de extension en los nlcleos celulares (figura 36).
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Figura 36. Representacion grafica del porcentaje de extension de la SP en el centro germinal del
foliculo linfoideo amigdalar (0: nula inmunotincion; 1: <10%; 2: 10-60%; 3: >60% del area

cuantificada).

La figura 37 representa la inmunotincion de la SP en el centro germinal del foliculo

linfoide de la amigdala palatina.
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Figura 37. Expresion inmunohistoquimica de la SP en el centro germinal del foliculo linfoideo
amigdalar a diferentes aumentos. A: 200x. B: Fotografia con mas aumento de la region delimitada
en A. 400x. Flechas rojas: detalle de la inmunorreactividad nuclear de la SP en linfocitos.

2.2.2 Manto
En el manto la SP presentd una baja expresion, llegando a ser incluso nula en el 14,81%

de los casos, tanto a nivel nuclear como citoplasmatico (figura 38).
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Figura 38. Representacion grafica del porcentaje de extension de la SP en el manto del foliculo
linfoideo amigdalar (0: nula inmunotincion; 1: <10%; 2: 10-60%; 3: >60% del area cuantificada).

Se realizd un inmunomarcaje de la SP en el manto del foliculo linfoideo (figura 39).
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Figura 39. Expresiéon inmunohistoquimica de la SP en el manto del foliculo linfoideo amigdalar
a diferentes aumentos. A: 200x. B: Fotografia con mas aumento de la regién delimitada en A.
400x. Se puede observar la escasa expresion tanto nuclear como citoplasmatica de la SP en los
linfocitos.

En la figura 40 se resume la intensidad de la inmunorreactividad de la SP en el epitelio
linforeticular, centro germinal y manto linfoideo amigdalar. En las diferentes estructuras
la intensidad de la SP fue similar a nivel nuclear y citoplasmatico. En el epitelio
linforeticular resultd débil-moderada, en el centro germinal del foliculo linfoide débil

mayoritariamente y en el manto la intensidad fue predominantemente débil e incluso

negativa.
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Figura 40. Representacion grafica del porcentaje de intensidad de inmunotincion de la SP en las
diferentes estructuras amigdalares.
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3. EXPRESION Y DISTRIBUCION INMUNOHISTOQUIMICA DEL NK1R

Vamos a describir la expresion del NK1R en las diferentes estructuras de la amigdala
palatina en nifios (figura 41). Diferenciaremos entre el epitelio y el foliculo linfoideo, y
dentro de éste, entre el centro germinal y el manto. A su vez, valoraremos la expresion
del NK1R tanto en el ntcleo celular como en el citoplasma.

Figura 41. Inmunorreactividad del NK1R en la amigdala palatina a diferentes aumentos. A: 10x.

B: Fotografia con mas aumento de la regién delimitada en A. 40x. C: cripta amigdalina E: epitelio

linforeticular. M: manto. CG: centro germinal. TC: tejido conectivo.

En la tabla 17 se expone un resumen de la inmunotincion nuclear y citoplasmatica del
NK1R en las amigdalas estudiadas, segin la escala semicuantitativa anteriormente
explicada (véase tabla 14 del apartado 2.6 de Material y Métodos).
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Tabla 17. Resumen de la inmunotincion del NK1R en las amigdalas con amigdalitis recurrentes.

EPITELIO CENTRO GERMINAL MANTO
EXTENSION | NUCLEO |CITOPLASMA | NUCLEO [CITOPLASMA | NUCLEO |CITOPLASMA
0 11,11%(3) 0,00% 7,41%(2) 0,00% 22,22%(6) | 7,41%(2)
1 77,78%(21) | 37,04%(10) |81,48%(22)| 48,15%(13) |77,78%(21)| 66,67%(18)
2 11,11%(3) | 33,33%(9) | 11,11%(3) | 48,15%(13) 0,00% 22,22%(6)
3 0,00% 29,63%(8) 0,00% 3,70%(1) 0,00% 3,70(1)
INTENSIDAD
- 7,41%(2) 0,00% 7,41%(2) 0,00% 14,81%(4) | 7,41%(2)
- 81,48%(22) | 40,74%(11) |81,48%(22)| 29,63%(8) |85,19%(23)| 74,07%(20)
++ 11,11%(3) | 37,04%(10) | 11,11%(3) | 37,04%(10) | 0,00% 18,52%(5)
e 0,00% 22,22%(6) 0,00% 33,33%(9) 0,00% 0,00%
EXTENSION: 0 (nula) 1 (<10% del area cuantificada) 2 (10-60%) 3 (>60%)
INTENSIDAD:  NEGATIVA (-) DEBIL (+) MODERADA (++) INTENSA (+++)

3.1 Epitelio linforeticular

En el epitelio linforeticular el NK1R se expresé mas en el citoplasma, donde la valoracion

de la extension fue mayor que en el nucleo (figura 42).
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Figura 42. Representacion grafica del porcentaje de extension del NK1R en el epitelio

linforeticular amigdalar (0: nula inmunotincion; 1: <10%; 2: 10-60%; 3: >60% del area

cuantificada).
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Se realizé un inmunomarcaje del NK1R en el epitelio linforeticular amigdalar (figura 43).

Figura 43. Expresion inmunohistoquimica del NK1R en el epitelio linforeticular de la amigdala
con diferentes aumentos. A: 200x. B: Fotografia con mas aumento de la regién delimitada en A.
400x. Flechas verdes: células epiteliales. Flechas rojas: detalle de la mayor inmunorreactividad
del NK1R en el citoplasma de las células linfoides.

