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ABREVIATURAS

AVP: Arginina vasopresina

BSA: Albdmina de suero bovino

cAMP: Adenosin monofosfato ciclico

CGRP: Proteina relacionada con el gen de la calcitonina
DAB: 3,3-diaminobenzidina tetraclorhidrato

DAG: Diacilglicerol

DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DMSO: Dimetil sulfoxido

DNA: acido desoxirribonucleico

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido Etilen-Diamino-Tetracético

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico
EL: Bucle extracelular

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
ERK: Cinasas reguladas por sefales extracelulares
GABA: Acido y aminobutirico

GDP: Guanosin bifosfato

GPCRs: Receptores acoplados a proteinas G

GRB2: Proteina 2 de unién al receptor de factor de crecimiento
GRP: Gastrin- releasing peptide

GTP: Guanosin trifosfato

H.0,: Perdxido de hidrogeno

HK1: Hemocinina-1

Ig: Inmunoglobulina

IL: Bucle intracelular

IP3: Inositol trifosfato

MAPK: Protein-cinasas activadas por mitdgenos
NK1R: Receptor de la Neurokinina 1

NK2R: Receptor de la Neurokinina 2
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NK3R: Receptor de la Neurokinina 3

NKA: Neurokinina A

NKB: Neurokinina B

NPy: Neuropéptido y

NPK: Neuropéptido K

PBS: Solucion tamponada de fosfato salino
PIP2: Fosfatidil inositol bifosfato

PLC: Fosfolipasa C

PPT: Preprotaquicinina

PVDF: Membranas de Polifluoruro de Vinilideno
RNA: Acido ribonucleico

RT-PCR: Reaccion de la Cadena de Polimerasa en Transcripcion Inversa
SBF: Suero bovino fetal

SDS: Dodecil sulfato de sodio

SHC: SH2-containing domain

SNC: Sistema nervioso central

SNP: Sistema nervioso periférico

SP: Sustancia P

TGF: Factor de crecimiento transformante

TM: Regién transmembrana
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1.1. ASPECTOS GENERALES DEL CANCER

1.1.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS TUMORES DE
CABEZA Y CUELLO

Los tumores de cabeza y cuello, con alrededor de 75.000 casos nuevos
diagnosticados en el afio 2000 en la Comunidad Europea, representan el sexto

tipo de cancer mas frecuente y el 10% de los canceres masculinos *.

En esta localizacion se producen un amplio nimero de tumores que se
encuentran en diferentes regiones anatdmicas del area cérvico-facial, con
diferentes patrones histolégicos y con distintos comportamientos. Se pueden
clasificar en cuatro grandes grupos: los tumores de glandulas salivares, el
cancer de rinofaringe, los tumores escamosos de cabeza y cuello, y una
misceldnea que incluye los tumores de tiroides, los tumores metastaticos de

primario desconocido, los sarcomas o el estesioneuroblastoma.

El segmento etario con mayor porcentaje de diagndstico es aquel
comprendido entre los 65 y los 80 afos, siendo significativamente mayores los
porcentajes en los pacientes varones. La supervivencia media depende del
estadio en que se encuentre el cancer al diagndstico, siendo aproximadamente
del 80% a los 5 afios en el caso de enfermedad localizada y menor del 20% en
el caso de enfermedad metastéatica. Dentro del grupo de los tumores de cabeza
y cuello aquellos considerados de mejor pronéstico son los tumores de labio y
de glandulas salivares, por el contrario los tumores de cavidad oral, faringe e

hipofaringe son los que peor prondstico poseen (Figura 1).

La cirugia y la radioterapia constituyen el tratamiento convencional para
esta enfermedad en los estadios tempranos; por el contrario, en estadios
avanzados, la quimio-radioterapia concomitante posibilita una alta tasa de
conservaciéon de 6rgano 2 con buenos indices de supervivencia. A lo largo de
estos ultimos afos, el avance en las técnicas quirdrgicas y reconstructivas ha

beneficiado en gran medida a los pacientes afectos con este tipo de cancer.
11
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Figura 1. Cancer de cabeza y cuello: Supervivencia Relativa (%) por localizacion
del sitio primario. Mayores de 20 afios. Estudio entre 1988-2001. NCI SEER Public-
Use Data. SEER Survival Monograph 3,

Desgraciadamente, la gran mayoria de los casos se presentan como
enfermedad localmente avanzada o irresecable, de tal modo que, a pesar de
gue se aprecia una mejoria en el control local y en la calidad de vida de los
pacientes con las técnicas previamente mencionadas, las tasas de
supervivencia de los pacientes con carcinoma epidermoide de cabeza y cuello

no han mejorado significativamente en las dos ultimas décadas.

En la actualidad, el tratamiento estandar para los pacientes
diagnosticados de cancer de cabeza y cuello con enfermedad localmente
avanzada o irresecable es la quimioterapia basada en cisplatino, concurrente
con radioterapia * ® © 7. En los Ultimos afios se ha evaluado el papel de nuevos
farmacos citotoxicos y sus combinaciones con y sin cisplatino: taxanos,

gemcitabina, vinorelbina, capecitabina y pemetrexed, con respuestas que

12
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generalmente van desde el 30%-35% en monoterapia hasta casi el 70% con la

combinacion de docetaxel y 5-fluorouracilo 8 © 10 11 12 13 14,

Los avances en biologia molecular han permitido desarrollar nuevas
estrategias tanto diagndsticas como terapéuticas; éstas Ultimas tienen como
objetivo no sdlo la célula tumoral sino su entorno, de manera que los nuevos
agentes desarrollados tienen mecanismos de accion y toxicidades diferentes a

los de los farmacos citotoxicos convencionales *°.
1.1.2. EL CANCER DE LARINGE

La laringe es la segunda localizacion més frecuente de cancer del tracto
aerodigestivo superior después de la cavidad oral. El cancer de laringe mas
comun es el carcinoma escamocelular ** (95 % de todos los casos) siendo éste
mas frecuente en hombres entre los 60 y 70 afios de edad. El tabaco supone el
agente carcinégeno esencial; ademas de los compuestos cancerigenos que
contiene como hidrocarburos aromaticos entre otros, el tabaco produce una
irritacion e inflamacién local crénica, a lo que se le afiade la capacidad para
inducir alteraciones en la vascularizacién reproduciendo las condiciones ideales
para desarrollar un tumor maligno. El alcohol, aunque por si sélo tiene una
limitada capacidad cancerigena a este nivel, se acepta que actia mediante un
efecto sinérgico con el tabaco por medio de una irritacién local crénica y

favoreciendo la disolucién de los agentes carcinégenos del tabaco.

Otros factores que se han visto implicados en el desarrollo de este tipo
de cancer son el reflujo faringo-laringeo, la exposicidbn a sustancias como
pinturas, metales, plasticos, combustibles... y algunas cepas del virus del

papiloma humano.
Existen ciertas areas geograficas de condensacién de casos de este tipo

de cancer sin que se haya podido determinar con exactitud la causa de esta
agregacion (Figura 2).

13
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Figura 2. Atlas Municipal de Mortalidad por Cancer en Espafia 1989-1998. Cancer
de laringe. Riesgo relativo ajustado en ambos sexos. Centro Nacional de
Epidemiologia *'.

Las alteraciones morfolégicas que se detectan previas al cancer son
lesiones que representan cambios anormales en el epitelio y se pueden
manifestar como masas irregulares o ulceraciones de la mucosa. Estas
lesiones pre-malignas deben biopsiarse mediante microcirugia laringea,
resecando por completo la lesion y preservando en lo posible el tejido normal
circundante. Los términos clinicos de las lesiones pre-malignas mas
frecuentemente descritas son la leucoplasia, la cual describe una placa de color
blanquecino, y la eritroplasia, que describe una lesion roja, ésta ultima mas

sugestiva de una lesion maligna subyacente.

Los principales sintomas de esta enfermedad son: disfonia, disfagia,
odinofagia, disnea, hemoptisis y otodinia. Estos sintomas van a depender de la
localizacion tumoral dentro de la laringe, asi como de su estado. La disfonia es
el sintoma mas frecuente asociado al cancer de laringe originado en la glotis.
Por originarse en las cuerdas vocales su primer sintoma suele ser la alteracion
de la voz, la cual por fortuna es un sintoma temprano que permite establecer
un diagndstico precoz y un tratamiento oportuno gque eleva considerablemente

la posibilidad de control y cura de la enfermedad. No obstante numerosos

14



Tesis Doctoral - Universidad de Sevilla - 2010

pacientes sufren una faringitis cronica previa que enmascara los sintomas
haciendo que el diagnéstico pueda verse retrasado.

La evaluacion de pacientes con cualquier tipo de cancer de laringe

requiere una buena anamnesis, exploracion completa otorrinolaringologica y
examenes radioldgicos.

La supervivencia a los 5 afios de pacientes con cancer de laringe en
general es de un 66 %. El principal factor prondstico es la afectacion o no de
las cadenas ganglionares. Asi mismo, las localizaciones fuera de la glotis
suponen una disminucién de la supervivencia (Figura 3y 4).

100

90

80 MM‘N

= 70 e
o
[ \\% == Localizado
50 oy .
.g P~ == Regional
5 40 M A distancia
= —
a 30
=3
@
20
10
0 - .

0 12 24 36 48 60 72 B84 96 108 120
Meses tras el diagndéstico

Figura 3. Cancer de laringe: Supervivencia relativa (%) por estadio tumoral.

Mayores de 20 anos Estudio entre 1988-2001. NCI SEER Public-Use Data. SEER
Survival Monograph

El tratamiento del cancer de laringe contempla varias opciones, entre las
gue se encuentran la cirugia, la radioterapia y Ultimamente la quimioterapia en

los protocolos de preservacion de laringe en estados avanzados *®
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Figura 4. Céancer de laringe: Supervivencia relativa (%) por localizaciéon tumoral.

Mayores de 20 afios. Estudio entre 1988-2001. NCI SEER Public-Use Data. SEER
Survival Monograph 2.

Hasta finales del siglo pasado la mayoria de los pacientes se trataban
mediante técnicas quirdrgicas, bien parciales, bien totales. Hoy en dia se
dispone de, por un lado, técnicas de cirugia endoscoépicas mediante laser junto
con las técnicas de cirugia abierta, y por otro, de protocolos de preservacion de
organo mediante quimio-radioterapia. En términos generales, la cirugia laser se
utiliza en los tumores bien delimitados, principalmente aquellos con estadios T1
y T2. Los protocolos de conservacion de 6rgano se reservan para estadios
avanzados (T3 y T4); en estos pacientes, la laringectomia total permite el
control de la enfermedad en un 80% de los casos, a costa de perder la fonacién
y la necesidad de llevar una canula de traqueotomia. Durante los dltimos 15
afios se han realizados trabajos dirigidos a intentar obtener una eficacia

terapéutica idéntica con un tratamiento que evite la mutilacion laringea.

Asi, a finales del siglo pasado se llevaron a cabo los estudios de EORTC
(EUROPA)® Y VETERANS (EE.UU.)®® en los cuales se administraba
guimioterapia de induccion a los pacientes en estadios avanzados, aquellos

gue respondian se sometian posteriormente a radioterapia y a los que no, se le
16
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ofertaba la laringectomia total. Los resultados mostraron una supervivencia
similar en ambos tratamientos.

La segunda generacion de ensayos clinicos %

va dirigida a la
comparacion del tratamiento con radioterapia exclusiva versus quimo-
radioterapia concomitante. Como conclusion, a pesar de presentar una
toxicidad mayor, los resultados mostraron una mayor supervivencia y mayor

porcentaje de conservacion laringea.

Los ultimos ensayos van encaminados a demostrar el aumento en la
supervivencia mediante la aplicacion de quimioterapia de induccion, de tal
manera que sSi existe respuesta, se continla con quimo-radioterapia

concomitante, en caso contrario se oferta cirugia.

La deteccion y tratamiento oportunos pueden derivar en altas tasas de
curacion y evitar tratamientos futuros mas agresivos que aumenten la

morbilidad de estos pacientes.
1.1.3. BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER

1.1.3.1. EL CANCER COMO PROCESO MICROEVOLUTIVO

Por definicion, las células cancerosas proliferan desafiando los controles
normales y son capaces de invadir y colonizar los tejidos de su entorno. Los
tejidos que presentan estas células pueden originar tumores secundarios o
metastasis que ya resultan muy dificiles de erradicar quirGrgicamente. Se cree
que la mayoria de los canceres se originan a partir de una sola célula que ha
experimentado una mutacion inicial; no obstante, posteriormente la progenie de
esta célula ha de sufrir otros cambios; para que algunas de estas células se
conviertan en cancerosas sera necesario un gran numero de mutaciones
adicionales. Este fenbmeno de progresion tumoral, que dura muchos afios,
refleja numerosos cambios evolutivos por mutacion y seleccion natural entre las

células somaticas.

17
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El tratamiento racional del cancer requiere un conocimiento de las
propiedades especiales de que disponen las células cancerosas al progresar,
multiplicarse y extenderse. Entre estas propiedades se encuentran las
alteraciones en las vias de sefalizacion celular, que capacitan a las células del
tumor para ignorar las sefiales que proceden de su entorno y que normalmente
mantiene la proliferacion celular bajo un estricto control. De esta forma, las
células pueden primero proliferar liboremente en su tejido original y luego
realizar metastasis sobreviviendo y proliferando en otros tejidos. Ademas,
también como parte de su proceso de evolucion, las células cancerosas
ignoran las sefiales de suicidio y eluden las limitaciones programadas de
proliferacion —incluyendo la senescencia replicativa y las rutas normales de
diferenciacion que de lo contrario impedirian su capacidad de crecer y de

proliferar.

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

necesarias para la progresion tumoral % 23242°,

1.1.3.2. ETIOLOGIA DEL CANCER

Las tasas de evolucién y de progresion de los tumores se ven
aceleradas tanto por los agentes mutagénicos (iniciadores tumorales) como por
agentes no mutagénicos (promotores tumorales) que afectan a la expresion
génica, estimulan la proliferacion y alteran el balance ecolégico entre células

mutantes y no mutantes.

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

los carcindgenos quimicos, ciertos virus asi como diversas formas de radiacion;

18
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dado que muchisimos factores de los que contribuyen al desarrollo de un

cancer son controlables, es posible prevenir muchos canceres.

Se desconocen todavia los principales factores ambientales que inciden
sobre el cancer. Algunos factores identificados son el humo del tabaco y
algunas infecciones provocadas por virus que causan cancer como el papiloma
virus o el virus de la hepatitis B. La epidemiologia es una herramienta muy (til
para identificar estas causas y revelar nuevas formas de prevenir la
enfermedad. La aproximacion epidemiolégica no requiere conocer de qué
forma actian los agentes productores de cancer y puede relacionar factores
gue no son simplemente mutagénicos como los virus o la edad a la que tiene el

primer hijo.
1.1.3.3. PROTO-ONCOGENES Y GENES SUPRESORES TUMORALES

Los genes relacionados con el cancer pueden clasificarse en dos grupos
en funcién de si sus mutaciones provocan una pérdida o un incremento en la
funcion del gen. Las mutaciones que inducen una pérdida de funcion de los
genes supresores de tumores conllevan la pérdida de los mecanismos de
inhibicion de la proliferacion que tratan mantener un numero adecuado de
células; las mutaciones que implican un aumento de funcién permiten a las
células proliferar de modo anormal. Estas Ultimas son mutaciones dominantes y
los genes mutados son conocidos como oncogenes los cuales pueden ser
identificados por su capacidad para transformar unas lineas celulares en
células con proliferacion cancerosa. Muchos de ellos fueron descubiertos
porque producian cancer en animales de experimentacion cuando eran
introducidos mediante infeccién por un vector virico que habia tomado material
genético de una célula huésped anterior. Los oncogenes también se pueden
localizar examinando la presencia, en genes diana de células cancerosas
humanas, de mutaciones de activacion o de translocaciones cromosomicas que

indiquen la presencia de un gen critico del cancer.

Las mutaciones en genes supresores de tumores generalmente son

recesivas: no se produce una pérdida del control hasta que han sido

19
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inactivadas las dos copias del gen. Los métodos utilizados actualmente para
encontrar este tipo de genes se basan en examinar el genoma de las células
cancerosas buscando sefiales de pérdida de genes que, a menudo, se
manifiestan de heterozigosis en una region cromosomica especifica. Otra
aproximacion se centra en en el estudio de los canceres familiares. Estas
formas hereditarias de tumores poco frecuentes han permitido el
descubrimiento de genes supresores de tumores cuya pérdida es bastante
comun en muchos tipos de canceres. Estos individuos proclives a padecer
canceres heredan habitualmente una copia defectuosa y una copia funcional de
un gen supresor de tumores; presentan una gran predisposicion al desarrollo
del cancer puesto que una sola mutacion en una célula somatica es suficiente
al haber heredado la otra mutacion, para crear una célula que pierda totalmente
la funcion de uno de los genes supresores de tumores. La reciente aparicion de
la secuencia del genoma humano y la disponibilidad cada vez mayor de
potentes herramientas para la busqueda sistematica de mutaciones
significativas en el DNA, pronto permitiran disponer de un catalogo mas

completo de genes criticos del cancer ° (Tabla 1).

Oncogenes

Ciclina D1

Receptor del Factor de crecimiento epidérmico

STATS3 (Transductor de sefial y activador de la transcripcién 3)
AIS (p40/p73L)

EMS1 (Cortactina)

Met

Genes supresores tumorales

p53

Rb

pl16/p21/p27

FHIT (Gen de la triada histidina-fragil)

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

20
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1.1.3.4. FISIOLOGIA MOLECULAR DE LA CELULA CANCEROSA

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

creciendo en tejidos ajenos aun son muy pocos conocidos.

Los virus DNA como los papilomavirus pueden favorecer el desarrollo
del cancer secuestrando proteinas derivadas de los genes supresores de
tumores —en particular, la proteina Rb (Retinoblastoma), que regula la division
celular asi como la proteina p53, que actia como freno de emergencia en la
division celular de las células que presentan alguna lesion genética y también
en las células senescentes con teldmeros mas cortos-, esta accion es llevada a
cabo mediante la proteina E6 viral la cual se fija a p53 e inactivandolo. La
proteina p53 juega un doble papel, regulando tanto la progresion a través del
ciclo celular, como el inicio de la apoptosis. Asi pues la inactivacién de p53, que
se producen en aproximadamente la mitad de todos los canceres humanos es
doblemente peligrosa: permite a las células senescentes y con lesiones
genéticas continuar replicando su DNA, incrementando las lesiones, y por otro
lado, eludir la apoptosis. La pérdida de la funcion de p53 puede contribuir a la

inestabilidad genética de muchos tumores metastaticos.

El general, las etapas en la progresion de un tumor pueden
correlacionarse con mutaciones que activan oncogenes especificos e inactivan
genes supresores de tumores. Sin embargo, en formas distintas de canceres, e

incluso en pacientes con la misma forma de la enfermedad, hay combinaciones
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distintas de estas mutaciones, lo cual refleja que estas mutaciones se producen
al azar. Sin embargo, repetidamente se encuentran los mismos tipos de
lesiones genéticas, lo cual sugiere que existe un numero limitado de maneras a

través de las cuales se puede vencer los sistemas de defensa contra el cancer.
1.1.3.5. PERSPECTIVAS EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER

El mayor conocimiento de la biologia molecular del cancer deberia
conducir a mejores sistemas para diagnosticar y tratar la enfermedad. Se
pueden disefar tratamientos antitumorales para destruir preferentemente las
células tumorales aprovechando las propiedades que las distinguen de las
células normales, entre ellas los defectos que presentan en los mecanismos de
reparacién del DNA, en los controles de ciclo celular y en las vias de apoptosis.
Comprendiendo los mecanismos normales de control y como se alteran en los
canceres especificos es posible disefiar farmacos dirigidos al cancer de forma
mas precisa. Conociendo mejor qué genes son amplificados, cuales son
deleccionados y cuales mutados en las células de un tumor determinado, se
podran empezar a disefiar tratamientos mas precisos y especificos para cada

paciente 2728293031
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1.2. EL DESCUBRIMIENTO DE LA SUSTANCIA P

En 1929, UIf Von Euler, un joven farmacoélogo, comenzoé a trabajar en el
Instituto Karolinska bajo las 6rdenes del Dr. Henry Dale (Figura 5). Por aquella
época se habian publicado una serie de articulos en los que se discutia la
hipétesis de una neurotransmision quimica. Dale acababa de publicar que la
acetilcolina podria tener una funcion neurotransmisora, por ello no es de
extrafiar que le sugiriera al joven Euler que investigara sobre la distribucion de
la acetilcolina en el tracto digestivo. Esta tarea la llevd a cabo utilizando un
fragmento de intestino de conejo en un bafio organico. Como resultado obtuvo
una buena estimulacién en el fragmento; no obstante, el hecho de que al
aplicar atropina, este efecto no se revirtiera del todo desconcertaba a los
investigadores. Asi pues en 1931 se publica el primer articulo referente a la SP;
en él se describia la existencia en el cerebro e en el intestino de un factor
resistente a la atropina que estimulaba el musculo liso y disminuia la presion
sanguinea . Dicho factor fue denominado Sustancia P (SP). La P proviene de
‘powder” como referencia al polvo seco de acetona que quedaba en los

extractos de tejido cerebral e intestinal de sus investigaciones.

Figura 5. Dr. Henry Dale (1875-1968) y Dr. Ulf Von Euler (1905-1983).
(Imagenes procedentes de “The Nobel Foundation”).
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Von Euler llegd a ser profesor de fisiologia del instituto Karolinska y
durante su carrera llevé a cabo descubrimientos tan importantes como la
noradrenalina y las prostaglandinas. No obstante, no fue hasta 1949 cuando
Bengt Pernow, a las 6rdenes de Euler, retomo el trabajo sobre la SP. Como
resultado de estos trabajos obtuvieron la purificacion de la SP asi como
diversos datos acerca de su distribucién y funciones biolégicas 3. Pernow
describié la distribucién de la SP en el cerebro comprobando de este modo que
los niveles eran mucho mas altos en la sustancia gris que en la blanca; asi
mismo, demostré unos niveles altisimos en la sustancia negra mesencefalica,
el diencéfalo y particularmente en el hipotalamo. En la médula espinal
demostré que la regién dorsal presentaba mayores concentraciones que la
ventral y ademas comprobd como la SP se expresaba también en los nervios
periféricos, en especial a los nervios del sistema autbnomo, los ganglios
espinales y el tronco simpatico. En el tracto gastrointestinal, la capa muscular
con su plexo nervioso mostraba una mayor concentracion de SP que en el
resto de las capas. Por ultimo, comprobé como en nifios con la enfermedad de
Hirschprung, caracterizada por la ausencia total de células ganglionares en la
parte distal rectosigmoidea manteniéndose intacta la proximal, la parte distal
carecia por completo de SP, presentando una distribucién normal en la

34

proximal Por entonces, en Australia, Fred Lembeck public6 sus

descubrimientos acerca de la funcion neurotransmisora sensitiva de la SP *°.

No fue hasta los principios de los 70 en Boston, cuando Susan Leeman

(Figura 6) et al. identificaron la SP como un undecapéptido (Figura 7)*° , siendo

37

los primeros en sintetizar el compuesto y llevar a cabo un ensayo

radioinmunolégico *8. Gracias a estas investigaciones, los efectos de la SP

pudieron ser monitorizados en modelos fisioldgicos 3° 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

51 52 53
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Figura 6. Dra. S. E. Leeman (1930-).
(Imagen procedente de “Boston
University School of Medicine”).