3.2. Foliculo linfoideo

3.2.1 Centro germinal

En el centro germinal del foliculo linfoideo el NK1R presentd una mayor expresion en el
citoplasma que en el nucleo celular, donde la valoracion de la extensidn fue menor (figura
44).
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Figura 44. Representacion gréafica del porcentaje de extension del NK1R en el centro germinal
del foliculo linfoide amigdalar (0: nula inmunotincion; 1: <10%; 2: 10-60%; 3: >60% del area
cuantificada).
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La figura 45 muestra el inmunomarcaje que se realiz6 del NK1R a nivel del centro

germinal del foliculo linfoideo amigdalar.

Figura 45. Expresion inmunohistoquimica del NK1R en el centro germinal del foliculo linfoide
amigdalar con diferentes aumentos. A: 200x. B: Fotografia con mas aumento de la region
delimitada en A. 400x. Flecha roja: detalle de la intensa expresion del NK1R en el citoplasma del
linfocito.

3.2.2 Manto

En el manto encontramos una baja expresion del NK1R, sobre todo a nivel nuclear (figura
46).
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Figura 46. Representacion grafica del porcentaje de extension del NK1R en el manto del foliculo
linfoide amigdalar (0: nula inmunotincion; 1: <10%; 2: 10-60%; 3: >60% del area cuantificada).
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Se realizo la inmunotincion del NK1R en el manto del foliculo linfoideo (figura 47).

Figura 47. Expresion inmunohistoquimica del NK1R en el manto del foliculo linfoide amigdalar
con diferentes aumentos. A: 200x. B: Fotografia con mas aumento de la regién delimitada en A.
400x. Se puede apreciar la escasa inmunorreactividad del NK1R en las células del manto
linfoideo.

En la figura 48 se resume la intensidad de la inmunorreactividad del NK1R en el epitelio
linforeticular, centro germinal y manto linfoideo amigdalar. Se puede apreciar que la
intensidad fue mayor en el citoplasma que en el nicleo en las tres estructuras y que en el
manto la intensidad fue mucho menor a nivel de citoplasma que en el epitelio o en el

centro germinal.
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Figura 48. Representacion gréfica del porcentaje de intensidad de inmunotincion del NK1R en
las diferentes estructuras amigdalares.
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3. CONTROLES NEGATIVOS

La figura 49 ilustra iméagenes de los controles negativos de SP y NK1R (muestras en las
que no se ha afiadido el anticuerpo primario) realizados como control de calidad de
técnica y especificidad de los anticuerpos en las muestras de tejido amigdalar.

Figura 49. Imagenes de controles negativos de SP (A) y NK1R (B) 40x.

4. TINCION CON HEMATOXILINA/EOSINA
La tincion con hematoxilina-eosina de cada caso estudiado permitié corroborar la

adecuada conservacion y estructura del tejido amigdalar, descartando la presencia de

alteraciones histolégicas importantes (figura 50).
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Figura 50. Imagenes de la tincion hematoxilina-eosina del tejido amigdalar a diferentes aumentos.
A: 10x. B: 40x. C: cripta amigdalina 200x. D: foliculo linfoide 100x. E: manto 200x. F: centro

germinal 200x.
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V. DISCUSION
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Las TK constituyen un grupo de NP ampliamente distribuido en todas las especies
animales estudiadas, entre las que destacan diversos mamiferos como el hombre. Estan
formadas por un conjunto de péptidos que comparten una secuencia comun (Phe-X-Gly-
Leu-Met-NH>) y participan en diversas funciones celulares, tanto a nivel neuronal como
no neuronal, destacando el papel que desempefian en la regulacion del sistema inmune y
la inflamacion. Entre las TK tiene un papel destacado la SP, ligando natural del receptor
taquicinérgico NK1. En las Gltimas décadas se ha demostrado la participacion de este
complejo SP/NK1R en diversas funciones fisiologicas y fisiopatologicas entre las que
cabe destacar la inflamacion neurogénica, el dolor, diversos trastornos neuroldgicos a
nivel central, funciones cardiovasculares, la génesis y propagacion del cancer o su papel

en diversas enfermedades de caracter inflamatorio y autoinmune.

Las amigdalas palatinas son érganos de tejido linfoide, que junto al resto de componentes
del anillo de Waldeyer, tienen un papel inmunocompetente fundamental como primera
linea de defensa en nuestro organismo. Su funcién radica en proteger la mucosa del tracto
aerodigestivo de agresiones externas. Por tanto, las amigdalas constituyen un 6rgano

diana de patologia inflamatoria e infecciosa.

Las células inmunes como neutrofilos, macrofagos, eosinofilos o linfocitos expresan SP
y NK1R", que es el receptor taquicinérgico de mayor especificidad para la SP. A su vez,
la SP actua regulando la funcion de las células inmunitarias de nuestro organismo,

contribuyendo asi a la inflamacion y a la inmunidad.

Por este motivo nos planteamos, antes de realizar este trabajo que, de manera anéloga a
lo que ocurre en otros procesos inflamatorios e infecciosos, es muy probable que la SP y
su receptor NK1 se sobreexpresen en las amigdalitis recurrentes y desempefien un papel
etiopatogénico destacado en esta patologia inflamatoria, lo que supondria un avance en
el conocimiento de su fisiopatologia y a su vez, la apertura de una puerta hacia nuevos

planteamientos terapéuticos.

Con este fin y como punto de partida para posteriores trabajos de investigacion, nos
planteamos la hipdtesis de este estudio, con la que pretendiamos conocer cuél es el patron
de expresion de la SP y NK1R en las amigdalas palatinas que han sufrido infecciones

recurrentes.
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Diseflamos un estudio  descriptivo  anatdmico-morfologico de  expresion
inmunohistoquimica valorada de forma semicuantitativa sobre una poblacion de estudio
elegida en base a los criterios de inclusion y exclusion antes descritos.

Durante el procesamiento de las muestras se realizaron los pertinentes controles de
calidad (control negativo y control positivo) para demostrar la especificidad de la técnica

inmunohistoquimica empleada.

Ademas, en todos los casos observamos que el patron de inmunorreactividad tanto de la
SP como del NK1R se circunscribe y coincide con estructuras anatomicas 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
NKI1R.

Para la valoracion e interpretacion de los resultados se empled un sistema ciego que
garantizara en el momento de visualizar las diferentes muestras al microscopio, que no se
conociera ninguna caracteristica del sujeto del que procedian, con el fin de objetivar dicha
interpretacion y evitar cualquier sesgo derivado de un condicionamiento subjetivo previo
por parte del observador. Ademas, el empleo de una escala semicuantitativa para la
valoracion de la extension e intensidad de la inmunorreactividad permitid6 homogeneizar
y objetivar en mayor medida los resultados obtenidos entre los diferentes casos del

estudio.

La demostracion de la expresion tanto de la SP como del NK1R en tejido amigdalar afecto
de infecciones recurrentes establece las bases para profundizar en la comprension de la
fisiopatologia amigdalar y abriria la puerta para un nuevo abordaje terapéutico basado en
el bloqueo del NK1R a través de sus antagonistas especificos. Hubiera sido interesante
analizar la expresion de SP/NK1R en tejido amigdalar sano, pero, por razones obvias, es

muy dificil conseguir este tipo de muestras.

En la bibliografia actual solo hemos encontrado dos estudios que analizan la expresién de

SP/NK1R en amigdalitis recurrentes.

En el primero de ellos, Goldbart et al?®® determinaron la concentracion de SP y NK1R

mediante ELISA en tejido adenoamigdalar de nifios con SAOS e infecciones amigdalares
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recurrentes (IR) y de NK1R mediante inmunohistoquimica. Demostraron que en el SAOS

hay un aumento de la SP y de su receptor, NK1R, respecto a IR, donde estan disminuidos.

En el segundo estudio, Gozal et al?®® comprobaron que la SP producia de una manera
concentracion-dependiente un aumento de la proliferacién de las células amigdalares en
nifios con SAQS, pero no en nifios con IR. Ademas, vieron que el uso de un antagonista
del NKIR, el GR-82334, a una concentracion de 10® M, disminuia la respuesta
proliferativa celular en el grupo con SAOS, pero no en IR.

Por otro lado, en condiciones basales, constataron que en el tejido amigdalar del grupo
con SAOS habia mayores concentraciones de IL-1B, TNFa e IL-6 que en el del grupo con
IR. Y al afiadir SP se producia un incremento de IL-1B y TNFa en SAOS, pero en IR solo
un leve aumento de IL-1p. Este efecto era bloqueado por el antagonista del NK1R, que
redujo las concentraciones de estas citoquinas en ambos grupos.

Se sabe que la SP es un mitégeno natural fundamental, y produce proliferacion celular
tanto en células sanas (células del tejido conectivo'?, sinoviocitos!”, fibroblastos?!! y
linfocitos?*2), como en células tumorales, de una manera dependiente de la concentracion.
Numerosos trabajos, entre los que destacan los realizados por el grupo del Dr. Mufioz,
han puesto de manifiesto que tanto la SP como el NK1R se sobreexpresan en diferentes
tipos de tumores y que la SP induce la proliferacion de las células tumorales y la
mitogénesisl79'18°'181'182'183*184'186.

Igualmente, se ha comprobado la capacidad de la SP para estimular la neovascularizacion
a través de la induccidn de proliferacion endotelial®.

En el estudio de Gozal et al?®, al agregar SP al tejido amigdalar, se observa que en el
grupo de SAOS se produce un aumento de la proliferacion celular, pero no en IR. Segun
los autores, esto puede significar que las vias de proliferacion amigdalar en SAOS y en
IR sean diferentes. Obviamente, es conocido que la SP solo actia cuando se une
especificamente a NK1R y, ademas, es concentracion dependiente, es decir, cuando hay
mayor cantidad de NK1R, la concentracion de SP es mayor.

Como dice el estudio, la concentracion de NK1R en IR es menor que en SAOS. Por tanto,
al haber menor concentracion de NK1R la SP tiene menor actividad. Por eso cuando se
testa la actividad de la SP en la proliferacion de las células amigdalares es alta en SAOS
(existe aumento de NK1R) y baja en IR.

Respecto al SAOS, es interesante el hecho de que al presentar mayor nivel de expresion

de NKI1R, la SP tiene mayor actividad, por lo que producira un incremento en la
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proliferacion de células amigdalares. Obviamente el tratamiento con antagonistas de los
NKZ1R disminuiré esa proliferacion celular, asi como la hipertrofia amigdalar en el SAOS.

Es conocida la capacidad de la SP de regular la liberacion de citoquinas inflamatorias en
las células inmunes'’®. En el estudio que comentamos, en condiciones basales, la SP libera
esas citoquinas en el SAQS, pero no en IR, en general, salvo un leve aumento de IL-1p.
Esto puede significar que haya un sustrato patolégico en nifios con IR en los que las
amigdalas no tienen la capacidad de defensa para combatir infecciones.