La SP ha sido una de las moléculas que mas extensamente han sido
estudiadas durante la ultima mitad del siglo pasado, pensandose ademas que
era la Unica taquicinina hallada en mamiferos que actuaba como neuropéptido.
Esto continué asi hasta 1983 cuando Kangawa y Kimura >* descubrieron la
Neurokinina A (NKA) y la Neurokinina B (NKB). Paralelamente se describi6 la
presencia de péptidos de esta familia de taquicininas en animales no
mamiferos, como los invertebrados, de manera que las taquicininas quedan
establecidas como una de las mayores familias de péptidos conocida hasta el

momento con mas de 40 miembros.

Figura 7. Modelo tridimensional SP.
(Imagen tridimensional generada con el software
SweetMollyGrace 1.3).
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1.3. LA GRAN FAMILIA DE LAS TAQUICININAS

1.3.1. INTRODUCCION

La familia de las taquicininas conforma la mayor familia peptidica
descrita en el reino animal. Asi pues, han sido aisladas mas de 40 taquicininas
entre animales invertebrados (insectos, gusanos y moluscos), procordados y
vertebrados (piel, tracto gastrointestinal, sistema nervioso, etc.). Como ya se
ha comentado, la primera taquicinina, la SP, fue identificada en 1931 y
caracterizada 40 afios después. Otros miembros de la familia son la NKA y
NKB que fueron identificados en mamiferos por diferentes grupos entre 1983 y
1984 >4 >° ¢ Estos péptidos, en general, se encuentran ampliamente repartidos
tanto por el sistema nervioso central (SNC) como periférico (SNP) y acttan
principalmente como neurotransmisores. En el sistema nervioso auténomo
(SNA) actia esencialmente como un componente noradrenérgico no-
colinérgico >’ °8 9 60 61 62 63 64 65 66 " N popstante, recientes estudios han
cambiado el concepto que se tenia sobre la distribucién de las taquicininas,
comprobando cémo tanto la SP, la NKA, la NKB y otro miembro de las
taquicininas denominada Hemocinina-1 (HK1) se producen también en células
no neurales, sugiriendo una amplia distribucién de las taquicininas por todo el

Organismo 67 68 69 70 71 72 73 74.

1.3.2. PEPTIDOS DE LA FAMILIA DE LAS TAQUICININAS

Hasta la fecha, se han descrito en mamiferos seis taquicininas: SP,

NKA, NKB, Neuropéptido K (NPK), Neuropéptido Y (NPY) y HK1 *? % ™ (Figura

8). NPK y NPY son formas extendidas del segmento N-terminal de la NKA".

Estos péptidos se caracterizan por compartir un C-terminal comun determinado
por la siguiente secuencia de aminoéacidos: Phe-X-Gly-Leu-Met-NH, "® 77 78 7980
Mientras que la secuencia de aminoacidos de la SP, NKA y NKB es idéntica en
mamiferos, la secuencia de HK-1 parece variar entre el raton, la rata y los
humanos. En mamiferos, como ya se ha sefialado, los péptidos de las

taquicininas se expresan principalmente en los tejidos neurales 8 8 &, Asi, la
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SP y la NKA estan presentes tanto en el SNC como en el SNP, en este ultimo
aparecen en los tejidos inervados por neuronas primarias aferentes sensibles a

35 53 84 85 86 87 88 89

la capsaicina siendo liberadas en las terminaciones

nerviosas tanto en la médula espinal como en los tejidos periféricos realizando

una actividad neurotransmisora excitatoria % %t 92 93

Como ya se ha
comentado, el sistema nervioso no es la Unica localizacion de la SP, asi pues
ésta se expresa en células endoteliales humanas, las células de Leydig de
ratén, diversas células inflamatorias e inmunes de humanos, ratas y ratones *
959697 Ademaés se han encontrado precursores del NKB en placentas humanas
y de ratas, en Gteros asi como en otras células reproductoras en ratén % 9 10
191 por altimo, la HK1 se expresa principalmente en células no neurales y se
piensa que tiene un papel importante en la sefalizacion intercelular,
especificamente, en las comunicaciones entre el sistema nervioso y otros

sistemas biologicos.

TAQUICININAS EN MAMIFEROS

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

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

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

Figura 8. Estructuras de las principales taquicininas en mamiferos.
(Imagen tridimensional generada con el software SweetMollyGrace 1.3).
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1.3.3. ESTRUCTURA GENETICA

SP, NKA, NPK y NPY se encuentran codificados en el gen

preprotaquicinina-A (PPT-A) o gen TAC-1 (Figura 9). Solamente se conoce la
organizacién de este gen en unas cuantas especies de mamiferos 02 103 104 105,
En humanos y ratas, el gen esta compuesto por siete exones, en ratones
Unicamente por seis. En humanos, a partir de la transcripcion primaria del gen
se obtienen cuatro isoformas de RNA mensajero (a,,y Y 8) que difieren en sus
combinaciones de los exones. EIl RNA mensajero 3-PPT-A contiene los siete
exones del gen mientras que el RNA mensajero o-PPT-A pierde el exdn 6, el y
pierde el exdn 4, por ultimo, el RNA mensajero 6-PPT-A pierde los exones 4y

6. La secuencia del exén 3 codifica la SP, mientras que la secuencia del 6

codifica la NKA. La secuencia que produce el NPY esta presente en los exones
3,5 y 6 mientras que la que produce la NPK se encuentra en los exones 3, 4, 5
y 6.

La secuencia precursora de la SP esta por tanto codificada por las 4
isoformas posibles, en cambio la secuencia de NKA estéa presente en el RNA

mensajero By y -PPT-A, la secuencia de NPY en el RNA mensajero y-PPT-A'y

por ultimo, la secuencia de NPK es unicamente codificada por RNA mensajero
B-PPT-A 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116- La translacién de esos RNA
mensajeros y su procesamiento posttranslacional es lo que determina las
distintas taquicininas. Es importante tener en cuenta diferentes circunstancias,
por ejemplo la SP puede expresarse de manera aislada, mientras que la NKA
siempre se expresa acompafiada de SP. Hay ciertos estudios sobre las
diferentes concentraciones de las distintas isoformas de RNA mensajero PPT-A
en los distintos tejidos que muestran un incremento relativo en las
concentraciones de las isoformas y y B, en concreto las que expresan SP y
NKA %,

La NKB es la Unica secuencia conocida hasta el momento que se

obtiene del gen PPT-B o gen TAC-3 '’ 8 En humanos y ratas, el gen esta
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compuesto por siete exones y la secuencia que codifica la NKB se encuentra

en el exén 5.
a-PPT-A B-PPT-A Y-PPT-A
2 [ 3 TJ4T5[7] [ 2 [ 3 Jafs[e[7] [ 2 [ 3 Js[6]7]
SPp HE SP Em NKA SP HER NKA
NPK NPY
PPT-B
[ 2 T 3 Ja[5] 6]
NKB

Figura 9. Estructura de los genes de las principales taquicininas.
(Imagen modificada la original de Otsuka y Yoshioka 53).

Por dltimo, la HK-1 esta producida por el tercer gen PPT-C o TAC-4 %%,

El gen PPT-C esta compuesto por cuatro exones y la secuencia que codifica la
HK-1 se encuentra en el exon 2. Se ha demostrado que la estructura primaria

de la HK-1 es diferente en humanos de la hallada en ratones y ratas.
1.3.4. ASPECTOS EVOLUTIVOS DE LAS TAQUICININAS

Se han aislado taquicininas tanto en los vertebrados superiores como en
distintos grupos de invertebrados "® ' 20 121 | 3 estructura primaria de las
taquicininas son estructuras muy conservadas desde el punto de vista de la
evolucion, en especial la secuencia C-terminal compuesta por Phe-X-Gly-Leu-
Met-NH2 y que precisamente es donde reside la funcion biol6gica de estos
péptidos . Todas las especies a lo largo de la escala de la evolucién expresan
taquicininas o péptidos relacionados con ellas. La SP o0 sus péptidos
relacionados, son los mas abundantes de toda la familia y aparecen con
estructura similar tanto en mamiferos como en otros vertebrados, unicamente
existen pequefias sustituciones como por ejemplo el cambio de un aminoacido

por otro de similares prOpiedadeS 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135

136 137 138

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

primaria diferenciandose Gnicamente en dos aminoacidos *° 140 141,
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El NPY y péptidos relacionados se han encontrado también en otras

especies de vertebrados como el aligator y la serpiente pitén entre otros *4? 143,

Los péptidos “pseudo” taquicinina se han aislado en invertebrados
compartiendo con los vertebrados alrededor de un 30% de la secuencia; no
obstante, la secuencia C-terminal relacionada con su actividad es diferente y
por esta razén se le denomina péptidos “pseudo” taquicinina 39 141 144 145 146 147
148 149 A pesar de ello, existen excepciones como la sustancia aislada en las
glandulas salivares del mosquito Aedes aegypti, denominada sialokinina **° que
conserva la secuencia C terminal de los vertebrados. Se plantea la posibilidad
de que exista una relacién entre este fendmeno y el hecho de que esta

sustancia entre en contacto con un huésped vertebrado.

La gran estabilidad estructural de estos péptidos a través de la evolucion
sugieren una fuerte presion selectiva, es decir que mutaciones que conllevan
sustituciones conservativas en sus secuencias de aminoéacidos, favorecen la
supervivencia. Esta presion selectiva, junto al pequefio tamafio de las
moléculas de las taquicininas hace dificil establecer relaciones filogenéticas.
Asi, el estudio de los genes completos, incluyendo intrones y otras regiones no
codificantes podria ser Gtil para el estudio de la evolucion de los neuropéptidos.
No obstante, como ya se ha sefialado, todavia se desconocen la mayoria de
los genes que codifican las taquicininas y sus péptidos relacionados. Con los
conocimientos actuales no se puede asegurar que los genes PPT-A, B, Cy
otros genes que codifican péptidos relacionados con las taquicininas procedan
de un gen ancestral comdn, no obstante, hay varios hechos experimentales a

tener en cuenta:

A) La presencia de taquicininas o péptidos relacionados en todas las
especies vivientes, incluidos invertebrados y las similitudes existentes en sus
secuencias de aminoacidos.

B) La similar distribucion de las taquicininas en los tejidos de los

organismos estudiados: sistema nervioso, glandulas salivares, intestino,...
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C) El hecho por el cual en algunos casos la conformacion activa de la SP
y de los péptidos relacionados en insectos conforman sitios similares de union
al receptor.

D) La observacion de que el spantide (un antagonista selectivo de
receptores de taquicininas) actla tanto en receptores de taquicininas de

mamiferos como de insectos.

Todos estos hechos sugieren un origen comun de las taquicininas y de
los péptidos relacionados con ellas las cuales derivarian de un gen comun

ancestral 120 %1,
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1.4. LOS RECEPTORES DE LAS TAQUICININAS. EL
NK1R

1.4.1. TIPOS DE RECEPTORES DE LAS TAQUICININAS

Los efectos biolégicos de las taquicininas estdn mediados a través de 3
tipos de receptores denominados NK1R (Receptor de la neurokinina-1), NK2R
(Receptor de la neurokinina-2) Y NK3RR (Receptor de la neurokinina-3).
Ademas, existe una variante del NK3R denominado NK3BR o NKA4R. Estas
moléculas pertenecen a la familia A (tipo rhodopsina) de los GPCRs, una gran
superfamilia de proteinas que conforman aproximadamente el 1% de todo el

genoma y juegan un papel clave en los mecanismos de sefializacion celular &
152 153 154 155

Los GPCRs, son unas proteinas transmembrana responsables de la
transduccion de sefiales mediadas por estimulos ambientales como luz, olor,
sabor, asi como hormonales, neurotransmision y otros tipos de comunicacion

intercelulares.

Los GPCRs comparten varias caracteristicas estructurales, siendo la
mas importante la existencia de un paquete de siete hélices transmembrana
conectadas por seis bucles de distinta longitud (Figura 10). Aunque los GPCRs
comparten una topologia comun, cada uno tiene ciertas caracteristicas
diferenciadoras pudiendo variar especialmente en el tamafio del amino-terminal
extracelular, los bucles -citoplasmaticos y el grupo carboxilo terminal.
Basadndonos en esas diferencias, los GPCRs de mamiferos han sido
clasificados en 3 tipos, A, B y C. La familia A (rhodopsin-like or adrenergic-
receptor-like) es con diferencia la mayor de las tres y se caracteriza por una
estructura amino-terminal corta y unos residuos acidos constantes en cada

hélice transmembrana.
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COO

Figura 10. Receptor asociado a proteina G genérico: 7 hélices

transmembranay 6 bucles.

(Imagen tridimensional generada con el software SweetMollyGrace 1.3).

La proteina G acoplada es un heterotrimero constituido por una

subunidad o con actividad GTPasa y dos subunidades B y y que forman un

dimero. El dimero B-y se desacopla de la subunidad o cuando se activa la

proteina G. Existen varias isoformas de estas subunidades cuya combinacién

define los distintos tipos de proteinas G. Existen 16 isoformas de subunidad o

que se obtienen por splicing alternativo, 5 isoformas de subunidad f y 14

isoformas de y (Figura 11).
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Qg1 Uop
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o,

Ols iy Olyg

Olyor Olyg

Bys Ba,

— BB
D ¥qi Yz Yas
Ya, Y5, ¥z

Figura 11. Diferentes combinaciones de

proteina G. (Imagen modificada de la original de
Zhang Y. et aI.lSe).
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En estado de reposo el trimero esta asociado y la subunidad o esta
unida a GDP. Cuando el receptor se une al ligando se producen cambios
conformacionales en las asas intracelulares del receptor que disocian el trimero
activando la proteina G. La subunidad o se separa del dimero B-y y se une al
GTP. La subunidad o y el dimero B-y por separado pueden actuar sobre una
gran gama de efectores diferentes como la adenilato ciclasa, las
fosfodiesterasas, la fosfolipasa C o canales i6nicos. Todos ellos activan
cascadas de sefalizacion intracelular. La proteina G activada actuara sobre un

efector u otro segun el isotipo de sus subunidades o, B y y (Figura 12).

La duracion del efecto de la proteina G activada depende de la actividad
GTPasa de la subunidad o. Cada subtipo o tiene un rango de hidrolisis

diferente. Una vez hidrolizado el GTP el trimero se reasocia y se inhibe la

activacion de efectores.

Espacio extracelular

AR AN

Adenylate
cyclase

.........................

Citosol

Figura 12. Activacion del receptor acog)lado a proteina G.
(Imagen procedente de Zhang Y. et al.™® ).

Como ocurre con otros miembros de esta superfamilia, los receptores de
las taquicininas parecen tener 7 dominios hidrofébicos transmembrana (TM I-

VII) con 3 bucles extracelulares (EL 1, EL 2 y EL 3), 3 bucles intracelulares (IL
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1, IL 2 e IL3), una formacién aminoterminal extracelular asi como otra
formacion carboxiterminal citoplasmatica **’.

Hasta que Nakanishi y col.**®

clonaron el primer receptor relacionado
con la SP, el conocimiento de la presencia de los receptores de neuropéptidos
se basaba en estudios de unién y analisis farmacologicos. Hoy en dia se
dispone de la estructura fisica de los receptores descritos hasta la fecha para

los mamiferos (Figura 13 y 14).

receptor NK, 00800009000
&Y

NH,-terminal

M1 e 9 O i B T™ VI

407

C-terminal

Figura 13. Esquema del Receptor de la Neurokinina-1.
(Imagen procedente de Almeida et al. **)

receptor NK; receptor NK;

Figura 14. Esquemas del Receptor de la Neurokinina-2y 3.
(Imagen procedente de Almeida et al. 159).
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Se han clonado receptores de taquicinina de diferentes especies de
mamiferos. En todos ellos se ha podido demostrar que el NK1R es una

protel'na compuesta por 407 aminoacidos 158 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170

171 172 173 174

El NK2R humano tiene en cambio 398 aminoacidos y es mayor que el de
la rata con 390 aminoéacidos; por otro lado, el NK2R del cobaya tiene 402

aminoacidos.

Por dltimo, el NK3R es el mayor de todos en todas las especies,
conteniendo 465, 452 y 440 aminoacidos en humanos, ratas y cobaya

respectivamente; siendo este tamafio a expensas de la region aminoterminal.

Los receptores de las taquicininas poseen una moderada selectividad a
las taquicininas enddgenas. Asi, la SP, la NKA y la NKB actiuan como agonistas
de los 3 receptores; no obstante, no todos se unen con la misma afinidad. Asi
pues el ligando preferido para el NK1R es la SP, para el NK2R la NKA y para el
NK3R la NKB (Tabla 2).

NK1R SP>NKA>NKB
NK2R NKA>NKB>SP
NK3R NKB>NKA>SP

Tabla 2. Receptores de las neurokininas y sus ligandos preferidos.

Cada vez hay mas pruebas que indican que NPK y NKY no solo actian

como precursores del NKA, si no que podrian incluso tener un papel como

neurotransmisores. NPK y NKY tienen mayor afinidad con NK2R pero también

presentan una alta afinidad con el NK1R. Recientes estudios farmacoldgicos
indican que la HK-1 tanto de raton, rata, como humanos actia como agonista
del NK1R produciendo, al menos en los tejidos periféricos, idénticos efectos

que la SP 68 78 818283 175 176 177 178 179 180 181
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Los receptores de las taquicininas en mamiferos se encuentran
distribuidos de forma heterogénea dentro de cada especie. El NK1R se expresa
ampliamente tanto en el SNC como en el SNP y esta presente en las neuronas,
endotelio vascular, musculo y diferentes tipos de células inmunitarias entre
otras. El NK2R se encuentra principalmente en el SNP aunque también se
expresa de manera selectiva en ciertos nacleos cerebrales, por el contrario, el
NK3R se encuentra principalmente en el SNC, mientras que en los tejidos
periféricos se identifica en el Gtero y placenta de ratas y humanos, el sistema
musculo esquelético humano, pulmén, higado, el sistema portal y vena
mesentérica de ratas y ciertas neuronas entéricas del intestino de diversas

eSpeCieS 7273 98 99 100 162 182 183 184 185 186 187 188 189 190.

1.4.2. ESTRUCTURA GENETICA

Los genes que codifican los 3 receptores de las taquicininas se
encuentran en el cromosoma 2 teniendo todos la misma organizacion
estructural. Como ocurre con otros receptores de esta superfamilia, los
receptores de las taquicininas tienen 7 dominios transmembrana de caracter
hidrofébico (TM I-VII), con 3 asas extracelulares (EL 1-3) y 3 asas intracelulares
(IL 1-3). Las regiones codificantes de estos genes estan divididas en 5 exones,
con sus intrones localizados en idénticas posiciones para todos ellos ¢ 161 164
166 168 169 171 174 "E| Exén 1 contiene la region 5 no traducida y la region que
codifica hasta la parte final de TM Ill. El Ex6n 2 contiene IL 2, TM IV y EL 2. El
Exén 3 contiene TM V e IL 3. El Exdn 4 codifica el TM VI, EL 3 'y TM VII. Por
altimo el Exén 5 codifica el grupo C-terminal citoplasmatico y la regién 3’ no

traducida (Figura 15).

37



Importancia de la sustancia P y su receptor en el cancer de laringe

487
AT 13

T T N N T NKGR

i
TH} TM2 TMI '-"' ™4 'I-"l TH § 'l"l e TMT “.J

I I Il v v
k)
AT 13 154 b LE T4
—
i 5 5 s my m = | a—— )
roTwr oTaa vt awa 0 ows Vorme Ty

I 11 I11 IV v

T 153 18 I

A
22 FEE|
I T W ] NKGR

L} i I 3
TH! TMI TMI “, Th 4 1-‘, TA 5 \_‘ TME TMT L

1 I 111 v ¥

Figura 15. Esquema de los genes que codifican los receptores de las neurokininas.
Las regiones codificantes de los genes estan divididas en cinco exones (I-V)
interrumpidos por cuatro intrones (marcados con lineas discontinuas). TM (1-7)
indica los segmentos transmembrana codificados por cada ex6n mostrados en los
segmentos del gen pintados de negro.

(Imagen modificada de la original Almeida et al. **°).

1.4.3. LAS ISOFORMAS DEL NK1R

Kage et al *' demostraron la existencia de dos isoformas del NK1R
presentes en las glandulas submaxilares de la rata, que se diferenciaban en la
longitud del extremo carboxi terminal **2. En la especie humana también han
sido clonadas y estudiadas. Estas dos isoformas poseen los mismos dominios
de unién pero se diferencian en la longitud del polipéptido generado, la forma
larga posee 407 amino&cidos, mientras que la corta tan sélo 311. EI menor
namero de residuos se debe al dominio intracelular ya que en esta region
parece situarse el mecanismo implicado en la fosforilacion dependiente de
cinasas de los GPCRs. 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 y 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
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agonista. Por el contrario, la forma corta del receptor parece tener una afinidad

al menos diez veces menor que la forma larga.

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-RNA
mensajero. Los estudios de Fong et al.'®® en 1992, indican por tanto que
existen multiples formas del NKR1 humano y que la diferente activacion de la
respuesta intracelular podria estar en relacion con la complejidad de los efectos
bioldgicos de la SP.
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1.5. FISIOLOGIA MOLECULAR DE LA SP Y EL NK1R

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

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

Al igual que todos los neurotransmisores conocidos, las taquicininas son
liberadas de la terminacién nerviosa por un mecanismo calcio-dependiente
como respuesta tras la aplicacion de un estimulo ya sea fisioldgico o no
(estimulacion eléctrica, potasio, despolarizacién por capsaicina). Una vez que
son liberadas, las taquicininas pueden ser atacadas e inactivadas por varias
enzimas proteoliticas con diferente afinidad por cada una de ellas, de modo
que el péptido mas vulnerable parece ser la SP, mientras que aquellos que
tienen en su N-terminal el residuo pGlu parecen mas resistentes al ataque de
las proteasas. En la degradacién proteolitica de la SP, tres enzimas parecen
mostrar una funcién predominante: dipeptidyl-amino peptidasa, postprolina

endopeptidasa y catepsina-D.

La estimulacion del NK1R genera diversos segundos mensajeros, que
de manera secuencial pueden desencadenar ciertos mecanismos efectores,
mecanismos reguladores de la excitabilidad celular y la modulacion de ciertas
funciones celulares. Tanto la subunidad a-GTP como las subunidades B y vy
estan relacionadas con la regulacién de las funciones efectoras de la SP.
Aparentemente existen tres segundos mensajeros que podrian llevar a cabo

estas funciones (Figura 16)'94 195 196 197 198 199.
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Figura 16. Mecanismos efectores de los receptores de las
neurokininas. Estimulacién de la hidrdlisis del fosfatidil
inositol (Pl) y la cascada del AMP ciclico (CAMP) por parte
de los receptores de las taquicininas (L) sobre el receptor
de proteina G (R). Gs y Gp son proteinas G. AC
corresponde a la adenilato ciclasa. PLC es la fosfolipasa C.
PIP2 es el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato. DG corresponde
al diacilglicerol.

(Imagen modificada de la original de Zhang Y. et al.*®®).

A) Activacion de la fosfolipasa C, la cual transforma el fosfatidil inositol
bifosfato (P1P2) en inositol trifosfato (IP3) y en diacilglicerol (DAG). IP3 actlda en
receptores especificos del reticulo endoplasmético incrementando los niveles
intracelulares de calcio al liberar los depoésitos de calcio. El DAG actia via
protein-cinasa para abrir los canales de calcio tipo L en la membrana
plasmatica. La respuesta de los tejidos depende por tanto del aumento de los
niveles de calcio intracelular.

B) Activacion de la fosfolipasa A2, la cual desencadena la movilizacion
del &cido araquidonico.