Igualmente, en las IR se expresa menos NK1R en las células amigdalares por causas
actualmente desconocidas, por lo que, el efecto de las interleuquinas inflamatorias IL-1p,
TNFa e IL-6, al estar reguladas por la SP, es mucho menor en IR que el que se produce
en el SAOS. Con esto, la capacidad de respuesta inflamatoria y antiinfecciosa esta
disminuida. De ahi que estos nifios tengan mayor riesgo de padecer infecciones
amigdalares recurrentes.

El antagonista del NK1R empleado en el estudio, el GR-82334, disminuye la
concentracion de IL-1B y TNFa tanto en SAOS como en IR, no afectando a la liberacion
de IL-6 (valor no significativo). A pesar de la menor cantidad de NK1R en IR, los
antagonistas del NK1R disminuyen la liberacion de citoquinas. Por tanto, es posible que
la liberacion de citoquinas no esté en relacion con la concentracion de NK1R, es decir,
no es necesario una elevada concentracion de NK1R para que se produzca liberacion de
citoquinas. Sin embargo, para que se produzca proliferacion celular si es necesario mayor
cantidad de NK1R. Por consiguiente, los antagonistas del NK1R actuian de una manera
concentracion dependiente: a menor concentracion de NK1R, los antagonistas inhiben la

liberacidn de citoquinas y, a mayor concentracion, inhiben la proliferacion celular.

En nuestro estudio, la SP se expreso en todas las muestras, tanto en el nicleo como en el
citoplasma celular del epitelio linforeticular, predominando en el nicleo, ya que hubo
mayor grado de extension que en el citoplasma (ver figura 34). A nivel del centro
germinal del foliculo linfoide la SP presentd una expresién mayoritariamente nuclear,
aungue el grado de extension fue menor que en el epitelio. Por Gltimo, encontramos
muestras en las que no se detecté inmunomarcaje de la SP en el manto linfoideo. Aln asi,
la expresion de la SP en el manto resultd predominantemente nuclear, pero con mucho

menor grado de extension que en el centro germinal (figura 38).
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Respecto a la intensidad de la deteccion inmunohistoquimica de la SP no hubo grandes
diferencias entre nucleo y citoplasma, pero si entre las distintas estructuras amigdalares.
La intensidad de la SP fue débil fundamentalmente tanto en nicleo como en citoplasma
en el epitelio, centro germinal y manto, sin embargo, en el epitelio llegd a ser moderada
en un porcentaje alto de las muestras y, por el contrario, en el manto llegé a ser negativa

en otro pequefio nimero de muestras (ver figura 40).

En resumen, la expresion de la SP en las amigdalas palatinas de nifios con amigdalitis

recurrentes predomino en el nicleo celular y el orden de expresion fue:
Epitelio linforeticular > Centro Germinal > Manto

La expresion del NK1R en el epitelio linforeticular predomind en el citoplasma, llegando
a ser incluso nula en el ndcleo en un reducido porcentaje de las muestras (ver figura 42).
A nivel del centro germinal del foliculo linfoide el NK1R presentd una expresion
mayoritariamente citoplasmatica, aunque el grado de extension fue menor que en el
epitelio linforeticular. Finalmente, en el manto linfoideo también predomind la expresion
citoplasmatica del NK1R, sin embargo, llegd a ser negativa en un pequefio porcentaje de

las muestras (ver figura 46).

Respecto a la intensidad de la deteccion inmunohistoquimica del NK1R fue mayor en el
citoplasma que en el ndcleo en las tres estructuras, y el grado de intensidad fue muy
similar entre epitelio y centro germinal. Por el contrario, en el manto el nivel de intensidad
descendié considerablemente, incluso se encontraron muestras negativas para intensidad

de NK1R citoplasmatico (ver figura 48).

Por tanto, la expresion del NK1R en las amigdalas palatinas de nifios con amigdalitis

recurrentes predomingé en el citoplasma celular y el orden de expresion fue:
Epitelio linforeticular > Centro Germinal > Manto

La casi inexistente expresion de NK1R descrita en el interior del nicleo de las células
amigdalares podria ser interpretado como que realmente no existen o bien que este
hallazgo fuera consecuencia de una limitacion de la técnica inmunohistoquimica. Un
argumento a favor de esta segunda hipdtesis es el hecho de que se haya descrito la
presencia intranuclear de NK1R en otros tipos de células que también expresan SP, como
son las células tumorales del cancer de pulmoén (tanto de células pequefias como no

pequefas)!®*o las neuronas y células gliales de pacientes con esclerosis mesial temporal®®.
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Ademas, al ser la SP el ligando natural de NK1R, el hecho de encontrar una expresion
mas intensa de esta primera dentro del niicleo llevaria en cierta manera implicita “la
necesidad” de que esté presente su receptor para que pueda realizar a través de él sus
funciones, resultando dificil explicar la existencia de SP a nivel intranuclear de manera
independiente a la de su receptor. Por otro lado, en tejido sano como es la placenta humana
normal se ha descrito que el NK1R se expresa en el interior nuclear con una intensidad

mucho menor a la que presenta la SP*%3,

Teniendo en cuenta todo esto consideramos que es l6gico que el NK1R deba existir en el
interior nuclear tanto en cuanto la SP esta presente y, por tanto, el hecho de no haberlo
encontrado debe obedecer a una limitacion en la sensibilidad de la técnica

inmunohistoquimica.

Asi mismo, hay que destacar que la localizacion de la SP no solo en el citoplasma celular
sino también en los nucleos celulares es interesante, pues hace pensar que la funcion de
la SP no es sélo la de un NT, sino que la SP también podria funcionar como un modulador
genético que actGa directamente sobre el ADN nuclear'®. Mas adelante se podria
determinar el modo de accion de la SP una vez es internalizada en el nicleo, ya que en el
interior debe actuar mediante otros mecanismos moleculares desconocidos hasta el
momento. Ademas, se conoce que la SP se expresa en el ncleo de las células tumorales
(como el cancer de pulmén*®* y de mama?®3).

La localizacion de un péptido en estructuras celulares indica, a priori, que el péptido
estaria implicado en las funciones de esa estructura. Por tanto, y volviendo a nuestro
estudio, la expresion de SP en el nucleo de las células amigdalares podria regular la
actividad nuclear de dichas células actuando como un factor neuroepigenético, del mismo
modo, esto ha sido publicado en células del cancer?“.

Por otro lado, es conocido que la SP regula varios factores de transcripcion como son NF-
kB relacionado con la inflamacién (pues regula muchas citoquinas inflamatorias?°216),
quinasas reguladas por sefiales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2) relacionadas con la
mitogénesis, c-fos, c-jun y la proteina activadora-1 (AP-1) relacionados con la
mitogénesis y la diferenciacion celular?t”218.219,

La localizacion de SP en el nicleo estaria regulando la expresion génica de las células
amigdalares de dos formas: indirectamente a través de los factores de transcripcion

anteriormente mencionados y directamente a través de la unién al NK1R.
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La accion mitogénica mediada por SP no es del todo conocida. Una vez que el receptor
es activado por su ligando, la SP, el NK1R activa miembros de la cascada MAPK (protein
quinasa activada por mitdgenos), incluyendo las quinasas reguladas por sefiales
extracelulares 1y 2 (ERK1/2) y la p38MAPK (véase figura 26). Estas rutas son a menudo
activadas bajo distintas condiciones y pueden llevar tanto a la apoptosis celular como al
crecimiento?%?2, Los mecanismos por los cuales se transmiten estas sefiales
aparentemente contradictorias no son conocidos, aunque los complejos de proteinas
estructurales que determinan la localizacion subcelular y la consecuente especificidad de
las proteinas de sefializacion pueden proporcionar una explicacion???223:224  E|
mecanismo principal por el que los RAPGs activan la ruta MAPK es por la liberacion de
las subunidades By de las proteinas G?23. La SP induce la formacion de un complejo
multiproteico que contiene NK1R, B-arrestina, src y ERK1/2, que se forma cerca de la
membrana plasmatica. Una vez activado, ERK1/2 se transloca en el nacleo de tal modo

que se induce la proliferacion y protege a la célula de la apoptosis??.

Recientemente, se han publicado varios articulos en relacion con la localizacion del
NK1R en el niicleo de la célula. El Dr. Mufioz et al.??® han demostrado mediante técnicas
de inmunofluorescencia la presencia de SP y NKI1R tanto en el ndcleo como en el
citoplasma de células madre adiposas en ratas y en humanos, siendo incluso la
concentracion de NK1R mayor en el nicleo que en el citoplasma. Ademas, en este estudio
se ha objetivado que durante la mitogénesis celular hay un incremento de NK1R en el
nucleo de las células, lo que sugiere la implicacion del NK1R en la mitogénesis celular.
Por otro lado, también han demostrado las diferentes localizaciones subcelulares de las
distintas isoformas del NK1R. Asi, el NK1R truncado (NK1R-T) se encuentra solo en el
citoplasma, mientras que la forma larga del NK1R (NK1R-F) esta tanto en citoplasma
como en el nacleo. Por consiguiente, la presencia de SP y NK1R en el nicleo sugiere que

ambos estan implicados en la funcion nuclear de la célula.

Otro estudio actual?® ha demostrado también mediante técnicas de inmunofluorescencia
en un modelo in vitro que en la infeccion producida por el virus varicela zéster (VVZ) en
astrocitos espinales humanos, el NK1R emigra al nacleo celular, en ausencia de su
ligando SP, lo que se asocié con la propagacion viral. Y los antagonistas de NK1R
aprepitant y rolapitant inhiben este efecto, lo que proporcionaria alternativas terapéuticas

prometedoras en el tratamiento de infecciones por VVZ?%6,
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Volviendo a nuestro estudio, basdndonos en los estudios anteriores, la SP regularia las
celulas que componen la amigdala, tanto por su presencia en el nicleo (actuando sobre el
ADN nuclear, regulando la mitogénesis y diferenciacion celular), como en el citoplasma
(regulando, por ejemplo, la liberacion de citoquinas proinflamatorias).

Por otro lado, hemos detectado que la expresion tanto de SP como de NKI1R en las
amigdalas afectas de infecciones recurrentes es mayor en el epitelio linforeticular que en
el foliculo linfoide. Sabemos que en el epitelio se encuentran las células epiteliales,
células presentadoras de antigenos y los linfocitos, cuya funcidn es exponerse a antigenos
que acceden a través del tracto aerodigestivo. Como después desarrollaremos en cada tipo
de célula, la SP es un factor importante en la generacion de la respuesta inflamatoria y la
activacion del sistema inmune, de ahi que, en el epitelio, que es donde se inicia todo el
proceso, la inmunodeteccion sea mayor que en el foliculo linfoide.

En el centro germinal del foliculo linfoide hemos detectado mayor expresion de SP y
NK1R que en el manto. Los centros germinales contienen linfocitos en diferentes estadios
evolutivos y células dendriticas presentadoras de antigeno. La funcién del centro germinal
es la replicacion y diferenciacion de las células precursoras linfoides, por lo que la SP
presenta un papel fundamental en este proceso y promueve la proliferacion de linfocitos,
como después veremos.