C) Activacion de la adenilato ciclasa, la cual produce un incremento de

los niveles de adenosin monofosfato ciclico (CAMP)
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Debido a la naturaleza anfifilica de la SP, se supone que ésta penetra en
la fase lipidica de la membrana plasmatica adaptando parcialmente la
conformacién de una a-hélice y que entonces difunde en la membrana hasta el
sitio de union del receptor. Otras moléculas como NPK, NKA y NKB también

pueden unirse a dicho receptor pero con menor afinidad que la SP 2%,

La ruta endocelular tras la internalizacion del complejo SP/NKR1 ha sido
estudiada en profundidad por Grady et al.’® Gracias a los estudios con
microscopio confocal utilizando SP marcada y anticuerpos frente a NK1R, se
puede conocer al detalle la ruta intracelular asi como los procesos de
degradacion de la SP vy reciclaje de los NKR1 (Figura 17-19). Se ha podido
demostrar que el NKR1 y la SP son rapidamente internalizados mediante un
mecanismo dependiente de clathrina en los denominados endosomas
tempranos. En estado basal, en ausencia de SP, el NKR1 se encuentra en la
membrana plasmatica. Tras la exposicion de las células a la SP, el receptor y
ésta se agrupan en dicha membrana desplazandose de manera conjunta hacia
el interior de la célula por medio de endocitosis conformando los endosomas
tempranos. Para demostrar que este mecanismo es dependiente de clathrina
se modificé el medio afiadiendo sustancias que bloguean la endocitosis por
esta via, como son la sucrosa hiperosmolar o deplecionando potasio. No
obstante, es posible que éste no sea el Unico mecanismo de entrada como asi
aseguran los autores de dicho estudio. Varios minutos tras la administracion de
SP no se detecta ésta en la superficie celular, por el contrario, los estudios
mediante anticuerpos dirigidos frente al NKR1 indican wuna parcial
internalizacién de dicho receptor. La discrepancia entre la internalizacion casi
completa del ligando frente a la parcial del receptor, podria estar relacionado
con el estado de afinidad del receptor. De tal modo, Unicamente aquellos
receptores con una alta afinidad para su ligando serian internalizados
guedando remanentes en la membrana plasmatica aquellos con menor
afinidad. Una vez que el complejo SP/NKR1 se internaliza, se dirige a la region
perinuclear donde se va a producir una acidificacion del endosoma hasta llegar

a un pH inferior a 6.2 a partir del cual la SP se disocia del receptor. A las 4
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horas tras la liberacibn de SP, se comprueba que los receptores NKR1
aparecen en la membrana plasmatica de nuevo. Esto puede ser explicado
mediante tres teorias: 1) La sintesis de nuevos receptores, 2) La insercion de
receptores preformados, 3) El reciclaje de los receptores internalizados. En
contra de la primera posibilidad aparece el hecho de que la ciclohexamida, un
inhibidor de la sintesis proteica, no evita la aparicion de los receptores en la
membrana plasmatica. La segunda posibilidad no puede ser descartada del
todo, aunque los estudios realizados en el estadio basal no mostraron NKR1 en
el interior de la célula en tanta cantidad que nos hagan pensar en esta
posibilidad. Por ultimo, la teoria del reciclaje se fundamenta en que el uso de
agentes que previenen la acidificacion de las organelas (bafilomicina A,
monesina, cloroquina y NH4CI) reduce de forma sensible la reaparicion de los
receptores en la membrana plasmética. El ligando por el contrario va a sufrir
una degradacion enzimatica en el interior de los endosomas ya que no aparece

de nuevo en la membrana plasmatica junto con los receptores.

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

celular frente a la SP.
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Figura 17. Translocacion transmembrana de la B-arrestina 1-GFP. En la secuencia
A, el medio no contiene SP. En la secuencia B, las células fueron incubadas con
10nM o 1 nM de SP durante 60 minutos a una temperatura de 4°C. Tras la fijacién
de las células se procede a identificar los NK1R mediante inmunofluorescencia.
Asi mismo, mediante el anticuerpo B-ARR1 se procede a localizar la B-arrestina. En
la secuencia A se observa que los NK1R se sitian en la membrana celular mientras
gue la B-arrestina se distribuye por el citosol. La incubacidén con concentraciones
nanomolares (10 y 1) de SP induce la translocacion de B-Arrestina 1-GFP desde el
citosol hacia la membrana timpanica.

(Imagen procedente de Graddy et al.”™).
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Figura 18. La SP estimula el trafico de B-arrestina 1-GFP. Las células son
incubadas con 10 nM (secuencia A) o con 1 nM (secuencia B) de SP durante 10
minutos a 37°C. A continuacién se lavan y se incuban de nuevo por un periodo
entre 0 y 60 minutos a 37°C. Posteriormente se fijan y se realiza la localizacion
mediante inmunofluorescencia del NK1R y de la B-arrestina. La estimulaciéon con
10 nM de SP induce una endocitosis mediada por B-arrestina 1 y NK1R tanto en la
membrana plasmaética como en los endosomas perinucleares durante al menos 60
minutos. Tras este periodo se constata que la B-arrestina vuelve parcialmente
hacia el citosol. Asi mismo, la estimulacién con 1 nM de SP induce una respuesta
de menor intensidad a la anterior, asi, se produjo la endocitosis de B-arrestina 1y
el NK1R en las ultimas fases del experimento. Se constat6 ademas una minima
deplecion de B-arrestina 1 en el citosol. Tras 30 minutos el NK1R se detecto en la
membrana celular de nuevo.

(Imagen procedente de Graddy et al.”®%).
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Figura 19. Deteccion de la inmunorreactividad de cy3-SP
(paneles de la izquierda) y NK1R (paneles de la derecha).
Las células se incubaron con 100 nM de cy3-SP durante 60
minutos a 4°C, posteriormente fueron lavadas y vuelta a
incubar con un medio sin SP durante 0 minutos (A y E), 10
minutos (B y F), 30 minutos (Cy G) y 120 minutos (D y H).
A continuacion fueron fijadas y mediante
inmunorreactividad se localizé a cy3-SP y NK1R. Ambas
moléculas se expresan en la misma localizacion excepto a
los 120 minutos cuando se aprecia que la SP se queda
internalizada en la célula mientras que el NK1R va
volviendo a la membrana celular.

(Imagen procedente de Graddy et al. *").
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1.6. DISTRIBUCION Y FUNCIONES DE LAS
TAQUICININAS

1.6.1. DISTRIBUCION Y FUNCIONES DE LAS TAQUICININAS EN
EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El SNC, tanto en los cuerpos celulares, como en las fibras nerviosas
presenta una gran inmunorreactividad para la SP. La distribucion de la NKA es
similar a la de la SP. Respecto a la NKB no se conoce la distribucion exacta
con el mismo grado de detalle que el resto. Ademas de su papel como
transmisor sensorial, las taquicininas estan implicadas en una variedad de
funciones como el control de las actividades motoras, funciones autbnomas y

endocrinas, asi como procesamiento de la memoria 202 203 204 205 206

1.6.1.1. NEOCORTEX

La SP se encuentra a bajas concentraciones en el neocortex; no
obstante, existen determinados estudios ?°’ que otorgan a la SP papel més
relevante del que se habia asumido. Asi pues, en el neocortex de monos se ha
determinado la existencia de dos tipos de células que presentan
inmunorreactividad para la SP y NKA. El primer grupo de células, de menor

cuantia pero mayor tamario, tifie intensamente tanto para las taquicininas como

para somatostatina y NPY. El segundo grupo, mas abundante que el anterior,

pero de menor tamafio, tife débilmente para las taquicininas, presentando
ademas inmunorreactividad para el GABA. El primer grupo esta presente en las
capas I, lll y VI, asi como en la sustancia blanca adyacente al cértex. Por otro
lado, el segundo grupo celular se encuentra en las capas IV y V. Respecto a
las fibras nerviosas, se aprecia que se tifien para las taquicininas en todas las
capas del neocortex. El NKB esta presente en grandes concentraciones en las

capas IV y V de los cerebros de ratas.

Mediante iontoforesis se ha podido comprobar que la SP induce una

excitacion prolongada de las neuronas corticales de ratas, en especial de las
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capas V y VI. Otros estudios *°®, muestran que la deprivacién visual produce
una gran disminucién de la inmunorreactividad de taquicininas en las neuronas
del cortex visual en monos. Esto sugiere que cambios en la percepcion
sensorial pueden inducir cambios en la sintesis de neurotransmisores como las

taquicininas en la corteza cerebral %%

1.6.1.2. NUCLEO ESTRIADO

Los ndcleos caudal y putamen muestran altos niveles de
inmunorreactividad a SP. Microscopicamente, la tincion se lleva a cabo en los
cuerpos neuronales y en los axones terminales. En los nucleos estriados de
ratas se comprueba la existencia de dos tipos de neuronas que tifien para SP:
por un lado, neuronas de mediano tamafno, espiculadas, que parecen ser el
origen de la proyeccién de SP que existe hacia la sustancia negra. El otro
grupo de de neuronas, de menor numero y no espiculadas, conforman los

circuitos neuronales locales del nucleo.

Aproximadamente, el 70% del total de las neuronas de los nucleos
estriados de ratas son catalogadas del primer tipo, espiculadas y proyectadas

hacia la sustancia negra, el area tegmental ventral y el globo palido.

El ndcleo estriado de los mamiferos estd compuesto por dos
compartimentos distintos, el estriosoma y la matriz. Estos compartimentos
estdn dispuestos como un mosaico y presentan diferentes propiedades
neuroquimicas. El estriosoma presenta altos niveles de SP, dinorfina y
encefalina asi como endopeptidasas que degradan estos péptidos anteriores.
Ademas contiene altos niveles de dopamina y receptores muscarinicos. Por

otro lado presenta menor nivel de acetilcolinesterasa que la matriz.
Diversos estudios autorradiograficos indican la existencia en este ndcleo

de grandes concentraciones del NK1R presentando por el contrario muy bajos
niveles para NK2R Y NK3RR 210 211 212
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1.6.1.3. GLOBO PALIDO

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

peptidérgicos envuelven por completo a las dendritas receptoras 23 2%,

1.6.1.4. SUSTANCIA NEGRA

De entre todas las regiones cerebrales, la sustancia negra es de las que
mayor concentracion de SP posee. Se ha podido observar esta distribucién en
cerebro de ratas donde se aprecia una intensa inmunorreactividad en las fibras
nerviosas asi como en dos diferentes tipos de botones sinapticos. Junto al area
tegmental ventral, la pars compacta de la sustancia negra es una de las
principales fuentes productoras de dopamina; estas areas se proyectan hacia el
ndcleo estriado y otras areas del SNC. Se ha podido comprobar mediante
microscopia electronica que los terminales que presentan inmunorreactividad
positiva para SP hacen sinapsis directamente con las células dopaminérgicas
de la sustancia negra. La aplicacion de SP mediante electroforesis sobre las
neuronas de la sustancia negra produce una excitacion mantenida de las
mismas. El hecho de que la SP active las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales se ha visto reforzado por varios estudios ?'°: la infusién de SP
en la sustancia negra produce un incremento marcado de los comportamientos
estereotipados de las ratas como son el olisqueo y el aseo, siendo éstos
bloqueados con la infusiéon de 6-hidroxidopamina en el nidcleo caudado. Una
inyeccion intranigral de SP produce una elevaciéon de los niveles de dopamina
asi como de acido homovanilico en el ganglio estriado ipsilateral. EI hecho de
que una inyeccion intranigral de GABA y dinorfina A produzcan una
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disminucién de la liberacién de dopamina en el nucleo estriado sugiere que la
SP actta como un neurotransmisor estimulador de las neuronas
dopaminérgicas de la via nigroestriatal, mientras que el GABA y la dinorfina A

actuan como inhibidores de la misma.

Se ha demostrado también la existencia de un mecanismo de feedback
opuesto de la dopamina sobre la SP. Los axones dopaminérgicos contactan
directamente con las neuronas productoras de SP que se hallan en el nucleo
estriado. La administracion de un agonista indirecto de la dopamina o bien la
administracion de un inhibidor de su recaptacion va a producir una elevacion de
la SP en la sustancia negra. Por otro lado, el bloqueo de las sinapsis
dopaminérgicas mediante un antagonista de la dopamina va a producir una
disminucién de los niveles de SP en la sustancia negra. Se ha comprobado
ademas como en la enfermedad de Parkinson ?!°, donde existe una menor
concentracion de dopamina en la sustancia negra, existe una disminucion de la

concentracion de SP.

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

es el mismo para la SP que para la NKA ?*'.
1.6.1.5. HIPOCAMPO

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

principalmente en la capa polimérfica. Se piensa que el origen de las
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terminaciones nerviosas que contienen SP puede ser el nucleo supramamilar y

el hipotalamo posterior.

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

tras la administracion intracerebral de taquicininas 8 29 220,

1.6.1.6. AMIGDALA Y NUCLEOS DEL LECHO DE LA ESTRIA TERMINAL

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

ademas la presencia de receptores de las taquicininas en estas areas.

La amigdala y los nucleos del lecho de la estria terminal estan
relacionados con la regulacibn del comportamiento sexual, habiéndose
detectado asi una distribuciéon y concentracion diferente de SP entre ambos
sexos. Las ratas hembra presentan menor nivel de SP en estas areas que los
machos, ademas, las areas que presentan una gran densidad de SP son dos
veces mayores en ratas macho que en hembras. La castracibn de machos
adultos produce una disminucion de la inmunorreactividad de la SP en la

amigdala #** %2,

1.6.1.7. EJE HIPOTALAMO-HIPOFISARIO

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

se piensa que procede de la amigdala 2.
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Algunos estudios mediante microscopia electrénica ?** han demostrado
la existencia de axones inmunorreactivos a SP contactando con la lamina basal

de los capilares en el sistema portal hipotalamico en la eminencia mediana.

El I6bulo hipofisario anterior contiene una gran cantidad de fibras
portadoras de SP que se localizan alrededor de las células hipofisarias.

225 |a existencia de

Ademas, mediante inmunofluorescencia se ha demostrado
receptores de la SP en estas células. En ratas, la aplicacion intraventricular de
SP produce una inhibicién de la liberacién de la hormona de crecimiento,
mientras que la aplicacion de un antagonista produce el incremento de los
niveles plasmaticos de esta hormona. Por el contrario la SP produce una

elevacion en plasma de prolactina ?%°,

La inyeccion intracerebroventricular de SP en la rata produce una tipica
respuesta de defensa cardiovascular basada en aumento de la presion
sanguinea, frecuencia cardiaca, actividad simpética eferente y vasoconstriccion
visceral. Esta respuesta viene acompafiada por un aumento en el estado de
conciencia, aumento de motricidad, arafiazos, mordiscos y aseado. La parte
anterior y ventromedial del hipotalamo es considerada la zona diana donde
afecta la SP, se ha demostrado que la microinyeccion de SP en estas areas
evocan respuestas similares a las que producen la inyeccion

intracerebroventricular.

Se piensa que la SP puede tener un papel muy importante en el control
del comportamiento sexual. Existen gran cantidad de neuronas
inmunorreactivas para SP que contienen receptores para estrégenos en los
nacleos hipotalamicos ventromediales de ratas hembra. Se ha demostrado que
estos nucleos son diana de la accion de las hormonas que regulan el
comportamiento sexual. Por otro lado, en las ratas macho se ha visto que la
inyeccion de SP en la region preoptica anterior del hipotdlamo estimula la

respuesta sexual mientras que la aplicacién de antagonistas la inhibe 27 2%,
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A excepcién de los ndcleos centromediales y posterolaterales, todas las
regiones del talamo presentan fibras nerviosas que contienen SP pudiendo
proceder estas fibras del hipotdlamo, regiones pretalamicas y terrenos del
cerebro medio. Respecto a los cuerpos neuronales, practicamente el 100% de

ellos expresan SP en su interior 2%,
1.6.1.8. NUCLEO ESPINAL DEL TRIGEMINO

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

primarias aferentes.

Determinados estudios indican que la liberacion de SP tanto a nivel
central como periférico por las terminaciones nerviosas produce también una
autoactivacion de dichas terminaciones inducidas por una actividad
autorreceptora de la SP. Esta accion se ha comprobado tanto a nivel del

ganglio como a nivel tisular periférico 23° 3! 232,

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

Se ha detectado la presencia de varicosidades y cuerpos celulares

positivos a SP en el ncleo dorsal del vago tanto en gatos como en ratas 2*°.
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Respecto a los ganglios vagal y glosofaringeo, poseen gran cantidad de

cuerpos neuronales positivos a SP en conejos %,
1.6.1.10. GANGLIOS AUTONOMOS PREGANGLIONARES

La principal localizacion de las neuronas simpaticas preganglionares es
el nucleo intermediolateral en la médula toracica y lumbar. Este ndcleo se tifie
intensamente para SP en numerosas especies de mamiferos. Se han hallado
ademas NK1R en esta area. La aplicacién de SP en este ndcleo induce una
actividad excitatoria. La administracion intratecal de SP produce un aumento de
la tensién arterial y taquicardia. Esta reacciébn se ve acompafiada de una
elevacion de los niveles de epinefrina y norepinefrina en plasma. Se piensa por
tanto que estos dos neurotransmisores median la actividad de la SP a este

nivel.

En los nucleos parasimpaticos sacros, se han observado también tanto
fibras que contienen SP como receptores. Estos ndcleos regulan las funciones

del tracto urinario bajo, el intestino grueso y los 6rganos sexuales #*° %3¢,

1.6.1.11. NUCLEOS DE ASTA ANTERIOR DE LA MEDULA Y NUCLEOS
MOTORES CRANEALES

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

las motoneuronas de gatos induce la despolarizacién de las mismas %3’ %8,
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1.6.1.12. GLIA

Recientes estudios indican la existencia de receptores de taquicininas en
lineas celulares de glia, astrocitos y lineas celulares de astrocitomas. Se piensa
que la SP y la NKA podrian tener un papel en la regulacion de la respuesta glial

frente al dafio del SNC 23 240,

1.6.2. DISTRIBUCION Y FUNCIONES DE LAS TAQUICININAS EN
TEJIDOS PERIFERICOS

A lo largo de los tejidos periféricos, la SP puede aparecer o bien en el
interior de fibras nerviosas o bien sin relacion con células neuronales. En el
primer caso, las fibras suelen proceder de ramas periféricas de neuronas
primarias aferentes cuyos cuerpos celulares se encuentran en los ganglios
existentes en la raiz de la espina dorsal. Otras proceden de neuronas de los
ganglios entéricos. Por dltimo y en menor cuantia, estan las que proceden de
los ganglios autbnomos. Existen casos especiales como aquellas neuronas que

se encuentra en la retina ?**.
1.6.2.1. ©JO
1.6.2.1.1. POLO ANTERIOR

Se ha podido documentar en numerosas especies la existencia de
neuronas inmunorreactivas para SP en diferentes regiones del polo anterior del
0jo como la cornea, iris y cuerpo ciliar. EI hecho de que en conejos, ratas y
ratones se produzca una disminucion de la concentracién de SP al inducir una
denervacién quirurgica del trigémino, indica que las fibras nerviosas existentes
tienen como origen este nervio. Las fibras existentes en el iris proceden de las
neuronas parasimpaticas procedentes de los nervios ciliares y estas neuronas

expresan igualmente SP en sus fibras.

La irritacion mecanica, quimica o bien por medio de la estimulacion
antidromica del trigémino produce una reaccion caracterizada por miosis,

hiperemia conjuntival e iridial, ruptura de la barrera hematoacuosa y elevacion
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de la presion intraocular. Existen muchas pruebas que inducen a pensar que
esta reacciéon podria estar mediada por la SP. La inyeccién intraocular en el
conejo de SP induce miosis, extravasacion de proteinas hacia el humor acuoso
y una elevacion de la presion intraocular; asi mismo, la inyeccion de un
antagonista de la SP induce la respuesta contraria en aquellos casos de
traumatismo ocular, estimulacion antidréomica del nervio trigémino o tras la
inyeccion de SP intraocular. También se ha visto como en el conejo la SP
induce una contraccion del musculo esfinter del iris, siendo revertida esta

accion con la aplicacion de un antagonista de la SP %2 %43,

1.6.2.1.2. RETINA

Las células de la retina de mamifero contienen SP, NKA, NKB y NPK. La
mayor parte de estas células se encuentran en la capa ganglionar. Zalustsky y
Miller 2** demostraron que pequefias cantidades de SP (<1 micromolar)
excitaban al 78% de las células ganglionares de conejos, produciendo ademas
una despolarizacién de algunas células amacrinas. La NKA produce la misma
accion que la SP. Se ha demostrado que el uso de antagonista de la SP no
produce una alteracibn en las propiedades receptivas de las células
ganglionares, sino que se piensa mas bien que pudiera tener una accion
moduladora de la excitabilidad de estas neuronas actuando como cotransmisor

de otros neurotransmisores, principalmente del GABA 24 246
1.6.2.2. VIA AERO-DIGESTIVA SUPERIOR
1.6.2.2.1. CAVIDAD ORAL

Al igual que en el polo anterior del ojo, la pulpa dental de los gatos
presenta una rica inervacion de fibras positivas para SP que proceden del
trigémino. Los niveles de SP en estos tejidos son de los mas altos a nivel
periférico. Se piensa que la SP podria tener un papel predominante en la
transmision del dolor a este nivel asi como cierto papel en la respuesta
vasodilatadora acompafada a esta sensacion. A estas conclusiones se han
llegado mediante la estimulacion antidromica del trigémino y la aplicacién de

antagonistas de la SP 224"
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1.6.2.2.2. LENGUA

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

quemazoén que aparece con la capsaicina o la pimienta *° 242,

En este sentido, se piensa que en la fisiopatologia del sindrome de la
boca-lengua urente, la SP y la CGRP (péptido relacionado con el gen de la

calcitonina) pueden tener un papel relevante 2*° #°,

1.6.2.2.3. GLANDULAS SALIVARES

Observando las concentraciones de SP en las glandulas salivares
murinas, se ha podido comprobar como las ratas tienen una concentracion muy
superior en estas regiones que en el resto de los tejidos periféricos, asi mismo
estos hallazgos, pero en menor cuantia, pueden extrapolarse al perro y raton.
Entre todas las glandulas salivares de ratas, la que mayor cantidad de SP tiene
son las paroétidas seguidas de submandibulares y submaxilares. Se ha
comprobado asi mismo la existencia de NKA en las glandulas salivares de las
ratas. La SP tiene una potente accion estimuladora de la salivacion en ratas,
perros, hurones y cobayas. En cambio esta accién no se objetiva en ratones,
hamster, gatos y conejos. Esta accion, pero en menor intensidad se comprueba
también al administrar NKA. La funcién de las fibras sensoriales que contienen
SP no esta del todo clara. Se ha podido comprobar que la aplicacién de
capsaicina en la parétida de rata, tanto in vivo como in vitro induce un pequefio
incremento en la secrecion salivar. Esto hace pensar que dicha inervacion
contribuye al mecanismo de salivacion mediado por taquicininas. Varios
estudios han podido dilucidar que en las glandulas salivares de hurones y
ratas, la SP junto con la acetilcolina se liberan por medio de las fibras
parasimpaticas, mientras que la acetilcolina es responsable del mayor
componente de la respuesta secretora neuromediada, las taquicininas (y
posiblemente otros péptidos) contribuyen particularmente a través de aquellas

neuronas que son sometidas a estimulos de alta frecuencia **.
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1.6.2.2.4. FOSAS NASALES

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

en menor medida del ganglio pterigopalatino 252 253254

1.6.2.2.5. LARINGE

La inervacion sensitiva de la laringe se encuentra en la capa mucosa.
Existen numerosas terminaciones de fibras nerviosas tanto mielinicas como
amielinicas que, partiendo de la capa submucosa forman un plexo que se dirige

4 25 estudiaron la distribucion

hacia el epitelio. Lima-Rodriguez y Nunes en 200
de la SP y CGRP en este tejido demostrando que este plexo nervioso contiene
ambos neuropéptidos, estimando que llevarian a cabo funciones relacionadas

con la nocicepcidn.