El manto del foliculo linfoide es una zona linfoide pura que solo contiene linfocitos
maduros. En este tejido la expresion de la SP y NKI1R es reducida, pues hay menor

actividad proliferativa.

La SP es un mediador clave en la inflamacion neurogénica’* que se produce en érganos
periféricos como consecuencia de la respuesta nociceptiva de las neuronas aferentes
primarias sensibles a capsaicina, ante estimulos nocivos, mecéanicos o quimicos’3. Como
ya se ha comentado, la inflamacion neurogénica consiste en un fendémeno de
vasodilatacion, aumento de la permeabilidad capilar, extravasacion de plasma e
infiltracidn granulocitica (véase figura 29).

La SP es un potente vasodilatador en tejidos periféricos, reproduce muchos de los
cambios fisioldgicos observados en la inflamacion aguda, por ejemplo, la extravasacion
de plasma. EI edema inducido por la SP se debe principalmente al aumento de la
permeabilidad vascular, mediado a través de su accion sobre los NK1R situados en las

células endoteliales de vénulas postcapilares®?’. La dilatacion de las células endoteliales
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inducida por la SP y la posterior extravasacion de plasma permiten que la bradicinina y

la histamina accedan al sitio de la lesion y a los terminales nerviosos aferentes.

Por otro lado, la SP contribuye al reclutamiento de leucocitos en los procesos
inflamatorios®® y, ademas, estimula especificamente la quimiotaxis de linfocitos,

monocitos, neutrdfilos y fibroblastos?2%230.231,

La SP no es solo sintetizada y secretada por células nerviosas; monocitos, macrofagos,
células dendriticas, eosinéfilos, linfocitos y mastocitos también sintetizan este péptido.

La mayoria de células inmunes que producen SP también expresan NK1R%?,

La SP incrementa la proliferacion de linfocitos y la produccion de inmunoglobulinas, y
aumenta la secrecion de citoquinas por parte de linfocitos, monocitos, macréfagos y
mastocitos?33:234:235,236,237,238,239,240241.242 | 3 |iberacion de mediadores inflamatorios (tales
como citoquinas, radicales de oxigeno, derivados del &cido araquidonico e histamina)
inducida por la SP, potencia la lesion tisular y estimula un mayor reclutamiento de

leucocitos, amplificando asi la respuesta inflamatoria®*.

En nuestro estudio, hemos detectado la presencia de SP y NK1R tanto en linfocitos como
en células epiteliales, aunque la expresion es mas intensa en linfocitos. Vamos a detallar
la funcion que ejerce la SP y el NK1R en las distintas estirpes celulares que encontramos
en la amigdala: linfocitos, células epiteliales y células presentadoras de antigenos, como

macrofagos-monocitos y células dendriticas.

LINFOCITOS

La SP regula la funcién de los linfocitos?*4. Por un lado, la SP estimula la proliferacion
de linfocitos T humanos?!2. Los linfocitos T inactivos no expresan SP ni su receptor, pero
se ha mostrado que los linfocitos T humanos activados expresan el gen Ppt-a y producen
SP!%1 De manera similar, en roedores, las células T activadas expresan NK1R, y la SP
liberada de las células T activadas puede actuar de manera autocrina para regular la

proliferacion de células T16°.

Por otro lado, la SP es un potente quimioatrayente??’, es capaz de activar varias células
inmunitarias, como los linfocitos T CD4+ y CD8+, los mastocitos, las células NK y los
macrofagos. La SP puede activar la IL-8, demostrando su participacién en la

quimioatraccion de células inmunitarias®®®. En los linfocitos T activados, la SP regula
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positivamente la expresion de la proteina inflamatoria de macrofagos-1p (MIP-1), una
B-quimioquina que promueve la migracion de linfocitos y monocitos al sitio de la

inflamacion?*®. Un antagonista especifico del NK1R, CP-96,345, bloquea este efecto?®,

Como ya se ha comentado, la SP regula la secrecion de inmunoglobulinas?3323%237 y
citoquinas?”2% por parte de los linfocitos. La SP aumenta la expresion de IL-2 en células

T humanas activadas®®.

Se ha publicado que la IL-12 aumenta la produccion de SP de las células T murinas,
mientras que la IL-10 la bloquea®*’. La IL-12 también induce la expresion de NK1R en
células T murinas®*®. La reduccion de la SP en roedores mediante la administracion de
capsaicina o el tratamiento con un antagonista de la SP, disminuye el namero de células

secretoras de anticuerpos?.

Existen varios estudios acerca del efecto de los antagonistas del NK1R sobre la respuesta
inmune innata y adaptativa, incluyendo la modulacion de la produccion de citoquinas, la
proliferacion inmune celular y la migracion celular inmune. El tratamiento con spantide
en ratones B6 con infeccion corneal por Pseudomona Aeuriginosa disminuyo
significativamente el nimero de corneas perforadas, recuentos bacterianos y PMN. Los
niveles de ARNm para las citoquinas tipo | (por ejemplo, IFNY), asi como MIP-2, IL-6,
TNFa e IL-1B (ARNm y proteina) también se redujeron significativamente después del
tratamiento con spantide. La citoquina tipo 11 IL-10 (ARNm y proteina) estaba elevada,
mientras que los niveles de ARNm de TGFf no cambiaron después del tratamiento con
spantide®°. El spantide suprime la produccion de IL-2 por parte de las células T humanas
y murinas, suprimiendo asi la proliferacion de las células T2%!. El spantide también
suprime la secrecion de inmunoglobulinas de las células B en ratas®®. El spantide
antagoniza el rol de la SP en el reclutamiento de las células inmunes. Otros antagonistas
de NK1R también tienen las mismas funciones. El lanepitant, por ejemplo, suprime la

infiltracion de leucocitos, la linfangiogénesis y hemangiogénesis en la cornea??.