En ratas se ha encontrado un plexo nervioso con fibras inmunorreactivas
para SP y CGRP repartido por toda la superficie del epitelio. Este plexo
nervioso era particularmente abundante en los ventriculos presentando ademas
una densidad mayor en los territorios dorsales que en los ventrales. La epiglotis

es también una zona con una gran inervacion por estos neuropéptidos.

La red nerviosa intraepitelial deriva de los troncos nerviosos que lindan
con las capas profundas del epitelio y que provienen del tejido conectivo
subyacente a través de la lamina propria. El plexo se distribuye por todo el
grosor del epitelio y, a diferencia de en humanos, las fibras alcanzan la
superficie epitelial. La Unica diferencia entre la expresion de CGRP y SP es que
esta Ultima es de menor intensidad que la primera pero ambas poseen la

misma localizacion (Figura 20).
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/

Figura 20. Inmunorreactividad de la SP en fibras nerviosas de mucosa laringea.
Las flechas indican las terminaciones nerviosas.
(Imagen procedente de Lima-Rodrigues et al. **°).

1.6.2.3. TRACTO GASTROINTESTINAL

La distribucion y funcién de la SP en el tracto gastrointestinal es un tema
que ha sido ampliamente estudiado durante los uUltimos 25 afios. Se sabe que
la SP y la NKA se expresan en distintas vias neurales a lo largo del tracto

digestivo de mamiferos. Estos datos estan apoyados por los estudios llevados

a cabo por Holzer y Holzer-Petsche #° 2°’

otro 28,

por un lado y Furness y Corta por
La liberacion de taquicininas bien por neuronas intrinsecas entéricas,
bien por neuronas aferentes primarias va a producir una respuesta eferente
mediada a través de tres receptores diferentes de neurokininas. Estos
receptores, NK1R, NK2R y NK3R se encuentran en las neuronas entéricas, el
musculo intestinal, el epitelio, el sistema vascular y el sistema inmunitario
entérico, cada uno dispuesto de tal manera que permite a la SP y a la NKA
influir sobre la motilidad intestinal, la secrecién de electrolitos y fluidos y mediar

la respuesta inmune y vascular.
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El papel principal de las taquicininas en el intestino es regular la
motilidad. Las taquicininas tienen la funcion tanto de estimular como de inhibir
la motilidad intestinal y dicha accion es llevada a cabo mediante el tipo y la
localizacion de los receptores de taquicinina. Respecto a la estimulacion de la
contraccion, los NK1R abundan principalmente en las células intersticiales de
Cajal mientras que los NK2R estan presentes en las células musculares. Los
NK3R por su parte se encuentran diseminados por todas las neuronas
entéricas y median predominantemente la accion constrictora de la musculatura
intestinal mediada por un mecanismo colinérgico. Por otro lado, la SP y NKA
pueden producir una depresion motora a través de la liberacién de
transmisores con funcién inhibitoria como el 6xido nitrico, efecto mediado

principalmente por los NK1R Y NK2R.

Tanto la estimulacién quimica como mecanica de la mucosa, asi como la
distension de la musculatura producen una excitacion de las neuronas
primarias sensitivas que se encuentran en el plexo mioentérico. Esta respuesta
va a producir la liberacién de taquicininas produciendo una actividad excitadora
ascendente y una inhibicién motora descendente mediada principalmente por el
NK3R.

Las taquicininas también participan en el control neural de la actividad
secretora del intestino por medio de los NK1R Y NK2R actuando sobre los
enterocitos estimulando la secrecion tanto de acido clorhidrico como de
bicarbonato. Ademas la SP y el NKA, por mediacion de los NK1R y NK3R
existentes en las neuronas entéricas van a participar en la funcion de las
neuronas secreto-motoras que causan una secrecion de iones medida por la
liberacién de acetilcolina o el péptido vasoactivo intestinal. Por otro lado, las
taquicininas también pueden ser liberadas desde los axones de las neuronas
entéricas cercanas a las células epiteliales induciendo la liberacion de

clorhidrico a través de un mecanismo tipo reflejo axonal.
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1.6.2.4. OTROS ORGANOS DEL SISTEMA DIGESTIVO

1.6.2.4.1. SISTEMA HEPATOBILIAR

Se ha documentado la existencia de SP en células de la vesicula y tracto
biliar de numerosas especies. En la vesicula, las fibras que contienen SP
predominan en los plexos ganglionares y musculares. En el higado, estas fibras
aparecen tanto en el parénquima como en el tejido conectivo presente en el
higado, asi como en el sistema vascular hepéatico. La inyeccion intravenosa de
SP en perros produce una disminucién del flujo biliar basal unido a una
disminucién en la excrecion de acidos biliares y electrolitos. La SP ademas
tiene la propiedad de bloquear la secrecion de bilis inducida por la
colecistoquinina. Las fibras aferentes procedentes del vago, las cuales
expresan SP, producen mediante estimulacién colinérgica una contraccion de
las musculatura lisa de la vesicula biliar. La NKA posee una actividad mucho
mas intensa que la SP en esta region, lo que sugiere que debe existir una gran
cantidad de NK2R. Se piensa ademas que las taquicininas pueden estar
relacionadas con la inflamacion existente por una colecistitis o colelitiasis, pues
ciertos estudios demuestran que la SP y la capsaicina producen una
estimulacién del nervio esplénico que induce una extravasacion plasmatica en

las vesiculas de los cobayas #*°%%°.

1.6.2.4.2. PANCREAS

En el pancreas también se ha comprobado la existencia de fibras
inmunoreactivas a SP tanto en ratas como en cobaya. Existe una distribucién
dual de estas fibras; por un lado, las de origen extrinseco, provenientes de los
ganglios dorsales de la médula espinal y las de origen intrinseco, procedentes
de los cuerpos neuronales del ganglio local. Las primeras se distribuyen
alrededor de los vasos sanguineos, de los acinis y del ganglio local. Las
segundas se distribuyen en los islotes de Langerhans y alrededor de los ductos
pancreaticos. Esta distribucion doble sugiere que las fibras median funciones

diferentes.
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Respecto al pancreas exocrino la SP es un potente inhibidor de la
secrecion de las células ductales en ratas por un lado, y un débil estimulante de
la secrecion de amilasa de las células acinares de otras especies. Respecto a
la funcidn en el pancreas endocrino su respuesta es variable. En los perros
estimula la produccién tanto de insulina como glucagon, mientras que en las

ratas se produce el efecto contrario 2°* 22,

1.6.2.5. APARATO RESPIRATORIO

Las taquicininas son unos de los agentes con mayor potencia
broncoconstrictora de los que se conocen. La NKA es mas potente incluso que
la SP y la NKB induciendo esta accibn en cobayas. Diversos estudios
realizados en estos animales han demostrado que tanto el NK1R como el

NK2R estan relacionados con esta actividad 2.

En la via aérea inferior de ratas y cobayas, se encuentran casi en su
totalidad fibras que son positivas tanto para SP como para CGRP. En el &rbol
bronquial del cobaya y gato el origen de las fibras nerviosas proviene de la
rama sensitiva del vago, por el contrario, en los pulmones el origen proviene

tanto del nervio vago como del toracico espinal.

Se ha visto como la exposicion a la mucosa de la via aérea de irritantes
mecanicos o0 quimicos, como la capsaicina, el humo del tabaco y la formalina
produce una respuesta protectora que consiste en broncoconstriccion,
estornudo, aumento de la permeabilidad vascular, vasodilatacion, secrecién
mucosa y estimulacién de la actividad mucociliar ?®*. Esta respuesta puede
reproducirse mediante la estimulacion antidromica de los nervios responsables.
Debido a esto se piensa que las taquicininas pueden tener un papel relevante
en algunas enfermedades cronicas de la via aérea como el asma. Tanto la SP
como la NKA producen un aumento en la permeabilidad vascular en la via
aérea de cobayas, una vasodilatacion en el flujo nasal en gatos y dilatacién de
vascular broncopulmonar en perros. La SP es en este caso, mas potente que la

NKA 'y NKB para esta respuesta.

61



Importancia de la sustancia P y su receptor en el cancer de laringe

La produccién de mucosidad en la via aérea tiene dos origenes: las
glandulas seromucosas a nivel submucoso y las células caliciformes de la capa
epitelial. Tanto la SP como la capsaicina inducen a la produccion de mucosidad
nasal en ratas, esta accién es inhibida por un antagonista de la SP. La SP
también estimula la produccién de moco en otros niveles como en la trdquea y
los bronquios. A este nivel la SP es mas potente que las otras dos taquicininas

estudiadas.

Respecto al aclaramiento mucociliar también se ha detectado un
incremento de su actividad en relacion con la SP; no obstante, estudios in vitro
han demostrado que no se debe a una accion directa, sino que el origen es la
estimulacién de las neuronas postganglionares parasimpaticas eferentes. Esta
respuesta también se ha obtenido mediante la estimulacion con capsaicina,

humo de tabaco y bradiquininas 2°>2°° 267,

1.6.2.6. SISTEMA CARDIOVASCULAR
1.6.2.6.1. CORAZON

En el corazon existen numerosas localizaciones en las que se pueden
encontrar fibras que contengan tanto SP como CGRP. Algunos estudios 2°® 29
realizados en cobayas indican que las paredes de las auriculas y ventriculos,
las valvulas, las inmediaciones de vénulas, los vasos coronarios y las células
cardiacas ganglionares expresan SP. Otras especies estudiadas son los
perros, los gatos, las ovejas, incluso en los humanos ?’°. En estas especies
existen sobre todo diferencias en la concentracibn de taquicininas,

manteniéndose constante la distribucion.

El origen de estas fibras, en el cobaya, son aferencias primarias

cardiacas provenientes de los ganglios de la raiz dorsal.

Respecto a sus funciones, se sugiere que algunas de las fibras
existentes podrian estar vinculadas con la transmision del dolor que se produce

en la isquemia cardiaca, la claudicacion intermitente o en los aneurismas
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disecantes. La SP produce una intensa vasodilatacion en las arterias
coronarias de los perros, este fenbmeno se ha comprobado también in vivo en
humanos. El mecanismo de regulacién del flujo por medio de la SP podria ser

una respuesta autodefensiva frente a la isquemia cardiaca 2"
1.6.2.6.2. VASOS SANGUINEOS

Diversos estudios ?’? muestran la existencia de fibras inmunoreactivas
para SP en la capa adventicia asi como en el limite entre ésta y la capa media
en varios vasos sanguineos como las arterias cerebrales felinas, las arterias
intestinales del cobaya y el sistema portal murino. El origen principal de estas

fibras perivasculares es sensorial.

La accion que la SP desarrolla es una potente vasodilatacion, llevandose
a cabo en el endotelio por medio de los NK1R. Esta accion parece estar
relacionada con la liberacion por parte de las células endoteliales de algun

factor relajante %,

1.6.2.6.3. CUERPO CAROTIDEO

Algunos estudios inmunohistoquimicos muestran como existen gran
cantidad SP que proviene de las células gldmicas y las terminaciones nerviosas
de las células sensitivas. La aplicacion tanto de SP como de NKA produce una
estimulacién de los quimiorreceptores existente a este nivel; asi mismo, la
aplicacion de un antagonista de las taquicininas, bloguea el estimulo
ocasionado por la hipoxia sobre el cuerpo carotideo. Esto hace pensar que la
SP puede estar relacionada con el mecanismo desencadenado frente a la

hipoxia tanto en el cuerpo carotideo como el ntcleo solitario 2’3 24,

1.6.2.7. SISTEMA UROGENITAL
1.6.2.7.1. RINON Y URETERES

La SP junto con CGRP se expresa en la pelvis renal y los uréteres en
forma de una densa red de fibras nerviosas. Se localizan fundamentalmente

cerca de las células del musculo liso, alrededor de los vasos sanguineos y
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tanto intra como bajo el epitelio. Existen gran cantidad de varicosidades
nerviosas alrededor de los vasos sanguineos presentes en la cortical renal, a
menudos cercanas a los tubulos y glomérulos renales. En el gato, el origen de

estas fibras son los ganglios de la raiz dorsal en L1-L3.

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

demostrado ademas que la SP induce la supresién de la liberacion de renina.

En los cobayas, tanto la SP como la NKA inducen un aumento del
peristaltismo ureteral por medio de la contraccion de las células musculares
circulares presentes a este nivel. Estos y otros estudios muestran que la
liberacion de taquicininas en el sistema pieloureteral no soélo induce cambios
inflamatorios ante un estimulo irritante, sino que ademas favorece la motilidad
de la musculatura pieloureteral para favorecer la pronta eliminacién de los

irritantes 27° 276,

1.6.2.7.2. VEJIGA URINARIA

En la vejiga urinaria existen numerosas fibras nerviosas que contienen
SP, NKA y CGRP en su interior. Estas provienen principalmente de fibras
sensitivas segun los estudios que se han realizado en ratas y cobayas *'’.

Existen pruebas que indican que las taquicininas podrian estar
relacionadas con el mecanismo reflejo de la miccion. La aplicacion local de
taquicininas y capsaicina a este nivel produce contraccion de la musculatura
lisa de la vejiga, Esta contraccion, mediada por los NK1R Y NK2R, se debe a la
actuacion tanto de la SP como de la NKA sobre las células de la musculatura

lisa mediante una accion directa y otra indirecta mediante la estimulacion de
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neuronas parasimpaticos. Como en otras regiones, la SP estaria relacionada

con la transmisién del dolor a este nivel en distintas patologias vesicales ’®
1.6.2.7.3. ORGANOS GENITALES

El utero, ovarios y vagina son también 6rganos donde se pueden
encontrar fibras positivas para SP, NKA y CGRP. El origen de estas fibras son
los ganglios de la raiz dorsal. A este nivel las taquicininas producen un
aumento de la vascularizacion asi como induce la contraccion uterina. Algunos
estudios %’ en ratas mediante la aplicacién de capsaicina intratecal indican que
la SP podria tener un papel importante en la fertilidad, ya que esta accion

produjo una marcada reduccion de la fertilidad en ratas 220281282,

Por otro lado, la vesicula seminal, los testiculos, el epididimo y los vasos
deferentes de ratas, gatos y cobaya contienen SP. Se ha encontrado también
SP en las células de Leydig humanas. A este nivel, la SP estimula la
contraccion de los vasos deferentes y la vesicula seminal. Ademas, en
humanos la SP tiene una respuesta bifasica respecto a la motilidad de los
espermatozoides, a bajas concentraciones (4X107'M) produce un leve
incremento, a altas concentraciones (>10°M) una marcada reduccién de la

motilidad ?%* %4,

1.6.2.8. SISTEMA ADRENAL

Se ha detectado que numerosas especies de mamiferos expresan SP en
sus glandulas adrenales, entre ellas, los humanos son los que lo hacen a
mayor concentracion sobre todo en la médula adrenal. En la cortical, las células
cromafines también expresan SP, pero en menor medida. Se ha comprobado
que la SP tiene dos efectos en relacion con la liberacion de catecolaminas
inducida por los agonistas nicotinicos. A bajas concentraciones produce una
proteccion contra la desensitivizacion de la respuesta nicotinica, a altas

concentraciones, la SP induce una inhibicion en la liberacion de catecolaminas
285 286
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1.6.2.9. SISTEMA MUSCULO ESQUELETICO
1.6.2.9.1. MUSCULO ESQUELETICO

Las fibras musculares y los vasos sanguineos presentan fibras nerviosas
gue expresan SP a este nivel. El musculo séleo contiene 3 veces mas SP que
el musculo extensor digital largo y se piensa que el porcentaje de SP esta en
relacion con lo marcada que sea la vascularizacion muscular. Existen pruebas
que indican que la SP podria tener un papel importante en la regulacion del
flujo sanguineo hacia los muasculos esqueléticos. La aplicacion local de SP y
NKA sobre la musculatura de conejos producen un aumento del flujo y la
dilatacion de las arteriolas transversas. Este mecanismo se encuentra

bloqueado con la aplicacién de antagonistas de las taquicininas 2%’ 2%,

1.6.2.9.2. HUESO Y ARTICULACIONES

En el hueso se pueden encontrar fibras inmunorreactivas para SP y
CGRP tanto en la cortical como en la médula 6sea, asi como en los tejidos
blandos alrededor del hueso. Estas fibras son especialmente abundantes cerca
de las epifisis y periostio. También son muy abundantes en la membrana
sinovial asi como en la red perivascular existente a este nivel en humanos. Se
piensa que la SP podria tener un papel regulador de la mielopoyesis ya que
induce la proliferacion de los progenitores fagocitarios procedentes de la
médula Osea. La SP tiene un papel muy importante en la inflamacion
neurogénica asi como la transmision del dolor en procesos agudos como la

artritis o degenerativos como la artrosis 2% %%,

1.6.2.10. PIEL

Diversos estudios sobre este 6rgano en humanos muestran
inmunorreactividad para SP en los terminales nerviosos de las fibras existentes
en la dermis papilar y epidermis. También se objetiva en los corpusculos de
Meissner asi como en las inmediaciones de las glandulas sudoriparas y los
vasos sanguineos. El hecho de que la SP esté presente en las fibras C de la

piel indican que cumplen un papel fundamental en la nocicepcion 2°* 2%,
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1.6.3. PAPEL DE LAS TAQUICININAS EN LA INFLAMACION Y
EL SISTEMA INMUNITARIO

Se sabe que las fibras C aferentes primarias estan relacionadas con la
inflamacion y la respuesta inmunitaria, teniendo ademas un papel relevante en
la patogénesis de las enfermedades alérgicas ?** e inflamatorias %%, asi mismo,
pueden tener un papel relevante en la cicatrizacion de las heridas y el

mantenimiento de la integridad tisular (Figura 21y 22).
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Figura 21. Factores que determinan la liberacion de SP desde las
terminaciones nerviosas sensitivas. La SP se libera a partir de la
terminacién nerviosa mediante la fragmentacién del PAR-2 (receptor
activado por proteasas-2) por medio de la triptasa. Ademas, la
liberacion es estimulada por otros factores como la unién de la
bradiquinina con el receptor B2, la accion de las citoquinas o el 6xido
nitrico. La SP ya liberada se une al NK1R que expresan las células
endoteliales causando vasodilatacién y formacion de edema, ambos
componentes caracteristicos de la inflamacién neurogénica. Ademas,
la SP también reacciona con las células inmunitarias induciendo
reacciones como la proliferacién de los Linfocitos T. (Imagen
procedente de Lundy et al. *).
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Figura 22. Esquema sobre los eventos que ocurren tras producirse un dafio en la
piel. Tras el dafio (1) suele ocurrir una activacion de los mastocitos y una
liberacién de histamina. Esta activa los terminales de las neuronas sensitivas
mediante el receptor de histamina 1 (2) de tal modo que produce una estimulacién
ortrodrémica de la médula espinal y antidrémica alrededor de la piel afectada. Esto
Gltimo produce la liberacién de neuropéptidos a este nivel. La SP puede actuar por
medio de los NK1R en las células endoteliales de las vénulas o posiblemente
estimulando la liberacién de aln mas histamina por parte de los mastocitos
produciendo una extravasacion plasmatica donde ha ocurrido el dafio (3). La SP
puede incluso incrementar el flujo sanguineo, no obstante, es el CGRP, actuando a
través de su receptor el que produce una respuesta mas potente y duradera de
vasodilatacidon cutanea (4) y enrojecimiento alrededor de la herida.

(Imagen procedente de Brain y Cox. 2%).

1.6.3.1. INFLAMACION

1.6.3.1.1. CONTRIBUCION DE LAS FIBRAS AFERENTES SENSIBLES A
CAPSAICINA

La triple respuesta cutanea descrita por Lewis %', desencadenada ante

un dafio mecanico, térmico o quimico, consiste en la aparicién de eritema local,
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tumefaccion y la aparicion de un halo alrededor del sitio del dafio. El eritema se
debe a un aumento del flujo sanguineo debido a la vasodilatacion, la
tumefaccion aparece por el incremento de la permeabilidad venular lo que
conduce a una extravasacion plasmatica y por ultimo, el enrojecimiento
perilesional se debe a una vasodilatacion arteriolar secundaria a un reflejo
axonal. Al realizar una estimulacion de los nervios sensitivos (pulpa dental, piel,
0j0, mucosa respiratoria, gastrointestinal o urogenital), ya sea antidromica u
ortodrémica, se produce una respuesta similar a la triple respuesta, lo que se
denomina la inflamacion neurogénica. Tanto la inflamacion neurogénica, como
la respuesta inflamatoria inducida por dafio quimico o térmico se reducen o
incluso anulan mediante el pre-tratamiento con capsaicina; estos hallazgos
indican que las fibras C nociceptivas sensibles a capsaicina estan relacionadas

con esta respuesta 2%,

1.6.3.1.2. EL PAPEL DE LAS TAQUICININAS EN LA INFLAMACION

Se ha hablado ya del papel de las taquicininas en la inflamacion. La
estimulacion eléctrica, mecanica o térmica en la piel, el ojo, la pulpa dental y el
pulmén, conducen a una liberacion de SP por parte de las fibras nerviosas de

esos tejidos 2%°.

Al inyectar en la piel humana SP se produce la clésica respuesta de
eritema, tumefaccion, dolor y picor. Por el contrario, la aplicacion de NKA
produce una respuesta mucho mas débil que no incluye ni picor ni dolor. A nivel
intravascular, la SP produce un aumento de la vasodilatacion cutanea y de la

extravasacion plasmatica 3%.
Se han utilizado varios antagonistas de la SP, incluidos anticuerpos anti-
SP obteniéndose como resultados una disminucion de la respuesta inflamatoria

frente a los mismos estimulos antes mencionados .

Todos datos indican que las taquicininas tienen un papel relevante en la

inflamacion.
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1.6.3.1.3. ERITEMA Y VASODILATACION

La extension de la vasodilatacion que ocurre alrededor del sitio del dafio
cutaneo se debe al reflejo axonal producido por las ramas terminales de las
neuronas sensoriales sensibles a la capsaicina. Se ha visto que esta respuesta
es inhibida mediante el tratamiento con anestésicos locales o con capsaicina.
Por otro lado, se piensa que esta respuesta inducida por la SP esta en relacion
con la liberacion de histamina. Ciertos estudios han demostrado que el uso de
antihistaminicos reduce asi mismo esta respuesta **?. En estudios realizados
tanto in vivo como in vitro, se ha visto que la SP induce la liberacion de
histamina por parte de los mastocitos. EI NKA tiene una accion similar pero
mucho mas débil. Esta actividad queda inhibida por el uso de antagonistas de
la SP.

El dolor que acompafia la inflamacion es un indicador de que se produce
una excitacion de neuronas nociceptivas. La histamina liberada por los
mastocitos tiene la capacidad de estimular los terminales nerviosos de las
fibras sensibles a la capsaicina desencadenando con ello el reflejo axonal. En

estudios

in vitro se ha comprobado que estas neuronas excitadas por la
histamina contienen en su interior SP y CGRP y que este efecto es llevado

mediante los receptores de histamina H1.

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

prolongar y expandir la respuesta inflamatoria.
1.6.3.1.4. TUMEFACCION Y EXTRAVASACION PLASMATICA

A diferencia del eritema perilesional que induce la SP, la tumefaccién
solamente se inhibe con la aplicacion de anestésico local. El tratamiento con

antihistaminico no previene esta repuesta. En la piel de las ratas se ha
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comprobado que tanto la estimulacion nerviosa como la inyeccion de SP
producen un aumento de la permeabilidad venular induciendo una
extravasacion plasmatica. Este efecto se supone que es mediado a través de
una accion directa a través de los NK1R existentes alrededor de los capilares

venosos en la piel.
1.6.3.1.5. ACTIVACION DE LEUCOCITOS

La respuesta vascular lleva consigo una migracion de los leucocitos a
través de las paredes de los vasos hacia los tejidos inflamados produciendo un
infiltrado de granulocitos y macréfagos. Tanto la denervacion quirdrgica como
el pretratamiento con capsaicina en ratas producen una disminucién de la
migracion leucocitaria. Ademas, la aplicacion de SP sobre musculo de conejo
produce, ademas de la vasodilatacién, una agregacién plaquetaria y una
migracion de leucocitos a través de las paredes vasculares. Se piensa que la
SP actuaria mediante dos mecanismos, por un lado, el incremento de la
permeabilidad vascular favorece la extravasacion de leucocitos, por otro,

parece inducir cierta quimiotaxis leucocitaria *°.