También se ha comprobado que la SP mejora la actividad natural killer de los linfocitos
T23, Recientemente se ha demostrado que la interaccion SP-NK1R promueve la
generacion de células de memoria Thl7 humanas, en presencia de monocitos, para

amplificar la respuesta inflamatoria>.

En la infeccidn parasitaria por esquistosomiasis murina, se observa que los eosinéfilos de

los granulomas producen SP y las células T CD4 aisladas de los granulomas expresan
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NK1R, lo que sugiere que la interaccion SP-NK1R puede implicar a las células T CD4
en los granulomas®®. De hecho, se ha documentado que la SP mejora la produccion de
IFNYy inducida por el antigeno de huevo de esquistosoma en las células T que expresan

NKZ1R en ratones infectados con esquistosoma?®,

CELULAS EPITELIALES

Se ha publicado la presencia de SP y NK1R en células epiteliales de las vias respiratorias,
donde se sobreexpresan en sujetos asmaticos®’. La SP estimula el crecimiento de las
células epiteliales®™® y potencia la produccion de TGFB1 (factor de crecimiento

transformante B1)%°.

En la enfermedad inflamatoria intestinal, la SP se libera en el intestino, y se une al NK1R
en las células epiteliales del colon, que activan tanto las vias proinflamatorias como las
de reparacion y proliferacion tisular. La SP puede inducir la sintesis de citoquinas por las
células epiteliales, tales como la IL-8 que atraen neutrofilos y causan
infiltracin?60261.262:263.264 | 3 [iberacion de estas citoquinas y quimioquinas por parte de
células epiteliales e inmunes, modulan la diarrea, la inflamacion y la motilidad asociada

con la fisiopatologia de varios estados de enfermedad intestinal?®°.

La SPy el NK1R se expresan en el epitelio corneal?®®. La SP via NK1R mejora la sintesis
de IL-8 en las células epiteliales corneales humanas?’ y en los queratocitos, mejorando
la migracion celular?®®, promoviendo la cicatrizacion de la herida?®. Se sabe que la SP
actla sinérgicamente con el factor de crecimiento insulinico 1 (IGF-1) para promover la
migracion de las células epiteliales de la cornea?’. El tratamiento con SP/IGF-1 mejora
la funcion de barrera y mejora la cicatrizacién de las heridas epiteliales en modelos

animales de queratopatia neurotrofica?’1:272,

Diferentes estudios sugieren un importante papel del sistema SP/NK1R en el

mantenimiento de la homeostasis del epitelio corneal en estado de
equi|ibri0273,274,275,276,277

MONOCITOS-MACROFAGOS

Sabemos que los monocitos/macr6fagos en humanos y roedores expresan SP y su receptor
NK1R?0:27827 | 5 SP estimula la secrecion de citoquinas tales como IL-1, IL-6 y TNFa

en los monocitos y macrofagos?%234241 También estimula la sintesis y liberacion de
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metabolitos del &cido araquidonico, la prostaglandina E2, el tromboxano B: y los radicales
de oxigeno tdxicos en macrofagos?®l. Como ya se ha comentado, la SP regula
positivamente la expresién de MIP-1B, que promueve la migracion de linfocitos y

monocitos al sitio de la inflamacién2®.

La SP mejora la fagocitosis en macréfagos peritoneales murinos a través de su extremo
N-terminal?®?2, Chernova et al.®® informaron que los monocitos de sangre periférica
humana expresan el NK1R-T, pero no el NK1R-F; sin embargo, las interacciones de SP
con NK1R-T no conducen a la movilizacion de calcio (Ca?"). Cuando el NK1R-F es
transfectado en los monocitos, la SP puede movilizar el Ca?*. Ademas, a través del NK1R-
T, la SP puede mejorar la movilizacion de Ca?* inducida por la quimioquina CCLS5, lo
que conduce a la quimiotaxis, indicando que incluso la NK1R-T puede ser funcional en
monocitos. Tanto el NK1R-T como el NK1R-F son funcionalmente activos en las células
inmunes innatas y sus funciones parecen depender del tipo de célula?®®?® En los
fagocitos mononucleares humanos, el tratamiento de un antagonista del NK1R regula

negativamente la expresion del ARNm de la SP?°,

La expresion de los NK1R aumenta notablemente durante la infeccion, especialmente en
los linfocitos y macréfagos. En la infeccion por el VIH, la activacion del NK1R por la SP
contribuye al aumento de la infeccién por VIH en macréfagos?®. Se han hallado altos
niveles de SP en plasma de nifios con VIH respecto a nifios sin VIH?7. Ademas, el uso
de aprepitant, antagonista del NK1R, inhibe la infeccion por VIH y puede mejorar la
actividad anti-VIH de ciertos antiretrovirales?®. En un ensayo clinico realizado por Pablo
Tebas, Steven D. Douglas y colegas®®, en pacientes infectados por el VIH, el aprepitant,
a dosis de 375 mg/dia, no mostré actividad antiviral significativa, aungue los pacientes
tratados con aprepitant mostraron una disminucion en el nimero de células T CD4+
PDI+, las llamadas células T “agotadas”, y niveles plasmaticos disminuidos de SP y
CD163 soluble (un marcador especifico de activacion de los macrofagos), lo que sugiere
que el bloqueo de la via NK1R desempefia un papel en la regulacién de la activacion de
monocitos en la infeccion por VIH?2%0.2%1 E| aprepitant actla de manera dosis
dependiente, a mayor dosis mayor efecto terapéutico. Por tanto, si se hubiera aumentado
la dosis probablemente podria haber demostrado ademas una actividad contra el VIH en

los pacientes.
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CELULAS DENDRITICAS (CD)