Otros autores sugieren gque la degranulacién de mastocitos inducida por

la SP también puede aumentar la migracion leucocitaria 3.

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

lisosomales, anién superéxido y metabolitos del acido araquidénico 3.
1.6.3.2. SISTEMA INMUNITARIO

Ya se ha sefialado previamente que la SP puede influir sobre los
leucocitos a través de las citoquinas. No obstante, existen otros mecanismos

como la estimulacién directa sobre los linfocitos 3.

Tanto in vitro como in vivo, las concentraciones nanomolares de SP
inducen la proliferacién linfocitaria en humanos y ovejas. En ratones, la SP

produce un incremento de la sintesis de IgA e IgM, pero no de IgG. Se ha
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demostrado en diversas especies la existencia de NK1R tanto en linfocitos B, T
como en las células natural killers (NK).

Se pueden observar fibras inmunorreactivas para SP y CGRP en los
ganglios linfaticos y el timo de numerosas especies. La infusion de SP a este
nivel produce un incremento en el flujo de linfa y en la produccion de linfocitos.
El tratamiento neonatal con capsaicina en ratas produce que el niumero de
linfocitos de los nédulos se reduzca en un 80% 3%’. En este aspecto la NKA fue
mas potente que la SP. En este estudio se constaté ademas que la aplicacién
de un antagonista de la SP produce en ratas una disminucion de la produccion

de anticuerpos frente a un antigeno.

Existe un estudio que muestra como la dexametasona reduce en gran
cantidad el numero de RNA mensajeros del receptor de taquicininas explicando

asi, al menos en parte, el poder antiinflamatorio y supresor de la inmunidad 3,

En la siguiente tabla se presenta el efecto de la SP sobre las distintas
células del sistema inmunitario (Tabla 3).

1.6.3.3. CICATRIZACION DE HERIDAS Y FUNCIONES TROFICAS

Ciertos estudios ** han demostrado como las neuronas sensoriales
sensibles a capsaicina llevan a acabo una funcion tréfica de los tejidos. Al
aplicar capsaicina sobre ciertos tejidos animales se inducen cambios como
opacificaciones corneales, lesiones en piel, disminucién de la viabilidad de
injertos asi como el incremento de la susceptibilidad para desarrollar una Ulcera

gastroduodenal.

La SP y el NKA inducen la sintesis de DNA en diversos tejidos
estudiados y asi en el tejido vascular **° se ha constado un aumento las células
endoteliales en estudios in vitro y un crecimiento de los capilares en estudios in

vivo. Esta accion se lleva a cabo mediante la estimulacion de los NK1R.
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Linfocitos

Potente quimiotaxis

Cofactor en la diferenciacién a linfocito T

Incrementa la secrecién de inmunoglobulina

Estimula la liberacion de citoquinas proinflamatorias de los linfocitos T
Estimula la actividad de los Linfocitos Natural Killer

Estimula la proliferacion de Linfocitos T

Los linfocitos pueden producir SP

Monocitos/Macréfagos

Potente quimiotaxis

Estimula la liberacion de citoquinas proinflamatorias

Induce la "explosién oxidativa"

Estimula la sintesis y liberacion de metabolitos del acido araquiddnico
Los macrofagos expresan NK1R y segregan SP

Neutrofilos

Potente quimiotaxis

Estimula la degranulacion

Incrementa la adherencia a células epiteliales (por medio de la
regulacion de la expresion de moléculas de adhesion

Estimula la liberacion de citoquinas proinflamatorias

Mastocitos

Media entre los mastocitos y las terminaciones nerviosas

Induce la degranulacion

Induce la liberacion de histamina y serotonina

Estimula la liberacion de citoquinas proinflamatorias

Eosindfilos

Potente quimiotaxis

Estimula la activacion, degranulacion, liberacion de O2- y tromboxano
Los eosindfilos pueden segregar SP

Tabla 3. Efectos de la SP sobre las células del sistema inmunitario.

1.6.4. PAPEL DE LAS NEUROKININAS EN LA NOCICEPCION

La mayoria de las fibras C-aferentes que expresan SP pertenecen a
distintos tipo de nociceptores que se activan mediante estimulos térmicos,

quimicos y mecanicos ya sea en la piel o bien por distension visceral 3.

Estas neuronas, al ser estimuladas, liberan SP, NKA y CGRP a partir de
sus terminales tanto centrales como periféricas. A nivel central, la liberacion de
SP ejerce su actividad a través de un efecto denominado potencial
postsinaptico excitador de baja velocidad que actia sobre las neuronas de

segundo orden en la médula espinal y tronco cerebral. Esta activacion produce
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la percepciéon del dolor, modulacion del reflejo protector de flexion asi como

varios reflejos autbnomos y respuestas endocrinas.

Por otro lado, a nivel periférico, los axones de estas fibras C aferentes
presentan una gran distribucion colateral en una gran variedad de tejidos como
piel, visceras y ganglios autonomos. 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

autébnomos y por ultimo hacia el SNC para transmitir la sefial de dolor.
Se ha demostrado que determinados pacientes que presentan una

disminucién de la sensibilidad al dolor, presenta una reduccion de la

concentracion de SP en los axones de la sustancia gelatinosa 32,
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1.7. ANTAGONISTAS DEL NK1R

Como se ha visto anteriormente, el NK1R se expresa a lo largo del SNC
y de los tejidos periféericos en mamiferos. Gracias a las herramientas
farmacoldgicas de las que se dispone hoy en dia (agonistas y antagonistas) se
puede, por un lado esclarecer las funciones fisiologicas del NK1R y por otro
establecer las posibles aplicaciones terapéuticas de los antagonistas de los
NK1R.

A finales del siglo pasado se desarrollaron una serie de ligandos para el
NK1R de tipo peptidico y no peptidico. Dentro de los tipos peptidicos, se
encuentran agonistas y antagonistas con secuencias ciclicas y lineales. Por
otro lado dentro de los no-peptidicos existen sustancias con distintos origenes
quimicos como esteroides, derivados del triptéfano y derivados piperidinicos

entre otros 32,
1.7.1. ANTAGONISTAS DEL NK1R PEPTIDICOS

Los principales agonistas peptidicos del NK1R son, ademas de la SP,
Septide (Figura 23), GR 73632 y Cycloseptide. Por otro lado, los principales

antagonistas de tipo peptidico son el Spantide y Spantide II.

Figura 23. El agonista del NK1R SEPTIDE.
(Imagen tridimensional generada con el software
SweetMollyGrace 1.3).
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A lo largo de los afios 80 ** 3'*> se desarrollaron diversos antagonistas
peptidicos derivados de la SP; no obstante, los resultados no fueron
alentadores debido a numerosas limitaciones como su escasa potencia, cierta
actividad residual como agonista parcial, induccion a la degranulacién de
mastocitos y neurotoxicidad. El primer antagonista de origen peptidico que se
desarroll6 fue el Spantide (DArg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-DTrp-Phe-DTrp-Leu-Leu-
NH2). Para evitar estos efectos y con el fin de aumentar la potencia y la
selectividad se desarrollo el Spantide 1l (Figura 24). Estos dos antagonistas son
de tipo peptidico lineal. Con posterioridad se desarrollaron otros antagonistas
peptidicos de tipo ciclico como el FK 224 que tiene la particularidad de actuar
sobre el NK1R y NK2R lo cual podria tener ciertas aplicaciones terapéuticas o
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 aminoacidos 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.

Figura 24. Los antagonistas peptidicos del NK1R SPANTIDE Y SPANTIDE Il
(Imagen tridimensional generada con el software SweetMollyGrace 1.3).

1.7.2. ANTAGONISTAS DEL NK1R NO PEPTIDICOS

Los antagonistas no peptidicos se desarrollaron a partir de inicios de los
afios 90 % 3'® cuando tres diferentes grupos de investigacién divulgaron sus

resultados. Desde entonces hasta ahora se han desarrollado un gran nimero
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farmacos de estas caracteristicas. Estos antagonistas se pueden clasificar en

relacion al tipo de estructura quimica de la que proceden.

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

1.7.2.1. ANTAGONISTA L-733,060

El L-733,060 (2S,3S9)-3-{[3,5-bis(trifluorometil)benzil]oxy}-2-
fenilpiperidina), es un farmaco desarrollado por los laboratorios Merck, Sharpe
& Dohme. Se trata de un antagonista no peptidico del NK1R que pertenece a la
familia de la benzileter piperidinas. Presenta un IC50 de 1.0 nM en el NK1R
humano. Su peso molecular es 403.361. Es activo por via oral 3!/ 38

25).

(Figura

Figura 25. El antagonista no peptidico del
NK1R L-733,060.

(Imagen tridimensional generada con el software
SweetMollyGrace 1.3).
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1.7.2.2. ANTAGONISTA L-732,138

El L-732,138 (N-Acetil-L-triptofano 3,5-bis(trifluorometil)benzil ester) es
otro farmaco desarrollado también por Merck, Sharpe & Dohme. Al igual que el
caso anterior es un antagonista no peptidico del NK1R. Este farmaco pertenece
a los antagonistas basados en el triptéfano. Su IC50 es 1.6 nM. Soluble en

alcohol y en acetato de etilo, su peso molecular es 472.4 **° (Figura 26).

Figura 26. El antagonista no peptidico del
NK1R L-732,138.

(Imagen tridimensional generada con el software
SweetMollyGrace 1.3).

1.7.2.3. APREPITANT

320 es un antagonista de los receptores de la SP/NKIR,

El Aprepitant
descrito guimicamente como 5-[[2 R,3 S)-2-[1 R)-1-[3,5-
bis(trifluorometil)fenil]etoxi]-3-(4-fluorofenil)-4-morfoliniljmetil]-1,2-dihidro-3 ~ H-

1,2,4-triazol-3-ona (Figura 27).
Es un solido cristalino blanco a blancuzco, con un peso molecular de

534.43. Es practicamente insoluble en agua siendo moderadamente soluble en

etanol y acetato isopropilico y ligeramente soluble en acetonitrilo.
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Figura 27. El antagonista no peptidico del
NK1R APREPITANT.
(Imagen tridimensional generada con el software
SweetMollyGrace 1.3).

En modelos en animales, se ha demostrado que inhibe la emesis
inducida por agentes quimioterapéuticos citotoxicos, entre ellos, cisplatino,
mediante acciones centrales. Los estudios de Tomografia de Emision de
Positrones en animales y seres humanos con Aprepitant han demostrado que
cruza la barrera hematoencefélica y ocupa los receptores encefalicos NK1R.
Los estudios en animales y seres humanos demuestran que Aprepitant
aumenta la actividad antiemética del antagonista de los receptores de 5-HT3
ondansetrén y el corticosteroide dexametasona y que inhibe las fases agudas y

demoradas de emesis inducida por cisplatino.

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

entre dosis Unicas de 80 mg y 125 mg administradas en estado alimentado.

Tras la administracion oral de una dosis Unica del Aprepitant 125 mg en
el Dia 1 y 80 mg una vez al dia en los Dias 2 y 3, el ABCp4n €S
aproximadamente 19.6 mcg_h/mL y 21.2 mcg_h/mL en el Dia 1 y Dia 3,

respectivamente. La concentracion plasmatica maxima media de 1.6 mcg/mL y
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1.4 mcg/mL se alcanza en aproximadamente 4 horas en el Dia 1 y Dia 3,

respectivamente.

Aprepitant esta conjugado en mas del 95% con las proteinas
plasméticas. El volumen aparente medio de distribucion a concentracion
estable es aproximadamente 70 L en el ser humano. Cruza la placenta en ratas

y conejos y cruza la barrera hematoencefalica en el ser humano.

Los estudios in vitro con microsomas hepaticos humanos indican que se
metaboliza principalmente por CYP3A4 con metabolismo menor por CYP1A2 y
CYP2C19. El metabolismo ocurre principalmente mediante oxidacién en el
anillo de morfolina y sus cadenas laterales. No se detecta metabolismo por
CYP2D6, CYP2C9 o CYP2El. En adultos jévenes sanos, da cuenta de
aproximadamente el 24% de la radiactividad plasmatica sobre 72 horas
después de una dosis oral Unica de 300 mg de aprepitant-[C14], lo que indica
una presencia sustancial de metabolitos en el plasma. Se han identificado siete

metabolitos en el plasma humano que so6lo son débilmente activos.

Después de la administraciéon de una dosis Unica IV de 100 mg del
profarmaco de aprepitant-[C14] a sujetos sanos, el 57% de la radiactividad se

recupera en la orina 'y el 43% en las heces.

Aprepitant se elimina principalmente mediante metabolismo no siendo
excretado por via renal. La depuracion plasmatica aparente fluctia entre
aproximadamente 62 y 90 mL/min. La vida media terminal aparente fluctia

entre aproximadamente 9y 13 horas.

Aprepitant es un inhibidor moderado de CYP3A4. No debe usarse
concomitantemente con pimozida, terfenadina, astemizol o cisaprida. La
inhibicion de la isoenzima 3A4 de citocromo P450 (CYP3A4) por Aprepitant
podria conducir a concentraciones plasmaticas elevadas de estos farmacos,
gue potencialmente podrian ocasionar reacciones graves 0 que ponen en

peligro la vida.
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1.8. APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LOS
ANTAGONISTAS DEL NK1R

La uUnica aplicacion terapéutica en el momento actual para los
antagonistas del NK1R es su uso como antiemético en los vomitos inducidos
por quimioterapia siendo el Aprepitant el Unico farmaco antagonista de la SP
aprobado por la Food and Drug Administration y la Agencia Europea del

Medicamento %%,

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

con el crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis.

El estudio con antagonistas de la SP y con mutaciones genéticas en
ratones ha ayudado a mejorar el conocimiento del papel de la SP en el dolor y

en la respuesta al estrés 3%,

A continuacion se hace un breve repaso de los distintos campos
meédicos donde se estan investigando y desarrollando novedades terapéuticas

relacionadas con la accion de la SP y los antagonistas de los NK1R.
1.8.1. TRASTORNOS PSIQUIATRICOS Y SP

Se ha objetivado la relacion existente entre la SP y el desarrollo de
enfermedades psiquiatricas como son la ansiedad y la depresion. Hay

numerosos estudios 3% 324 325

gue apoyan esta afirmacién y que investigan
nuevos tratamientos para dichas enfermedades basandose en la fisiopatologia

de la SP.
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Ciertos ensayos clinicos a doble ciego realizados en ratones indican que
tras la administracion de antagonistas del NK1R, se produce un incremento a
largo plazo de la transmisién de serotonina en el hipocampo 3%°. Esta
propiedad es comun a todos los antidepresivos conocidos y parece estar
mediada por un incremento tiempo-dependiente en el indice de serotonina
neuronal. Estas observaciones hacen pensar en la futura posibilidad del uso de
los antagonistas del NK1R como una nueva clase de agente antidepresivo y
ansiolitico, e implican a la SP en la aparicion de enfermedades psiquiatricas.

Un articulo publicado en la revista Science **

compard el antagonista del
NK1R Aprepitant con otros antidepresivos en un grupo de pacientes
diagnosticados de depresion moderada-severa. Ademas de un gran efecto
antidepresivo, se constatd la ausencia de interacciones con el sistema
monoamino lo que se traduce en un menor numero de efectos secundarios y

de interacciones medicamentosas.
1.8.2.SPY EL DOLOR

Se ha comprobado electrofisiolégicamente que la aplicacion iontoforética
de SP en las astas dorsales de la médula causa una estimulacion lenta,
diferida y prolongada. Esta lentitud en la respuesta fue la primera prueba que la
excluia como un transmisor primario de la via aferente. Nuevas investigaciones
mostraron que la SP modulaba la transmision sindptica a dicho nivel, jugando
un papel como potenciador de los inputs, ya fueran estimuladores o inhibidores.
Comportandose como neurotransmisor del dolor, se ha demostrado que tiene
una funcion facilitadora, de forma que la morfina, al impedir su liberacién,

bloquea el dolor 3%,

La SP esta relacionada con los mecanismos dolorosos ya que esta
presente en las fibras-C, que son las aferentes primarios relacionados con la
neurotransmision del dolor. Se ha comprobado que si se inyectan antagonistas
de la SP en la médula espinal sobreviene una accion analgésica, ademas
también reducen el tiempo de accién frente a los estimulos dolorosos y dan
lugar a otras respuestas de comportamiento. Por otro lado, los analgésicos
opiaceos, morfina y los morfomiméticos inhiben la liberacion de la SP en el
82



Tesis Doctoral - Universidad de Sevilla - 2010

nacleo trigeminal, que transmite la informacién dolorosa, por lo tanto parece
que existe alguna relacién entre la SP y los neurotransmisores opioides

endogenos implicados en los procesos de analgesia del SNC.

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

cabeza o la actividad endocrina del tumor 2° .

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

pero no asi los niveles de SP y CGRP 3%,

Otros estudios *** han investigado el papel de la capsaicina (presente en
alimentos como las guindillas) como estimulo nociceptivo sobre ciertas células
nerviosas, provocando la liberacion de SP, responsable de la transmision de
las sefiales dolorosas dentro de nuestro sistema nervioso. La capsaicina
desencadena la liberacién de este neurotransmisor e inhibe la produccién de

mas cantidad del mismo en el organismo. Con el uso prolongado de capsaicina
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se gasta, en parte, la SP de las células nerviosas y asi se alivia el dolor crénico
(un estado que requiere la presencia de SP).

Deal et col. 3%

, en la Case Western Reserve University, en Cleveland ,
evaluaron los efectos de la capsaicina, tanto en pacientes con artritis
reumatoide como con osteoartritis. Descubrieron un alivio significativo del dolor
cuando se aplicaba tOpicamente crema con capsaicina en las rodillas
dolorosas, cuatro veces al dia. En la artritis reumatoide, el tratamiento redujo el
dolor a aproximadamente la mitad, mientras que en la osteoartritis disminuy6
hasta alrededor de un tercio. Ademas de reducir la transmision del dolor, la
capsaicina también aument6 la produccion del enzima colagenasa y de
prostaglandinas, reduciendo tanto el dolor como la inflamacién **3. Uno de los
resultados mas sorprendentes de dicho estudio fue que los nervios sensoriales
producen su propia respuesta antiinflamatoria. De esta forma la activacion de
las sefiales dolorosas que llevaba a cabo la capsaicina producia la liberacién

de un poderoso antiinflamatorio natural.
1.8.3. INFLAMACION NEUROGENICA Y SP

La inflamacion neurogénica también ha sido relacionada con la SP, de
tal forma que dicha inflamacion conlleva la liberacién de SP desde los nervios

sensitivos en respuesta al dolor o a la infeccién.

La formacién de edema, consecuencia de la permeabilidad vascular, es
un proceso fuertemente mediado por la SP que se encuentra en las fibras-C.
Esta accién, al igual que la del factor C5a, se produce tras la unién a la

proteina G de sus respectivos receptores.

Por otro lado la SP y la angiotensina Il provocan una vasodilatacién
endotelial y en consecuencia estan directamente relacionadas con la aparicion
de hipotension y bradicardia, esta potente actividad hipotensora no es
bloqueada por la atropina 3.
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Ademas de en la inflamacién neurogénica la SP también se ve implicada
en ciertas reacciones por hipersensibilidad. En un estudio realizado en Japon,
se evalud el papel de la SP en las reacciones pulmonares adversas inducidas
por Paclitaxel que causaba una extravasacion de plasma y un edema
marcados en pulmones con una disminucion concomitante de la presion parcial
arterial de oxigeno. Dichas reacciones fueron revertidos por LY303870, un
antagonista del NK1R, constatandose que los niveles de SP en el plasma y en
el liquido del lavado broncoalveolar aumentaron después de la inyeccion del
Paclitaxel. En 13 pacientes, aumento el nivel en plasma de la SP pero no de la
histamina durante la infusién del Paclitaxel, de forma significativa (p< 0.05). Por
lo que se concluia que la SP, mejor que la histamina, se podia implicar en la

hipersensibilidad producida por el Paclitaxel 3.

1.8.4. SP EN LAS EMESIS POSTQUIMIOTERAPIA

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

al menos los resultados del tratamiento quimioterapico °.

Ninguno de los farmacos antieméticos disponibles en la actualidad es
completamente eficaz en la prevencién de nauseas y vomitos. Durante el
primer dia se constata la incomodidad de los pacientes. Pero la mitad de ellos,
al menos, siente nauseas y sufre vomitos también en su casa. Hasta ahora se

usaban farmacos eficaces solo durante las primeras 24 horas.

Los antagonistas del NK1R constituyen un nuevo grupo de farmacos
dirigidos a otro tipo de receptores y con un mecanismo de accion diferente al

de los antagonistas del receptor 5-HT3 '

, que actlan entre el segundo y el
quinto dia posteriores a la quimioterapia y que son efectivos en el 70% de los

casos.
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Dado que se sabe que la SP esta en las regiones del troncoencéfalo
asociadas con los vémitos, Navari et col.>® investigaron la posibilidad de que
un antagonista del NK1R pudiera prevenir las nauseas y los vomitos agudos y
retardados en los pacientes sometidos a tratamientos de quimioterapia. El
estudio se realiz6 con pacientes en tratamiento con Cisplatino. Todos
recibieron Granisetron y Dexametasona previo al tratamiento con Cisplatino y
posteriormente se randomizaron en tres brazos, dos de los cuales contenian el
antagonista de NK1R a diferente dosis y pauta, y el tercero que contenia
placebo. El 93% de los pacientes de los dos primeros grupos no tuvieron
vomitos en la fase aguda, en comparacion con el 67% del tercer grupo.
También en la fase de vomitos retardados se encontré beneficio en los

pacientes tratados con el antagonista del NK1R.

Asi pues, este estudio demostré6 que el antagonista del NKI1R
proporcionaba un beneficio adicional, mas alld del tratamiento antiemético
estandar en la prevencion de naduseas y vomitos agudos y retardados.

Se realizaron dos estudios 3*°

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

estandar mas Aprepitant prequimioterapia y en los dias 2 y 3 postquimioterapia.

Los pacientes que participaron de estos estudios fueron registrando sus
experiencias en diarios que ellos mismos completaban. La respuesta completa
(no emesis, no rescate) en el grupo de Aprepitant en ambos estudios fue
significativamente mas alto, el periodo agudo (83%-89%) y el periodo diferido
(68%-75%), en comparacion con la del grupo bajo terapia estandar, el periodo
agudo (68%-78%) y el periodo diferido (47%-56%).
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Las nauseas mejoraron en el grupo bajo Aprepitant en mayor porcentaje,
con una mejoria del 20 por ciento en esa proteccion. Manteniendo su eficacia
antiemética en la prevencion de las nauseas y vOmitos inducidos por la

quimioterapia hasta en seis ciclos de quimioterapia.

Aprepitant fue generalmente bien tolerado, siendo las reacciones
adversas mas frecuentes la astenia o fatiga. Otros acontecimientos adversos
experimentados fueron la diarrea, las nauseas (después del dia 5 del estudio),
el hipo (4,6%), la astenia (2,9%), el aumento de alaninotransferasa (2,8%), el
estrefiimiento (2,2%), las cefaleas (2,2%) y la anorexia (2,0%).

Se ha demostrado que la SP es liberada desde las fibras nerviosas
primarias y que existe una amplia distribucion de la misma tanto en el SNC,
como en el SNP.