Las CD son celulas presentadoras de antigenos y desempefian un papel importante en la
generacién de una respuesta adaptativa de las células T a los antigenos externos. La SP y
su receptor NK1R estan presentes en células dendriticas humanas y de ratont®2%2, Sy

activacion compromete la via NF-xB y regula la funcion de los linfocitos T.

La SP regula la movilizacién de las CD hacia los ganglios linfaticos modulando la
expresion de receptores de quimioquinas y moléculas de adhesion?%32%42% | as CD
derivadas de la médula 6sea estimuladas con un agonista de NK1R producen IL-12, e
inducen inmunidad de tipo 1?°**. De manera similar, se ha demostrado que la
administracion in vivo del agonista de NKIR potencia las funciones
inmunoestimuladoras de las células de Langerhans residentes en la piel para inducir una

inmunidad de tipo | especifica de antigeno en un modelo de raton?®,

También se ha demostrado que la SP mejora la supervivencia de las CD?%, lo que sugiere
un posible papel in vivo de la SP en el mantenimiento de poblaciones de CD en
condiciones homeostaticas, especialmente en tejidos altamente inervados con nervios

sensoriales como la piel y la cornea.

En el pulmon la SP responde a antigenos inhalados promoviendo el reclutamiento de las
CD297

En resumen, la SP modula la activacion de varias células inmunes innatas (por ejemplo,
fagocitosis y secrecidn de citoquinas) y promueve la supervivencia de células inmunes
innatas como las células NK, macrofagos, células dendriticas, neutrofilos, mastocitos y

eosindfilos?®e.

Basandonos en estas publicaciones, la SP regularia las células que encontramos en las
amigdalas de nuestro estudio. Por un lado, la SP activa los linfocitos amigdalares,
aumenta su proliferacion y mejora la secrecion de inmunoglobulinas y citoquinas
proinflamatorias. Por otro lado, la SP estimula el crecimiento de las células epiteliales de
la amigdala, induce la sintesis de citoquinas, mejorando la migracién celular. Por ultimo,
la SP potencia las funciones inmunoestimuladoras de las CD para inducir inmunidad de
tipo I. Los antagonistas del NK1R contrarrestan el papel de la SP sobre las células

amigdalares.
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En nuestro estudio, la expresion celular de SP/NK1R en amigdalas con amigdalitis de
repeticion es relativamente escasa, lo que coincide con los estudios de Goldbart?%® y
Gozal?®. Si hubiésemos determinado la expresion de SP y NK1R en amigdalas sanas
probablemente seria muy inferior respecto a las amigdalas de nuestro estudio.

Puesto que hemos encontrado niveles bajos de SP/NK1R en las amigdalitis de repeticion,
hay menor proliferacion celular y menor liberacion de citoquinas inflamatorias, por lo
que la respuesta inmune es menor ante la infeccion, por eso hay mas infecciones
amigdalares. El uso de antagonistas de NKIR, al actuar de manera concentracion
dependiente, inhibiria la liberacion de citoquinas, pero no disminuiria la proliferacion
celular, pues es necesario mayor concentracion de NK1R para producir este efecto.

El disefio morfologico descriptivo de este estudio lleva implicito una serie de limitaciones
que pueden haber tenido alguna influencia en los resultados obtenidos. Se disefid un
sistema ciego a la hora de interpretar los resultados, se empled una escala semicuantitativa
en la valoracién de la extension e intensidad de la tincidn, todo ello con el fin de objetivar
los resultados en la medida de lo posible. A pesar de ello, la falta de estandarizacion en
la valoracion hace que haya podido haber algun sesgo por la subjetividad del observador
en la interpretacion de los resultados. No obstante, consideramos que la elevada
reproductibilidad y alto grado de coincidencia de los resultados hallados entre los
diferentes casos estudiados sugiere que dichas limitaciones deben haber tenido un

impacto limitado en las conclusiones finales de este trabajo.
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V1. CONCLUSIONES
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Se describe por primera vez la inmunolocalizacién de la SP y el NK1R en las
células de las amigdalas palatinas con amigdalitis recurrentes.

La SP sigue un patrén de expresion y distribucion inmunohistoquimica en tejido

amigdalar predominantemente nuclear.

El NK1R sigue un patron de expresion y distribucién inmunohistoquimica en
tejido amigdalar predominantemente citoplasmatico.

La presencia de SP y NKI1R en las células de las amigdalas palatinas con
amigdalitis recurrentes implica que estarian regulando la inflamacion neurogénica
a dicho nivel y, a su vez, estan regulando la liberacion de citoquinas por estas

células inflamatorias.

La inmunorreactividad de la SP y el NK1R en las células de las amigdalas con
amigdalitis recurrentes establece las bases para una mejor comprension de las

infecciones amigdalares recurrentes.
La presencia de SP y NKI1R en las células de las amigdalas palatinas con

amigdalitis recurrentes abre la puerta a un posible uso de los antagonistas de los

NKI1R en esta patologia infecciosa.
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