Debido ha esta amplia distribucion es importante tener un método
adecuado para manejar y controlar las dosis terapéuticas de los farmacos
antagonistas de los NKI1R, evitando en lo posible efectos toxicos por
sobredosis. En este sentido un estudio utilizé las imagenes obtenidas mediante
tomografia por emisién de positrones con un trazador selectivo de NKI1R, el
[(18)F]SPA-RQC, para determinar los niveles de ocupacién de los NK1R
alcanzados a nivel central, tras la administracion de dosis relevantes de

Aprepitant (farmaco antagonista de los NK1R) en individuos sanos.

Para ello se desarrollaron dos estudios placebo-control, simple-ciego y
randomizados, cuyos resultados mostraron que la ocupacion de los NK1R en el
cerebro era predicha por las concentraciones plasmaticas del Aprepitant, por lo
gue éstas podian ser utilizadas para controlar las dosis administradas de forma

terapéutica para patologia del SNC 3.

Los estudios arriba mencionados, conforman la base sobre la que se
apoyé la Food and Drug Administration, en marzo de 2003 para aprobar

Aprepitant. También esta aprobado en Canada, Singapur, Malasia, América
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Central y del Sur, Inglaterra y Europa, convirtiéndose de esta forma en el
primer farmaco antagonista del NK1R comercializado.

Los estudios sobre los efectos del nuevo tratamiento indican que
disminuyen los sintomas a partir del primer ciclo de quimioterapia y esto se

mantiene hasta el sexto inclusive.

En combinacion con otros antieméticos, Aprepitant estd indicado en la
prevencion de las nauseas y vomitos agudos o diferidos, relacionados con
cursos iniciales y repetidos de quimioterapia altamente emetogénica,

incluyendo altas dosis de cisplatino.

Como pauta se pueden seguir los regimenes utilizados en diferentes
estudios clinicos: Aprepitant 125 mg el dia 1 y 80 mg los dias 2 y 3;
Dexametasona 12 mg el dia 1 y 8 mg los dias 2, 3 y 4; Ondansetrén 32 mg sélo
el dia 1.
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1.9. ACTIVIDAD ONCOGENICA DE LA SP Y DEL NK1R

1.9.1. RELACION ENTRE SP-NK1R Y ONCOGENESIS

Numerosas publicaciones avalan la posibilidad de la implicacion de la SP

en la OnCOgéneSiS en distintos érganos 334 341 342 343 344 345 346 347 348 349 350 351 352

353 354 355 356 357 358 359 360 361, entre ellas se pueden destacar:

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

e Lineas celulares de neuroblastomas humanos: SKN-BE

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

e Lineas celulares de melanomas humanos: COLO679, COLO858 y MEL-HO

e Lineas celulares de cancer pancreatico humano: CAPAN-1 y ASPC-1

e Lineas celulares de cancer de pulmén humanos: de células pequefias (NCI-
H69, H128, H417, COR-L88 y COR-L51), de células grandes (COR-L23),
adenocarcinoma (MOR) y carcinoma escamoso (LUDLU-1)

e Lineas celulares de cancer de mama humanos: MDA-MB-231

e Lineas celulares de cancer colorectal humanos: HT-29

De manera detallada se presentan los estudios que existen hasta la

actualidad sobre la actividad oncogénica de la SP y el NK1R:
1.9.1.1 CANCER DE MAMA

En un estudio realizado por Singh y colaboradores en el afio 2000 3%, se
investigd el papel de PPT-Il y de sus receptores (NK1R y NK2R) en el cancer de
mama Yy sus metastasis, para ello se utilizdé el analisis cuantitativo con RT-
PCR, ELISA e hibridacion in situ.

Comparando las células epiteliales mamarias normales (n = 2) y biopsias
benignas de mama (n = 21), con lineas celulares de cancer de mama (n =7) y

biopsias malignas de mama (n =25); se demostré una expresion creciente de
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PPT-1 y de NK1R. Los niveles de NK2R eran altos en células normales y
malignas. Los antagonistas especificos del NK1R y NK2R inhibieron la
proliferacion celular, sugiriendo un estimulo autocrino o intercrino por los

péptidos de PPT-I en el cancer de mama.

El antagonista del NK2R no demostré ningun efecto sobre la
proliferacion de células normales pero medio en la proliferacion de las células
tumorales. Los extractos citosélicos de las células malignas de las células
tumorales aumentaron la traduccién de PPT-I mientras que los extractos de las

células epiteliales mamarias normales no causaron ningun cambio.

Los datos sugieren que los péptidos de PPT-l y sus receptores pueden
ser importantes en el desarrollo del cancer de mama. Considerando que los
péptidos de PPT-I son moduladores hematopoyéticos, estos resultados se
podian ampliar para entender la integraciébn con la metastasis temprana de
células tumorales en la médula 6sea, su sitio predilecto de metastasis. La sefal
de transduccion molecular para los péptidos PPT-I y el mecanismo que
aumenta la traduccién del mMRNA de PPT-I podrian conducir a estrategias

innovadoras para los tratamientos y la metastasis del cancer de mama.

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

neurotransmisores.

En una investigacion realizada por Lang y colaboradores *** se analiz6 la
migracion de las células tumorales del carcinoma de mama MDA-MB-468 y de
préstata PC-3, dentro de una matriz tridimensional de colageno utilizando
videomicroscopia y analisis de la trayectoria de la migracion asistido por
ordenador para analizar la actividad migratoria de estas células en respuesta a
diversos neurotransmisores. La migracion de las células tumorales fue inducida

por la norepinefrina, la dopamina y la SP, demostrandose que dicha migracion
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puede ser inhibida utilizando un antagonista especifico de los receptores [2-
adrenales, el receptor D2 o el NKI1R, respectivamente. Todos los
neurotransmisores investigados activaron perceptiblemente el ciclo de KREBs.
Ademas se detectaron cambios en la expresion genética hacia un tipo de
célula tumoral con mayor motilidad, incluyendo una alta regulacién por parte de
la integrina a2, que es un receptor esencial para la adherencia del colageno en
la migracion. Por el contrario el gen para la supresion del tumor, gelsolin,
disminuyé6 su regulaciébn. Estas dos importantes alteraciones fueron

confirmadas por flujocitometria e immunoblotting, respectivamente.

Los neurotransmisores inducen asi un tipo de célula tumoral
metastatogénica por la regulacion directa de la expresion del gen y un
incremento de la actividad migratoria, la cual se puede prevenir por los

362 se habia

antagonistas de los neurotransmisores. En un estudio previo
mostrado que la metencefalina, la SP, la bombesina, la dopamina y la
norepinefrina tenian un efecto estimulante en la migracion de las células del
cancer de mama MDA-MB-468. Todo ello evidencia una fuerte implicacion
reguladora de estos neurotransmisores en la migracion de células del cancer

de mama.

1.9.1.2. CANCER PANCREATICO

El NK1R y su ligando la SP estan implicados en la patogénesis de
ciertos tumores neuronales. La expresion del NK1R ha sido analizada
cuantitativamente por RT-PCR, hibridacion in situ, inmunohistoquimica y
Western blot, en muestras tumorales pancreaticas, en tejidos pancreaticos
humanos normales y en lineas celulares de cancer pancreatico. Ademas, se ha
analizado mediante sulforhodamine B la influencia de los analogos de la SP y
de los antagonista del NK1R (MEN 11467) en el crecimiento celular del cancer

pancreatico.

Por RT-PCR, se ha comprobado que el mRNA del NK1R estaba
incrementado un 36.7 % ( p< 0.001) en muestras de cancer pancreatico
humano comparado con controles normales. Los niveles incrementados de la
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expresion del NK1R no estaban relacionados con el grado del tumor sino con

un estadio avanzado del cancer.

Por hibridacion in situ e inmunohistoquimica, la inmunorreactividad y el
MRNA del NK1R fueron escasas y débilmente presentes en células acinares y
ductales de pancreas sano. En contraste, se detectaron intensas sefales del
MRNA del NK1R y de inmunorreactividad en la mayoria de las células de

cancer.

Mediante analisis de Western-Blot, se comprobd que el NK1R estaba
incrementado un 26 % (p< 0.01) en muestras pancreaticas del cancer en

comparacion a los controles sanos.

El mRNA del NK1R fue detectado en cinco lineas celulares de cancer
pancreatico por RT-PCR, encontrandose los niveles mas altos en células
CAPAN-1 y el mas bajo en células ASPC-1. Los analogos del SP estimularon el
crecimiento celular del cancer pancreético, dependiendo del nivel de la
expresion del NK1R, constatdndose que este efecto se podria bloquear por un

antagonista selectivo del NK1R.

Estos resultados ilustran que el NK1R esta activo en la patogenia del
cancer pancreéatico humano y tiene el potencial de contribuir al crecimiento de

células cancerigenas 3** .

Otro estudio *® examina el [ D-Arg(1),D-Trp(5,7,9),Leu(11)]SP (SP-A) en
los canceres pancreaticos ductales. EI SP-A actia mediante su union a la
proteina G del receptor acoplado a proteina G, antagonizdndola. Para este
estudio se utiliz6 una linea celular de cancer pancreatico (el HPAF-II),
demostrandose que el SP-A inhibia la movilizacién de Ca(2+) inducida por el

neuropéptido, asi como la sintesis de DNA y el crecimiento in vitro.
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El SP-A también disminuyo perceptiblemente el crecimiento del tumor de
HPAF-II en ratones desnudos mas alla del periodo de tratamiento, asi mismo,
redujo marcadamente la angiogénesis asociada al tumor HPAF-II in vivo.

Los resultados demuestran que SP-A atenuda el crecimiento del tumoral
del céncer pancreatico por medio de un mecanismo dual que suma

caracteristicas antiproliferativas y antiangiogénicas.

1.9.1.3. LEUCEMIA

%4 que se centré en la

Nowicki y colaboradores realizaron un estudio
determinacion de la expresion de la SP en células neoplasicas de la médula
O0sea en pacientes con leucemia linfoblastica aguda infantil, mediante la
determinaciéon de RNA mensajero y de niveles de produccion de proteinas.
También se intentdé demostrar una correlacion de la SP tanto con factores de

riesgo de la leucemia, como con los fracasos terapéuticos.

El grupo de estudio consisti6 en 120 nifios tratados por linfoblastica
aguda infantil. La expresion del SP fue examinada por hibridacion in situ con
una sonda de 5'-biotinylated y por inmunohistoquimica con un anticuerpo

especifico anti-humano de SP.

Entre los 80 pacientes con linfoblastica aguda comun, la expresion del
SP fue demostrada en 33 casos (41.2%). En el grupo de 24 nifios con
linfoblastica aguda infantil pre-B, la presencia del SP fue observada en seis
casos (25.0%). Y de los 16 pacientes con leucemia de células T, la expresion
del SP fue demostrada en 13 casos (81.2%). El porcentaje de células

immunopositivas en los casos SP-positivos se extendio del 79.8 al 97.3.

El fracaso terapéutico en los nifios con linfoblastica aguda infantil fue

correlacionado con la expresion de SP observada al principio del tratamiento.

Los resultados demostraron una conexion entre la presencia de

expresion de SP positivas y la recaida de la leucemia. Esto podria indicar que
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la expresion de SP estaria implicada en la proliferacién de células tumorales y

podria representar un nuevo factor de riesgo en leucemia linfoblastica aguda.
1.9.1.4. CANCER DEL SNC

Existen varios estudios que han investigado la relacién entre la SP y los
antagonistas de los NK1R y distintos tipos de tumores que se desarrollan en el
SNC.

En este sentido se realizé un estudio in vitro 3 para valorar la capacidad
inhibitoria de un potente antagonista de accién prolongada del NK1R, el L-

733,060, sobre el crecimiento tumoral de dos lineas celulares tumorales.

Utilizando un rango de concentraciones de 2.5 uM a 20 uM contra la
linea celular del neuroblastoma SKN-BE y de 10 uM a 25 uM para la linea
celular del glioma GAMG. Se utiliz6 el coulter counter para determinar el
namero de células viables, seguido por el uso de un compuesto de tetrazolio [
3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil) 2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio],
meétodo colorimétrico para evaluar viabilidad de las células en este andlisis de

la citotoxicidad.

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

Estos resultados indicaban que el L-733,060 (antagonista del NK1R)
actuaba como agente antitumoral de amplio espectro. Esta nueva accion, se
divulgé en este estudio por primera vez, sugiriendo que el L-733,060,
antagonista del NK1R, podria constituir una terapéutica prometedora para el

tratamiento tanto del neuroblastoma humano como del glioma humano.

Los astrocitos portan receptores funcionales a  muchos

neurotransmisores, incluyendo la SP, que ejerce sus actividades biologicas
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uniéndose a su NK1R. La SP es un estimulo importante para los astrocitos en
el desarrollo del SNC y proporciona un acoplamiento para las interacciones
bidireccionales entre las células y las neuronas gliales. En tumores cerebrales,
las células gliales malignas que se originan de astrocitos via los NK1R, son
accionados por las taquicininas (SP y NKA) lanzando mediadores solubles
como son las citoquinas y de esta forma aumentan su indice proliferativo y

promueven la progresion del tumor.

En este sentido numerosos estudios in vitro e in vivo, 3*® apoyan el papel
de la SP como inductora de gliomas humanos y de la progresion tumoral, asi
como promueven la posibilidad del uso de los antagonistas selectivos del NK1R
como acercamiento terapéutico a los gliomas malignos.

En uno de estos estudios °%°

se ha demostrado por experimentos
mediante Western-blot que la SP induce una sintesis transitoria del regulador
transcripcional del gen Egr-1 en células humanas de glioma, sugiriendo de este

modo que la SP ejerce efectos a largo plazo en las células del glioma.

En tumores desarrollados en ratones, tras ser trasplantados con células
humanas de glioma U373 MG de forma subcutanea, la presencia de SP fue
observada por inmunohistoquimica. Aunque la administracion del SP exdgeno
no afectdé perceptiblemente al tamafio ni al desarrollo del U373 MG, el papel de
la SP en la progresion del glioma in vivo fue destacado por la inhibicién del
crecimiento tumoral inducida por los antagonistas humanos altamente
especificos y selectivos del NK1R (MEN11467 y MEN11149). La actividad
antitumoral de estos antagonistas fue revertida parcialmente por la
administracion concomitante de SP exdgena. Estos resultados sugieren un
nuevo acercamiento terapéutico para el tratamiento de gliomas malignos con

los antagonistas del NK1R 3%,

En un estudio realizado por Berger 3¢’

en 2005 se investigaba la
implicacibn de otras taquicininas, distintas a la SP, en la aparicion de

astrocitomas. De este modo se compararon los efectos del SP con los de la
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HK-1 en la linea celular humana del astrocitoma U-251 MG, que expresan altos
niveles del NK1R. Se observo que la HK-1 y la SP estimulaban la movilizacion
de Ca2+ e inducian la expresion creciente del mRNA de la citoquina.
Finalmente se concluia que no existian diferencias cualitativas en las
respuestas al SP y al HK-1, sugiriendo que ambos péptidos actuaban a través
de los NK1R en células U-251 MG. Ademds, se demostrd la expresion del
MRNA TAC4 en gliomas, lo que indica una posible implicacion de HK-1 en la

biologia del glioma.
1.9.1.5. CANCER DE PULMON

El cancer de pulmén de células pequefas es un cancer particularmente
agresivo qué metastatiza de forma temprana. A pesar de su sensibilidad inicial
a la radio y a la quimioterapia, su recaida es invariable, de modo que la

supervivencia a los dos afios sigue siendo menor al 5%.

El [Arg(6),D-Trp(7,9),N(me)Phe(8)]-sustancia P (6-11) (SP-G) bloquea el
crecimiento celular del cancer de pulmén de células pequefas, para las lineas
celulares H69 y H510 respectivamente. Pero su mecanismo exacto de accion
sigue siendo confuso. En un estudio realizado por Mackinnon y colaboradores
368 se demostraba que el SP-G estimulaba la apoptosis y la actividad del c-jun-
N-terminal cinasa en células de cancer de pulmén de células pequefias; siendo

esta actividad neuropéptido-independiente.

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

actividad del SP-G en canceres no neuropéptido-dependientes.
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Estos resultados se ampliaron y se demostré que el estimulo que ejercia
el SP-G sobre el c-jun-N-terminal cinasa y la apoptosis era dependiente de la
generacion de ROS (especie reactiva del oxigeno), que era inhibida por la

anoxia o la presencia de N-acetil cisteina.

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

peroxidacion lipidica (112%).

En estudios realizados en la fase |, se comprob6 que el SP-G

aumentaba la inhibicidén del crecimiento inducida por el Etoposido.

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

tipo de cancer tan agresivo >%°.

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

como un incremento paralelo en la sensibilidad a SP-G.

En varias lineas celulares tumorales (cancer de pulmon de células
pequefias y resto de cancer de pulmén, ovarico, colorectal y pancreético) se

examinod la expresién de los receptores mitogénicos para la vasopresina, el
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péptido liberador de gastrina, la bradiquinina y la gastrina, probandose su

sensibilidad a SP-G in vitro e in vivo.

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

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

resistentes a la quimioterapia convencional *"°.

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

células pequefias.

En un reciente estudio *"! realizado con los analogos de la Sustancia-P
incluyendo [D-Argl,D-Phe5,D-Trp7,9,Leull]-sustancia-P (SP-D) y [Arg(6),D-
Trp(7,9),N(me)Phe(8)]-sustancia-P (6-11) (SP-G) que inhibian el crecimiento de
las células de cancer de pulmén de células pequefias modulando las sefiales
neuropeptidicas, se ha demostrado que la expresion de los receptores de GRP
y de AVP conduce al desarrollo de un fenotipo transformado. La adicion del
neuropéptido proporciona una cierta proteccion contra la citotoxicidad inducida
por el Etoposido. La expresion del receptor también conduce a una sensibilidad
creciente a la inhibicion del crecimiento inducida por el analogo de SP. El SP-D

y SP-G actuan mientras que los agonistas en polarizacion negativa en los
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receptores de GRP y de AVP causan un bloqueo del lanzamiento de Ca2+

mediado por Gg.

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

tumores que han desarrollado resistencia a la quimioterapia.
1.9.1.6. MELANOMA

Un estudio realizado por Mufioz et al.>*® intenta demostrar la implicacién
existente entre la SP y el desarrollo tumoral en lineas celulares de melanoma.
Para ello utiliza una molécula antagonista de los NK1R, como terapia para

inhibir el crecimiento tumoral.

El melanoma representa el 1% de todos los canceres y provoca
aproximadamente el 65% de muertes por cancer de piel. Actualmente no existe
tratamiento eficaz. En el afio 2004 Mufioz y colaboradores publicaron un
estudio, que basandose en la expresién de la SP en melanomas malignos e
invasivos, estudié la capacidad inhibitoria sobre el crecimiento in vitro, de un
antagonista del NK1R de potente y prolongada accién, el L-733,060. en unos
rangos de concentracion de 2.5-20 uM, 10-30 uM y 20-50 uM en las lineas
celulares del melanoma COLO 858, MEL HO y COLO 679, respectivamente.

Se utiliz6 un coulter counter para determinar el nimero de células
viables, utilizandose el compuesto 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
carboximetoxifenill)2-(4-sulfofenill)-2H-tetrazolio como método colorimétrico

para evaluar la proliferacion de celular.

L-733,060 inhibio el crecimiento de las tres lineas celulares de forma
dosis-dependiente. La concentracion de inhibicion del 50% [IC(50)] fue 8.7 uM
alas48 hy 7.1 uM alas 96 h paraCOLO 858; 27.5 uM alas 24 hy 18.9 uM a
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las 48 h para los MEL HO; y 33.8 uM a las 30 h 'y 31.5 uM a las 72 h para
COLO 679.

Estos resultados indicaban que el L-733,060 actuaba como agente
antitumoral. Esta accion se demostré por primera vez en este estudio y sugeria
que el L-733,060 podria ser una farmaco prometedor en el tratamiento del

melanoma humano.

1.9.1.7. RETINOBLASTOMA

Otro estudio de Mufioz et al. 3*°

, publicado en Julio del 2005, se plantea
si la activaciéon del NK1R induce la proliferacion de células tumorales del
retinoblastoma. Este estudio in vitro valora la capacidad inhibitoria del L-
733,060 sobre el crecimiento de la linea humana WERI-Rb-1 del
retinoblastoma y contra el retinoblastoma humano linea Y-79, en
concentraciones que se extienden desde 7.5 a 20 uM y de 10 a 25 uM
respectivamente. Este estudio también ha tratado de determinar la capacidad
de la SP para activar el crecimiento de celular de estas lineas celulares de

retinoblastoma.

Las concentraciones nanomolares de SP aumentaron el crecimiento de
las lineas celulares y las concentraciones micromolares de L-733,060
inhibieron el crecimiento de las dos lineas estudiadas, con y sin la
administracion previa de la SP. El L-733,060 inhibi6 el crecimiento de las lineas
WERI-Rb-1 e Y-79 de forma dosis-dependiente. El IC50 fue 12.15 uM a las 49
horas para WERI-Rb1y 17.38 uM a las 40 horas para Y-79.

Los resultados demuestran que la SP es mitogénica y también indica
que el L-733,060 (antagonista del NK1R) actia en ambas lineas celulares

humanas del retinoblastoma como un agente antitumoral.
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1.9.2. ACTIVIDAD ONCOGENICA DEL COMPLEJO SP/NK1R

El mecanismo por el que la SP y el NK1R favorecerian la aparicion y

desarrollo de tumores no es del todo conocido.

En términos generales, cuando el complejo SP/NK1R se activa, se
produce una serie de respuestas intracelulares que conllevan la activacion de
la cascada de las MAPK. EI mecanismo por el que se transmite esta sefial es
confuso. En Ultima instancia se va a producir una induccién de la proliferacion

celular protegiendo a la célula de la apoptosis %%

Ademas de inducir el crecimiento tumoral, se ha comprobado que la SP
posee otras caracteristicas oncoldgicas ya que tiene la capacidad de estimular
la angiogénesis necesaria para el crecimiento tumoral. Asi, la SP por medio del
NK1R va a inducir la proliferacion de las células endoteliales en primera
instancia y posteriormente la formaciéon de nuevos vasos que aseguren el
aporte sanguineo al tumor. Otro fendbmeno estudiado es la facultad de la SP
para inducir la produccion de metéstasis. Por un mecanismo no del todo
conocido, la SP va a favorecer la migracion tumoral y con ello la diseminacion
metastasica. Se ha visto con anterioridad que existe un claro vinculo entre la
SP e inflamacion, asi, se piensa que la SP podria favorecer el desarrollo de
tumores en tejidos sometidos a inflamacion cronica. Se ha demostrado que
este neuropéptido se encuentra ampliamente en estos tejidos, esto, unido a la
capacidad mitogénica de la SP es la base sobre la que asienta esta teoria. Otro
aspecto interesante respecto a la SP es su implicacion con los desordenes
afectivos, siendo especialmente importante el incremento que existe de SP en
ciertas areas cerebrales en pacientes diagnosticados de ansiedad, depresion y
estrés. Esta teoria supone que existe un vinculo entre el estado emocional del
paciente y la evolucién del cancer llegando incluso a sugerir que en pacientes
diagnosticado de cancer, el hecho de tratar la depresion con farmacos o

medidas psicosociales podria aumentar el tiempo de supervivencia 3.
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En resumen, la SP es un ubicuo mediador de la inflamacién que,
presente a concentraciones picomolar en tejidos humanos, actia como vinculo
entre la inflamacion y cancer. Aquellos tejidos sometidos a inflamacion cronica
y a una exposicion continua a SP pueden desarrollar células tumorales.
Aquellas células cancerigenas que expresen una mayor cantidad de NK1R y
por tanto presenten un fenotipo mas agresivo, seran seleccionadas
produciéndose un aumento de la masa tumoral dependiente de la SP. Ademas,
tanto la inhibicion como la muerte celular que aparecen en las lineas celulares
tumorales al administrar los antagonistas del NK1R, podrian ser debidos a la
pérdida de esas sefiales mitogénicas inducidas por el NK1R que en este caso
estaria inhibido. La pérdida del balance mitogénesis/apoptosis se inclinaria
hacia este ultimo produciendo la muerte celular. No se debe olvidar que la SP
es abundante en el SNC donde actia como neurotransmisor, aunque también
como una hormona la cual se disemina por todo el torrente sanguineo. Este
punto podria ser clave para entender un hecho que se comprueba en la clinica
diaria que es la importancia del SNC en el control y la progresién del cancer.
Asi la relacion entre depresion, estrés cronico, estado inflamatorio y cancer

podria estar mediada por la SP.

Todos estos datos, apoyado por los numerosos articulos que vinculan la
SP con el crecimiento de ciertas lineas celulares de céncer hacen que los
antagonistas del NK1R deban ser considerados como una posible alternativa

para el tratamiento del cancer.
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Il. OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO
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Los objetivos globales del presente trabajo son los siguientes:

1. Investigar la existencia de Sustancia P (SP) y su receptor (NK1R) en
el epitelio laringeo, cancer de laringe y sus metastasis mediante

inmunohistoquimica.

2. Estudiar la accién antitumoral in vitro de los antagonistas del NK1R en
la linea celular de cancer de laringe Hep-2. Como sub-objetivos especificos se

plantean:

2.1. Determinar la existencia de los NK1R en la linea celular de cancer

de laringe Hep-2 mediante Western blot.

2.2. Constatar si la SP, tras unirse al NK1R, induce un aumento en la

mitogénesis en la linea celular de cancer de laringe Hep-2.

2.3. Analizar si la presencia de los antagonistas del NK1R, L-733,060 y
L-732,138, inhibe la proliferacion celular de la linea Hep-2 de cancer de laringe.

2.4. Evaluar si los antagonistas del NK1R, L-733,060 y L-732,138,

inducen la apoptosis celular de la linea Hep-2 de cancer de laringe mediante la
técnica DAPI.
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I1I. MATERIAL Y METODO
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3.1. MATERIAL

3.1.1. MATERIAL FUNGIBLE

e Frascos de cultivo no pirégenos estériles de 25 o de 75 cm?. (Falcon.
Heidelberg. Alemania)

e Criotubos de 1,8 ml (Nunc Internacional. Dinamarca)

¢ Pipetas seroldgicas estériles de 10, 5y 1 ml. (Becton Dickinson. Francia)

e Pipetas de Pasteur estériles desechables de 3 ml.

e Camara de contaje celular con 10 gradillas. (Kova Hycor Biomedical Inc.
California. EEUU.)

e Tubos de prolipropileno con fondo conico Falcon de 15 ml para centrifugar.
(Becton Dickinson. Francia)

e Placas de siembra con 96 pocillos Nunclon TM Surface. (Nunc
Internatcional. Dinamarca)

e Tubos Eppendorf de 1,8 ml. (Daslab Nirco)

e Puntas de pipetas estériles de 1-10 pL y 20-200 pL.

e 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio,
sal (MTS) CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay
(Promega Corp., Madison, USA).

e Medios de cultivo RPMI 1640 y D-MEM (GIBCO, Barcelona, Espafia).

e L glutamina 2 mM (GIBCO, Barcelona, Espafia).

e Estreptomicina (GIBCO, Barcelona, Espaiia).

¢ Penicilina (GIBCO, Barcelona, Espafia).

e Heppes buffer 10 mM (JRH Biosciences, Inc., Lenexa, USA).

e Azul tripan (Sigma-Aldrich, Madrid, Espana).

e Dimetil sulfoxido (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

e Tripsina Acido Etilen-Diamino-Tetracético (tripsina 0,05% y 0,02% EDTA sin
Ca?" y Mg** (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

e Suero fisiologico.

e Suero bovino fetal (GIBCO, Barcelona, Espafa).

e Albumina de suero bovino (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa).
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¢ Igepal al 20% (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa).

e Revelador ECL (Amersharm Life Science USA).

e Membranas de Polifluoruro de Vinilideno (PVDF) (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espana).

e Bio assay. Protein reagent (Bio-Rad).

e Ditiotreitol (GIBCO, Barcelona, Espafia).

e Dodecil sulfato de sodio (Serva Heidelberg Germany).

3.1.2. MATERIAL INVENTARIABLE

e Congelador de - 80 °C REVCO LEGACI™ Refrigeration system Asheville
North Carolina USA.

e Frigorifico Superser Ecologic.

e Incubadora para Ta de 37°C y CO2 a 5% Termo-Forma Hepa filter.

e Centrifuga Megafuge 1.0 R (SORVALL_Heraeus).

e Microscopio invertido (Olimpus CKX41 Optical Espafia, S.A.) (Figura 28).

e Microscopio Optico NIKON AFX-DX (Figura 28).

e Lector de placa TECAN (Spectra classic, Barcelona, Espafia).

e Ordenador.

e Software de analisis estadistico.

e Micropipetas Pipetman de 10, 100 y 200 pL (Gilson Medical Electronics,
France).

e Cabina de flujo laminar vertical Heraguard Mod.HPH9 (SORVALL-Heraeus).

e Contenedor de Nitrogeno Liquido Dewars 196, CD-90, 33 Lts carga
automatica (Carburos metalicos, Barcelona Espafia).

e Bafio de agua 2-6 L: (SORVALL-Heraeus).

e Espectrofotdmetro DU 640 Beckman.

e Typhoon 9400 Amershan Biosciences.
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Figura 28. Microscopios Olympus CKX41 y Nikon AFX-DX.

3.1.3. MATERIAL BIOLOGICO
3.1.3.1. ANTICUERPOS

e Anticuerpo anti-SP originado en conejo conjugado con KLH como
inmundgeno (Sigma, St Louis, MO, USA)

e Anticuerpo primario especifico contra el NK1R de la SP. Péptido sintético
correspondiente al C-terminal de un NK1R originado en rata con 393-407
aminoacidos, conjugado con KLH como inmunégeno. (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia).

e Anticuerpo anti-inmunoglobulina G de ratdon conjugado con peroxidasa

(Amersham Biosciences).
3.1.3.2. LINEA CELULAR Hep-2 DE CARCINOMA DE LARINGE HUMANO

e Laboratorio: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
130,(DSMZ), Braunschweig, Germany.

e Procede de un carcinoma laringeo de células escamosas en un paciente
varon de 56 afos de raza caucasiana.

e Morfologia: epitelial. Crecimiento en monocapas.

e Medio de cultivo: MEM + 5% FBS + Antibiotics + 2mM L-Glutamine; 37c, 5%
CO2, split 1-4.

¢ Medio de congelaciéon: MEM + 10% FBS + 10% DMSO.
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3.1.4. MATERIAL FARMACOLOGICO

e L-733,060: (2S,3S) -3- {[3,5-bis(trifluorometil)benziljoxi} -2- fenilpiperidina.
Vial de 5 mg. Antagonista del NK1R con peso molecular de 438,9 Da. Polvo
blanco soluble en DMSO e insoluble en agua. Pureza del 99%. (Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia).

e L|-732,138: N-Acetil -L- triptéfano -3,5- bis(trifluorometil) benzilester. Vial de
10 mg. Antagonista del NK1R con peso molecular de 472,4 Da. Polvo
blanco no soluble en agua. Pureza del 98%. (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espana).

e SP: Vial 25 mg. Agonista del NK1R. Peso molecular de 1347 Da. Polvo
blanco soluble en agua con una pureza del 98%.
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3.2. METODOLOGIA DEL ESTUDIO
INMUNOHISTOQUIMICO DE LA SP Y EL NK1R

3.2.1. MODELO DEL ESTUDIO

Se ha recogido una serie de 130 pacientes afectos de carcinoma
epidemoide de laringe que han sido intervenidos quirargicamente con finalidad
curativa. De estos pacientes, se han obtenido una serie de datos clinicos y
estadisticos de su enfermedad; asi mismo, se han analizado los resultados
anatomopatologico de las intervenciones. Por Ultimo, se ha realizado un estudio
inmunohistoquimico que pretende demostrar la existencia de SP y su receptor
(NK1R) en el epitelio laringeo sano, cancer de laringe y metastasis de las

muestras obtenidas.

3.2.2. RECOGIDA DE DATOS CLINICOS DE LOS PACIENTES
DEL ESTUDIO

Los pacientes que conforman el material del estudio, fueron
diagnosticados y tratados quirirgicamente en el Hospital Universitario Virgen
del Valme (Sevilla) en el periodo comprendido entre el 3/2/1988 y el 26/5/1997.
La muestra la conforman 130 pacientes afectos de cancer de laringe e
hipofaringe. Estos sujetos eran portadores de carcinoma epidermoide de
laringe e hipofaringe tratados con cirugia, con finalidad curativa. Los pacientes
forman parte de una serie histérica en un servicio en el cuél ain no se habia

protocolizado la asistencia de los pacientes afectados de cancer de laringe.

Al seleccionar los pacientes, fueron excluidos todos los enfermos que
recibieron tratamiento quimioterapico previo a la cirugia, asi como los casos
con coexistencia de un segundo primario 0 metéstasis a distancia en el
momento del diagnostico. Para llevar a término dicho estudio se confecciond un
protocolo para cada paciente y se le asigné un numero de cédigo a efectos del

procesado de los datos y del eventual analisis estadistico.
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Los parametros recogidos han sido:

e EDAD. Se registré la edad del paciente en el momento de la intervencion

asi como su fecha de nacimiento.

¢ ENFERMEDAD SISTEMICA. En cada caso se consideraron los distintos

antecedentes personales de interés categorizados como:

o 1: No enfermedad sistémica previa

o 2: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

o 3: Hipertension arterial

o 4: Enfermedad cardiovascular

o 5: Enfermedad hepéatica

o 6: Diabetes

o 7:0Otras

o 8: Enfermedad pulmonar obstructiva cronica asociada a otras

e RADIOTERAPIA PREVIA. Tras el fallo de la radioterapia administrada con
finalidad curativa se incluyeron algunos enfermos intervenidos como

rescate.

e DURACION DE SINTOMAS. Fueron referidos por el paciente y se

codificaron en meses.

e ALCOHOL. Se valoré el consumo de alcohol por parte de cada enfermo
como nulo (0), leve (1) (si referia un consumo menor de 40 g/dia),
moderado (2)(entre 40 y 80 g/dia) e intenso (3) con mas de 80 g/dia.

e TABACO. El antecedente de habito tabaquico se registré en base al nimero

de cigarrillos fumados diariamente por parte del paciente: no fumador (0),

menos de 10 cigarrillos (1), entre 10y 30 (2) y mas de 30 (3).
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AFECTACION DEL SENO PIRIFORME. Se valoré dicha afectacion en la

pieza operatoria, tras el informe anatomopatoldgico.

AFECTACION DE LA BASE DE LENGUA. Igual que en el punto anterior, se

registro tal circunstancia en los casos correspondientes.

TRAQUEOTOMIA PREVIA. Se consideré una circunstancia relevante la
realizacion de una traqueotomia desde al menos la semana anterior a la

intervencion.

TRATAMIENTO SOBRE EL CUELLO. Se valoraron las siguientes
intervenciones: el vaciamiento funcional (uni o bilateral), radical (asociado
eventualmente a otro vaciamiento, generalmente funcional, contralateral) y

la denominada "toilette" o revision ganglionar, uni o bilateral.

o 1: No vaciamiento

o 2: Vaciamiento funcional unilateral

o 3: Vaciamiento funcional bilateral

o 4: Vaciamiento radical unilateral

o 5: Vaciamiento radical unilateral asociado a funcional contralateral
o 6: Revision ganglionar unilateral

o 7: Revision ganglionar bilateral

CIRUGIA PREVIA. Se valora si el enfermo antes de practicarle la cirugia

habia sido operado con anterioridad.

TIPO DE CIRUGIA PREVIA. Fundamentalmente, se tratd de microcirugias
laringeas (1), cordectomias (2), laringuectomias parciales horizontales

supraglaticas (3).

ANO DE LA INTERVENCION. Fecha en la que se llevd a cabo la

intervencion quirdrgica definitiva.
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ESTADO DE LOS MARGENES QUIRURGICOS. Distincion entre margenes

negativos (0) o positivos (1) tras el informe anatomopatoldogico.

LOCALIZACION DEL TUMOR PRIMARIO. En la historia clinica del paciente
se recogi6é la localizacion topografica del tumor, obtenida mediante
laringoscopia indirecta, fibrovideoscopia, lupa endoscopica o fibroscopia
rigida con Opticas de Wolf y Storz de 0°, 30° y de 70°. En los casos en los
que existian dificultades técnicas o mala colaboracion del paciente se
realizaba una microlaringoscopia directa. Estos hallazgos se confirmaron en

el informe anatomopatoldgico de la pieza definitiva.

o 1: Supraglético
o 2:Glético

o 3: Subglético
o 4: Transglético

o b5: Piriforme

ESTADIOS T Y N PATOLOGICOS. Se llevaron a cabo segun la
clasificacion T.N.M. basandose en los hallazgos operatorios y en el informe

anatomopatoldgico.

NUMERO DE METASTASIS. Se registraron las que constaban en el

informe anatomopatoldgico.

ESTADO DEL PACIENTE TRAS EL SEGUIMIENTO. Las posibilidades
registradas fueron las de perdido para el seguimiento (0), curado sin
evidencia de enfermedad (1), muerto por el cancer (2), muerto por otra

causa (3) y vivo con enfermedad (4).

CAUSA DE LA MUERTE. Las opciones recogidas en esta apartado fueron:

o 1:vivo

o 2:recidiva local
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o 3: recidiva ganglionar

o 4: recidiva loco-regional no especificada

o b: metastasis a distancia

o 6: recidiva estomal

o 7:metéstasis a distancia asociada con otra forma de recidiva
o 8: muerte por complicacion postoperatoria

o 9: muerte por otras causas

e RADIOTERAPIA COMPLEMENTARIA. Se indicO ante los casos
considerados T4, N (+) patolégico, pacientes T3 patoldgicos a los que no se
realiz6 vaciamiento ganglionar cervical o en aquellos con informe de

positividad tumoral en los margenes.

e ULTIMO CONTROL REALIZADO. Se indica cuando se objetivd por Gltima

vez el estado del paciente.

3.2.3. METODOLOGIA DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

3.2.3.1. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Para la deteccion de la SP y el NK1R se utilizaron anticuerpos

monoclonales ya descritos en la seccion material biologico.

Para la conformacién de los cortes histolégicos, se crearon secciones
entre 3y 5 um de grosor a partir del bloque de tejido. Las secciones obtenidas
fueron posteriormente desparafinadas con xileno y rehidratadas posteriormente
con etanol. La actividad enddgena de la peroxidasa fue bloqueada incubando
los cortes en una solucién compuesta por metanol con 1,5% de H202 durante

2 minutos.

Para la recuperacion antigénica, los cortes se hierven en una solucion
buffer citrato (2.94 g/L de citrato de sodio, pH 6.0) durante 15 minutos y
posteriormente se enfrian a 30°C. Tras ser lavadas con PBS, los cortes se

incuban en una solucién de suero de caballo al 10% no inmunogénico durante
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15 minutos. A continuacion, se incuban durante 60 minutos en una solucion
1:500 de anticuerpo anti-SP (Sigma, St. Louis, MO). Se realiza el mismo
procedimiento para el anticuerpo anti-NK1R (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).
Posteriormente, se lavan con PBS y se incuban con una solucion 1:500 de
anticuerpo biotinilada de caballo anti-raton (Vector Laboratories Inc.,
Burlington, VT) durante 30 minutos junto con una dilucion 1:4000 de
estreptavidina conjugada con peroxidasa (Immunotech; Beckman Coulter,
Fullerton, CA). A continuacion, los cortes son lavados en una solucion buffer
fosfato-citrato (pH 5.6), en este momento, los anticuerpos frente SP y NK1R se
visualizan bajo el microscopio utilizando reactivo DAB (0.06%) y H202 (0.03%)
en una solucion buffer fosfato-citrato. Los cortes son contratefiidos con
hematoxilina durante 3 minutos. Finalmente, para determinar la especificidad
de la inmunotincién se incluyen varios controles histologicos. En todos los
casos, los controles corroboraron la especificidad de los anticuerpos utilizados

en este estudio.
3.2.3.2. EXAMEN DE MUESTRAS HISTOLOGICAS

Las muestras obtenidas en la intervencion quirdrgica fueron analizadas
histol6égicamente. Los casos que presentaban epitelio laringeo sano adyacente

al tumoral fueron recogidos para el estudio en tejido no tumoral.

Las muestras fueron clasificadas en 3 grupos: tejido sano, tejido tumoral

y metastasis tumoral.
El estudio histolégico e inmunohistoquimico se llevé a cabo sin el
conocimiento por parte de los investigadores del estadio clinico, tratamiento,

asi como curso de la enfermedad de cada caso.

El examen se llevé a cabo mediante microscopia Optica con un sistema

de recogida digital de imagenes para su andalisis posterior.
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Para determinar el grado de inmunorreactividad, se formaron, tanto para
SP como para NK1R cinco grupos distintos en relacion al porcentaje de células

gue eran positivas al inmunoanalisis:

o 1: No expresion: 0%

o 2: Expresion débil: del 1 al 24%

o 3: Expresion moderada: del 25 al 49%
o 4: Expresion alta: del 50 al 74%

o 5: Expresion intensa : 75 al 100%

Estas determinaciones se llevaron a cabo para tejido sano (adyacente

no tumoral), tejido tumoral y metastasis linfaticas.

Ademés de la intensidad, se recogi6 también la localizacién de las

células que expresaban SP y NK1R. Pudiendo ser:

o 1: Expresion epitelial basal
o 2: Expresion transepitelial

Los parametros estudiados fueron:

e GRADO DE DIFERENCIACION Y POLIMORFISMO TUMORAL. Segun el

sistema de puntuacion establecido por Glanz y cols.®”®:

o 1: Queratinizaciébn marcada con o sin polimorfismo
o 2: Queratinizacion moderada con o sin polimorfismo

o 3: Queratinizacion escasa con o sin polimorfismo

¢ ESTRUCTURA Y BORDE DEL TUMOR. Segun el sistema de puntuacién

establecido por Glanz y cols.:

o 1: Formacion celular sélida o compacta con bordes expansivos

evidentes
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o 2: Pequefios cordones celulares e hileras, con borde de avance
poco neto

o 3: Disociacion celular e infiltracion difusa

INVASION VASCULAR. Seguln el sistema de puntuacién establecido por

Glanz y cols.:

o 0: No demostrada
o 1: Posible
o 2:Probada

RESPUESTA CELULAR DEL HUESPED. Segun el sistema de puntuacion

establecido por Glanz y cols.:
o 0: Marcada

o 1: Moderada

o 2:Pobre o nula

TIPO DE MUESTRA. Si la muestra era tumor primario o ganglio tumoral.

EXPRESION DE SP EN TUMOR. Recogido en 5 grupos segun intensidad

de la expresion. (0=no expresion, 4=expresion maxima)
PATRON DE EXPRESION DE LA SP EN TUMOR. Se recoge si la

expresion de la SP en el interior de las células tiene una localizacion

citoplasmatico, membrana y /o nuclear.

EXPRESION SP EN TEJIDO SANO. Se recoge Si esta presente o no.

EXPRESION DE NK1R EN TUMOR. Recogido en 5 grupos segin

intensidad de la expresion (0=no expresion, 4=expresion maxima).
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e PATRON DE EXPRESION DE LA NK1R EN TUMOR. Se recoge si la
expresion de la SP en el interior de las células tiene una localizacion

citoplasmatico, membrana y /o nuclear.

e EXPRESION NK1R EN TEJIDO SANO. Se recoge si esta presente o no.
3.2.3.3. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

La descripcion de la muestra y su andlisis estadistico se llevd a cabo
utilizando Microsoft Excel 2003 y el paquete estadistico SPSS v.14.

Se realiz6 un analisis univariable, el cual permite seleccionar aquellas
variables que mantienen asociaciones significativas con las consideradas como
principales en la investigacion. Asi, se establecid el test de significacion
apropiado a la relacion de asociacion entre las variables del estudio segun el

nivel de su medicion.

Se emplearon dos variables consideradas como efecto: la tincion de las
muestras para el NK1R y la tincion para la SP. Para la valoracion de la relacion
de éstos con las variables continuas se utilizé el analisis de la varianza para el
NK1R y la t de Student para dos muestras para la SP. Por otro lado, para la

relacion con las variables categoricas se utilizé el Chi-cuadrado de Pearson.

Como nivel de significancia se establecio p<0.05 para todas las

comparaciones.
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3.3. METODOLOGIA DEL ESTUDIO IN VITRO DE LOS
ANTAGONISTAS DE LA SP

3.3.1. MODELO DEL ESTUDIO

La segunda parte de la investigacién tuvo como objetivo estudiar la
accién antitumoral in vitro de los antagonistas del NK1R en la linea celular de

cancer de laringe Hep-2.
3.3.2. CULTIVO CELULAR

La linea celular objeto del estudio fue la Hep-2 de DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig, Germany). El
medio de cultivo utilizado fue RPMI 161640 (GIBCO, Barcelona, Espafia)
suplementado con un 10% de SBF de acuerdo con las recomendaciones de la
American Type Culture Collection, Interlab Cell Line Collection y DSMZ.

La lineas celulares se sembraron en frascos de cultivo tipo Falcon de
75cm2 en el medio recomendado por el fabricante; éste es renovado cada 2
dias hasta el sexto dia cuando el cultivo se haga confluyente, en este momento
se procede a tripsinar con 5 ml de tripsina EDTA al 0,05% y 0,02% EDTA sin
Ca2+ y Mg2+. Las condiciones de incubacion fueron a 37° en una atmosfera

hameda con un 95% de aire y un 5% de CO2.
3.3.3. PROCEDIMIENTO WESTERN BLOT

La muestra para el andlisis se obtuvo de la linea celular de cancer de
laringe Hep-2 la cual fue sembrada en un frasco de cultivo de 125 cm2. Se
incluyd como control un extracto proteina de wuna linea celular de
feocromocitoma de rata (PC12). Las células fueron sometidas a un tratamiento
con tripsina, posteriormente lavadas con una solucién tampoén de fosfato salino
pH 7.4 (PBS) y resuspendidas en una solucion tampon HEN (5 mM EDTA, 250
mM NaCl, 50 mM Hepes pH 7.3) junto con un coéctel compuesto por 5 mM

dithiothreitol, 1 mM Na3Vv04, 0.2%, IGEPAL CA-630 (Sigma) y 1% inhibidor de
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la proteasa. Una vez resuspendidas, las células fueron centrifugadas,
incubadas en hielo durante 5 minutos y posteriormente centrifugadas de nuevo
durante 15 minutos a alta velocidad. A continuacion se recogio el sobrenadante

rico en proteinas.

La concentracion de proteinas fue determinada mediante un kit de
analisis de BIO-RAD siguiendo las instrucciones recomendadas por el
fabricante. De cada muestra obtenida, 50 ug de proteinas fueron separados
mediante electroforesis con gel de poliacrilamida SDS al 10% y luego
transferidas a membranas de PVDF. Las membranas con las proteinas
transferidas fueron incubadas con solucion bloqueante (leche desnatada al 5%
en PBS, 0,1% Tween-20[PBS-T]), seguidamente se incubaron durante toda la
noche con el anticuerpo especifico anti-NK1R correspondiente al C-terminal del
receptor (1/1.000). A continuacion, se lavaron de nuevo con PBS-T y luego se
incubaron con el 2° anticuerpo, anti-peroxidasa, que reconoce a la
inmunoglobulina G del conejo (1/10.000). Este procedimiento se realiza a
temperatura ambiente durante 2 horas. La deteccién del anticuerpo marcado
con peroxidasa se realiza mediante un kit de revelado ECL (Amershan
Biosciences), obteniéndose una reaccién que es analizada mediante el lector

de quimioluminiscencia Typhoon 9400 (Amershan Biosciences).
3.3.4. PREPARACION DEL MATERIAL FARMACOLOGICO

Los antagonistas del NK1R (2S,3S)3-([3,5-Bis(trifluoro-
metil)feniljmetoxi)-2-fenilpiperidina, (L-733,060) y N-Acetil-L-triptéfano 3, 5-bis
(trifluorometil)benzil ester (L-32,138) fueron disueltos de agua bidestilada a la
que se le afadié 0.2% y 2.5%, respectivamente, de DMSO. Con el objeto de
determinar el IC50 (concentracion de antagonista que inhibe el 50% del
crecimiento celular), se desarrollaron las siguientes diluciones de L-733,060 (5,
10, 20, 30 y 40 uM) y L-732,138 (5, 10, 20, 40, 60 y 80 uyM). Asi mismo, para
determinar la estimulacion del crecimiento celular, se diluyé la SP, en forma de
sal acetato de SP, en agua bidestilada (5, 10, 50 y 100 nM).
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3.3.5. ENSAYO DE PROLIFERACION

Para determinar el nimero de células viables en proliferacion, se utilizd
un método colorimétrico. El procedimiento fue llevado a cabo de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante (CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay, Promega Corp., Madison, USA). El compuesto 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio es
biorreducido por las células dando lugar un producto coloreado, Formazan, que
es soluble en medio de cultivo. Esta reaccion quimica es llevada a cabo por las
enzimas deshidrogenasas presentes en aquellas células metabdlicamente

activas.

La lectura de la absorbancia emitida por el Formazan, se realiza con un
lector de microplaca a una longitud de onda de 492 nm. El valor de la lectura,
indicador de la cantidad de Formazan producido, es directamente proporcional

al nimero de células viables en el cultivo.

Las células procedentes de la linea Hep-2, tras ser sembradas durante
4-5 dias, fueron separadas mediante tripsinizacion el mismo dia del estudio. La
suspension celular obtenida se debe centrifugar a 1500 rpm durante 5-10
minutos. A continuacion se debe resuspender el botdén celular en medio de
cultivo introduciéndose en un tubo Falcon. Para determinar la viabilidad celular
y el contaje celular se emple6 el azul triptdn. Segun esta técnica, en un tubo
Eppendorf se introducen 250 pl de suero fisioldgico, 35 pl de azul triptan y 15 pl
de la suspension celular. Tras agitar la mezcla, se extraen 9 pl. El nUmero de

células fue cuantificado mediante un contador Coulter.

Las células se sembraron en placas de cultivo de fondo plano con 96
pocillos, conteniendo cada pocillo 10* células en un volumen total de 100 pl de

cultivo. Casa ensayo incluia una placa con:

e pocillos blancos (0 células en 100 ul de cultivo),

e pocillos controles (10* células en 100 pl de cultivo)
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e pocillos controles con DMSO (10* células en 100 pl de cultivo con 0.2% de
DMSO)

e pocillos controles tratados con L-733,060 (10* células en 100 pl de cultivo
con L-733,060 a 5, 10, 20, 30 y 40 uM)

e pocillos controles tratados con L-732,138 (10* células en 100 pl de cultivo
con L-732,138 a 5, 10, 20, 40, 60 y 80 uM)

e pocillos controles tratados con SP exdgena a diferentes concentraciones
(10* células en 100 pl de cultivo con SP a 5, 10, 100 y 500 nM)

e pocillos controles tratados con la concentracién de SP méas mitogénica y L-
733,060 (10* células en 100 pl de cultivo con 100 nM de SP mas 20 y 40 uM
de L-733,060)

e pocillos controles tratados con la concentracion de SP mas mitogénica y L-
732,138 (10* células en 100 pl de cultivo con 100 nM de SP mas 20 y 40 pM
de L-732,138)

Estos dos ultimos pocillos tienen como utilidad determinar si la accién
inhibitoria de los antagonistas del NK1R ocurre a través de interaccionar via
especifica con el NK1R. Entre la aplicacion de la SP y los antagonistas

transcurrieron 60 minutos.

Los pocillos no utilizados de las distintas placas fueron ocupados con
una solucion buffer fosfato para controlar la humedad de la placa.

Las placas fueron incubadas a T2 de 37°C, a una atmésfera de 5% de

CO2, durante un periodo de 48 horas que es el tiempo de duplicacion celular.

La proliferacién celular se evalu6 usando MTS de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se anadieron 20 ul de MTS a cada pocillo 90
minutos antes de leer las muestras en un lector de placas multiscanner
(TECAN Spectra classic) a 492 nm. La cantidad de producto, medida como

densidad Optica es directamente proporcional al nimero de células vivas.
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Cada placa fue inoculada por duplicado y todos los experimentos fueron

realizados al menos tres veces.

Para determinar el IC50 de L-733,060 y L-732,138 se hizo un ajuste

lineal de la curva obtenida generando una ecuacion del tipo Y=BX+A.
3.3.6. ESTUDIO DE APTOSIS MEDIANTE LA TECNICA DAPI

La apoptosis 0 muerte celular programada, induce en la célula una serie
de cambios, uno de ellos es la condensacion nuclear. La técnica DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindole) marca mediante fluorescencia las cadenas de DNA a
las cuales se unen esta molécula. Bajo visibn con un microscopio de
fluorescencia y tras excitacion con luz ultravioleta, las moléculas sefialan los

nucleos tinéndolos de color celeste o azul.

Las células fueron en primer lugar sembradas en placas de 4 pocillos.
Tras ser tratadas con los antagonistas del NK1R (L-733,060 y L-732,138)
durante 48 horas, las células fueron lavadas dos veces con PBS vy fijadas
utilizando paraformaldehido al 4% durante 30 minutos. Tras ser lavadas de
nuevo con PBS, las células fueron incubadas con una solucion de DAPI (1
pMg/ml) durante 30 minutos en ausencia de luz. Finalmente, fueron analizas

mediante un microscopio de fluorescencia (Zeiss, Oberkdchen, Germany).
3.3.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron expresados como la media = el error standard. El
analisis estadistico fue realizado con el software SPSS estadistico para
Microsoft Windows, version 14.0 (Professional Statistic, Chicago, IL). La
homogeniedad de varianza se comprob6d mediante el test de Levene. Aquellos
datos cuyas varianzas fueron homogeéneas, fueron analizados utilizando el test
ANOVA con la correccion de Bonferroni’s para multiples comparaciones. Para
el conjunto de datos con varianzas no homogéneas, se utilizd el test ANOVA
con el analisis T3 Dunnett post hoc. Como nivel de significancia se establecio

p<0.05 para todas las comparaciones.
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IV. RESULTADOS
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4.1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA ESTUDIADA

Se dispone de 149 muestras histoldgicas pertenecientes a 130 pacientes
diagnosticados de cancer de laringe. De estos 130 pacientes, el 100% son

varones cuya edad media es de 59,92 afios con un rango entre 37 y 80 afios.

De los 130 pacientes, 43 (33,07 %) no presentaban patologia previa, 50
(38,46 %) estaban diagnosticados de enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, 14 de ellos ademés presentaban otras patologias afiadidas. Seis (4,61
%) presentaban hipertension arterial, 7 (5,38 %) estaban diagnosticados de
enfermedades cardiovasculares, 8 (6,15 %) presentaban patologia hepatica, 9

(6,92 %) eran diabéticos y por ultimo 6 (4,61 %) presentaban otras patologias.

La duracion de los sintomas fue de 6,29 meses de media, con un rango

entre O y 48 meses.

81 (62,30 %) de los pacientes eran bebedores habituales y 121 (93,07
%) tenian habito tabaquico, la mayoria de ellos, 77 (63,63 %), con mas de 30

cigarrillos/dia.

47 de los 130 pacientes (36,15 %) presentaba un tumor supraglético, 36
(27,69 %) afectacion glotica, 4 (3,07 %) afectacion subglética, 23 (17,69 %)
extension transglética y por ultimo 19 (14,61%) mostraban patologia en el seno

piriforme.

De todos los tumores estudiados, 27 (20,76 %) en total presentaban

extensiéon hacia seno piriforme y 9 (6,92 %) hacia la base de la lengua.
23 (17,68 %) pacientes habian sido intervenidos previamente, 10 (7,69

%) mediante microcirugia laringea, 2 (1,53 %) mediante cordectomia y 11 (8,46

%) mediante laringuectomia parcial.
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De todos los pacientes intervenidos, 28 (21,53 %) presentaban

traqueotomia previa a la cirugia.

A 54 (41,53 %) de los 130 pacientes se les realizO una actuacion
quirurgica sobre los ganglios cervicales, 23 (17,69 %) fueron vaciamientos
funcionales unilaterales, 19 (14,61 %) fueron funcionales bilaterales, 4 (3,07
%) fueron radicales, uno de ellos asociado a funcional contralateral, por ultimo
a 8 (6,14 %) pacientes se le hizo una revision ganglionar, 4 (3,07 %) unilateral
y 4 (3,07 %) bilateral.

8 (6,15 %) pacientes recibieron radioterapia previa a la cirugia y 98

(75,38 %) la recibieron después.

La estadificacion segun el T.N.M. se expresan en la Tabla 4.

T1: 3 (2,31%) N0:104 (80,00 %)
MO: 106 (81,54 %)
T2: 17 (13,08%) N1: 17 (13,08 %)
M1: 24 (18,46 %)
T3: 79 (60,77 %) N2: 6 (4,62 %)
T4: 31 (23,85 %) N3: 3 (2,31 %)

Tabla 4. Estadificacion de los pacientes de la muestra.

De las muestras analizadas, 11 (8,46 %) presentaban los margenes

afectados.

Por ultimo, en el momento de la revisiéon, 91 (70,00 %) se hallaban sin
evidencia de enfermedad, 27 (20,77 %) habian fallecido por el cancer, 12 (9,73
%) habian muerto debido a otras causas. De las muertes acontecidas, 39 en
total, 5 (12,82 %) fueron por recidiva local, 4 (10,25 %) por recidiva ganglionar,
6 (15,38 %) recidiva loco-regional, 5 (12,82 %) por metastasis a distancia, 3
(7,69 %) por recidiva estomal, 3 (7,69 %) por metastasis a distancia asociada
con otra recidiva, 1 (2,56 %) por complicacion postoperatoria y 12 (30,76) por

otras causas.
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4.2. RESULTADOS DEL ESTUDIO
INMUNOHISTOQUIMICO DE LA SP Y EL NK1R

De las 149 muestras histolégicas patoldgicas obtenidas, 133 (89,26%)
pertenecian a tumores laringeos primarios y 16 (10,73%) pertenecian a
ganglios metastaticos. De los 133 tumores primarios, pudo obtenerse tejido

libre de tumor en 107 y 61 casos para estudio de SP y NK1R respectivamente.

4.2.1. ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO DE LAS MUESTRAS

El grado de malignidad anatomopatolégico se determind mediante el
sistema de puntuacién establecido por Glanz et al. Los resultados se presentan

en la Tabla 5.

DIFERENCIACION Y ESTRUCTURA Y INVASION RESPUESTA

POLIMORFISMO BORDE DEL TUMOR VASCULAR CELULAR DEL

TUMORAL HUESPED

. *Formacion celular
*Queratinizacion

q : sélida o compacta * No oM da
meggﬁ‘m"’(‘);iosrr'n%?'” con bordes demostrada: a;za a.
' expansivos 54
96 evidentes:
21
*Queratinizacion *Pequerios cordones
moderada con o sin celulares e hileras, * Posible: * Moderada:
polimorfismo: con borde de avance 47 65
14 poco neto:
84
-Queratlnlzamo_n *Disociacion celular e : * Pobre o
escasa con o sin infiltracion difusa; T ropada: nula:
polimorfismo: o5 : 29 41 ’

20

Tabla 5. Estadiaje mediante el sistema de puntuacion de Glanz.

De lo que se muestra en esta tabla, se deduce que la media de la

puntuacion de Glanz fue de 5,38.
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4.2.2. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DE LA SP

4.2.2.1. TEJIDO EPITELIAL ADYACENTE LIBRE DE TUMOR

De las 107 muestras validas de tejido sano obtenidas, 105 (98,13%),
expresaban SP. Esta expresion caracteristicamente se produjo en las capas

basales del epitelio. 2 casos (1,87%) no expresaron SP (Figura 29-31).

Expresion SP
Tejido epitelial adyacente libre de tumor

W Presente

Ausente

Figura 29. Expresion SP. Tejido epitelial adyacente libre de tumor.
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Figura 30. Expresién SP en tejido epitelial sano. Las capas basales del epitelio
tiflen intensamente como reflejo de la actividad mitética de dicha capa.

BT AL e Ll et VI AR WY -, L DAy 5
Figura 31. Expresién SP en tejido epitelial sano (detalle). Las células expresan SP
principalmente en la membrana plasmatica.
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4.2.2.2. TUMORES LARINGEOS

De las 125 muestras validas de tejido tumoral obtenidas, 119 (95,20%),
expresaban en mayor o menor grado SP. De estas 119, 5 (4,20%) lo hacian
con minima intensidad (+), 10 (8,40%) lo hacian con intensidad leve, 9 (7,56%)
lo hacian con intensidad media y por ultimo 95 (79,83%) lo hacian con maxima
intensidad. 6 casos (4,80%) no expresaban SP (Figura 32-37).

Expresion SP
Tumor laringeo

W Presente

Ausente

Figura 32. Expresion SP. Tumores laringeos.

Intensidad de la expresion SP
Tumor laringeo

Figura 33. Intensidad de la expresion de SP. Tumores laringeos.
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Figura 34. Expresidon de SP en tumores laringeos. Se constata como en el tejido
sano adayacente al tumor la expresién se produce en las capas basales mientras
que todo el tejido tumoral expresa intesamente SP.

N N T A = X2
Figura 35. Expresién de SP en tumores laringeos (detalle). Membrana plasmaética,
nucleos y citoplasma expresan intensamente SP en las células cancerosas.
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En las muestras en las que se estudio la distribucion intracelular de la
SP, 87 casos, se constatoé que el 97,70% de las muestras (85) expresaban SP
en el citoplasma, el 33,33% (29) expresaban SP en la membrana celular y el
28,74% (25) en el nucleo. Dentro de un mismo corte histoldgico, asi como
dentro de cada célula, podian coexistir diferentes localizaciones de la SP
(Figura 37).
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Localizacion de la expresion SP
Tumor laringeo

Citoplasmatico Nuclear Membrana

Figura 37. Localizacion de la expresion de SP en tumores laringeos.
4.2.2.3. GANGLIOS LINFATICOS METASTATICOS

De los 16 casos de ganglios metastaticos, el 100% (16) expresé SP. De
estos 16 casos, 1 (6,25%) lo hizo con minima intensidad (+), 2 (12,50%) lo
hacian con intensidad leve, 1 (6,25%) lo hizo con intensidad media y por ultimo

12 (75,00%) lo hacian con méxima intensidad (Figura 38-42).

Expresion SP
Ganglios linfaticos afectados

W Presente

Ausente

Figura 38. Expresidon SP en ganglios linfaticos afectados.
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Intensidad de la expresion SP
Ganglios linfaticos afectados

Figura 39. Intensidad de la expresion de SP en ganglios linfaticos
metastaticos.

En los casos en que se estudio la distribucion intracelular de la SP en los
ganglios afectados, 12, se aprecié que el 100 % de las muestras expresaban
SP en el citoplasma, el 33,33% (4) expresaban SP en la membrana celular y el
41,66% (5) en el nucleo (Figura 40).

Localizacion de la expresion SP
Ganglios linfaticos afectados

100,00%

Citoplasmatico Nuclear Membrana

Figura 40. Localizacién de la expresion de SP en ganglios linfaticos
afectados.
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Figura 41. Expresién de SP en metéstasis ganglionar. La SP se tifie en todo el
espesor del ganglio afectado.

Figura 42. Expresion de SP en metastasis ganglionar (detalle).

139



Importancia de la sustancia P y su receptor en el cancer de laringe

4.2.3. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO DEL NK1R

4.2.3.1. TEJIDO EPITELIAL ADYACENTE LIBRE DE TUMOR

De las 61 muestras validas de tejido sano obtenidas, 52 (85,25%),
expresaban NK1R. Esta expresion caracteristicamente se produjo en las capas
basales del epitelio, no obstante, se objetivd una clara relacion entre las areas
de captacion del NK1R y la transformacion gradual maligna desde tejido a sano
a carcinoma in situ. De este modo, se constaté un incremento gradual de la
captacion en areas displasicas leves, moderadas y severas. 9 casos (14,75%)

no expresaron NK1R (Figura 43-45).

Expresion NK1R
Tejido epitelial adyacente libre de tumor

B Presente

Ausente

Figura 43. Expresion de NK1R en tejido epitelial adyacente libre de
tumor.
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BetR i b i S O A R
Figura 45. Expresion de NKI1R en tejido epitelial sano (detalle). Tejido sano

expresando NK1R en las capas basales del epitelio y con los receptores
distribuidos por la membrana plasmatica.
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4.2.3.2. TUMORES LARINGEOS

De las 94 muestras validas de tejido tumoral obtenidas, 73 (77,66%),
expresaban en mayor o menor grado NK1R. De estas 73, 6 (8,22%) lo hacian
con minima intensidad (+), 17 (23,29%) lo hacian con intensidad leve, 2
(2,74%) lo hacian con intensidad media y por ultimo 48 (65,75%) lo hacian con
maxima intensidad. 21 casos (22,34%) no expresaban NK1R (Figura 46-50).

Expresion NK1R
Tumor laringeo

B Presente

Ausente

Figura 46. Expresion del NK1R en tumores laringeos.

Intensidad de la expresion NK1R
Tumor laringeo

Figura 47. Intensidad de la expresion del NK1R en tumores laringeos.
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]

Figura 48. Expresion de NK1R en tumores laringeos. Se aprecia la expresion
incrementada del NK1R en el tumor mientras que en el tejido adyacente se
constata la distribucidn basal tipica.
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Figura 49. Expresién de NK1R de tumores laringeos ( e). El NK1R se
expresatanto en la membrana plasmética como en el citoplasma y nucleo.
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Se estudid la distribucién intracelular de la NKI1R intratumoral
constatandose en el 100% de los casos (65) expresion del NK1R tanto en

membrana celular como en el citoplasma.

\

-

Figura 50. Expresion de NK1R en tumores laringeos (detalle).

4.2.3.3. GANGLIOS LINFATICOS METASTATICOS

De las 12 muestras validas de ganglios metastaticos, el 91,67% (11)
expresd NK1R. De estos 11 casos, 1 (9,09%) lo hizo con minima intensidad (+),
1 (9,09%) lo hizo con intensidad leve, ninguno (0%) lo hizo con intensidad
media y por ultimo 9 (81,82%) lo hacian con maxima intensidad. Solamente 1
muestra (8,33%) no expres6 NK1R (Figura 51-54).
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Expresion NK1R
Ganglios linfaticos afectados

M Presente

m Ausente

Figura 51. Expresién de NK1R en ganglios linfaticos afectados.

Intensidad de la expresion NK1R
Ganglios linfaticos afectados

Figura 52. Intensidad de la expresion de NK1R en géanglios linfaticos
afectados.

En los casos en los que se estudio la distribucion intracelular de la
NK1R, se aprecio que el 100% de las muestras (9) expresaban NK1R tanto en

el citoplasma como en la membrana.
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Figura 53. Expresion de NK1R en metéastasis ganglionar.

e

1R en metéstasis ganglionar (detalle).
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Figura 54. Expresion de NK
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4.2.4. RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DEL
ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

4.2.4.1. VARIABLE A ESTUDIAR: TINCION PARA NK1R

4.2.4.1.1. ESTUDIO SOBRE LAS VARIABLES CONTINUAS

Media del Desviacion Media del Desviacion
R ) s e e
SleINES
e e
metastasis
Tabla 6. Resultados estadisticos sobre de la tincién del NK1R y las variables
continuas del estudio.

Como se puede apreciar en la Tabla 6, aunque ninguna de las dos
variables son significativas, parece existir una tendencia a que los pacientes
con poca expresion de NK1R tengan mayor duracion de sintomas.

4.2.4.1.2. ESTUDIO SOBRE LAS VARIABLES CATEGORICAS

VARIABLE SIGNIFICACION

Tabla 7. Resultados estadisticos sobre de la tincion del NK1R y las variables
categdricas del estudio.
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Como se aprecia en la Tabla 7, ninguna de las comparaciones alcanz6

relevancia estadisticamente significativa.
4.2.4.2. VARIABLE A ESTUDIAR: TINCION PARA SP

4.2.4.2.1. ESTUDIO SOBRE LAS VARIABLES CONTINUAS

Media del Desviacion Media del Desviacion
B o0 e e wem posm
SINCINES
B 1o oz o s poss
NEESESS
Tabla 8. Resultados estadisticos sobre de la tincion de la SP y las variables
continuas del estudio.

Como se aprecia en la Tabla 8, ninguna de las comparaciones es
estadisticamente significativa.

4.2.4.2.2. ESTUDIO SOBRE LAS VARIABLES CATEGORICAS

VARIABLE SIGNIFICACION

Tabla 9. Resultados estadisticos sobre de la tincién de la SP y las variables
categoricas del estudio.

Como se aprecia en la Tabla 9, ninguna de las comparaciones alcanzo
relevancia estadisticamente significativa.
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4.3. RESULTADOS DEL ESTUDIO IN VITRO DE LOS
ANTAGONISTAS DEL NK1R

4.3.1. IDENTIFICACION DEL NK1R

Mediante la técnica Western Blot se objetivo la presencia del NK1R en la
linea celular de cancer de laringe Hep-2. Tras el revelado de fluorescencia de
las membranas de PVDF que contiene las proteinas extraidas de la linea
celular, como se ha indicado en material y método, se observa la presencia de
varias isoformas del NK1R. Se describe la existencia de cuatro isoformas, de
mayor a menor peso molecular, 75, 58, 46 y 34 kDa. Cuando se realiza el
proceso de incubacién utilizando Unicamente el segundo anticuerpo, no se

observa la aparicion de ninguna banda (Figura 55).

HEp-2. MW NK1R

.

................. O 75kDa
21110

................. O 58 kDa

.......... O46kDa
] & O Stiba

Figura 55. Identificacion del NK1R mediante Western Blot.
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4.3.2. INHIBICION DEL CRECIMIENTO CELULAR DE LA LINEA
Hep-2 MEDIADO POR LOS ANTAGONISTAS DEL NK1R

La adiccion de los antagonistas del NK1R L-733,060 y L-732,138 a
concentraciones crecientes originé una inhibicion del crecimiento celular de la
linea celular Hep-2 de tal modo que el efecto citotoxico mediado por estos
antagonistas es concentracion-dependiente. Concretamente, la concentracion
requerida para la reduccién de la densidad o6ptica en un 50% (IC50) se
determiné en 21.34 pM y 37.97 pM durante 48 horas para L-733,060 y L-
732,138 respectivamente. Por otro lado, el mayor grado de inhibicién se obtuvo
con concentraciones de 40 uyM para L-733,060 y 80 uM para L-732,138. En el
primer tiempo de duplicacién se comprobd una gran disminucion del nimero de
células cuando se utilizaron concentraciones de antagonistas intermedias, de
tal modo que cuando se utilizaron concentraciones maximas ninguna célula
sobrevivié tras este periodo. Por ultimo cuando se utilizaron concentraciones

bajas (sobre los 5 uM) se obtuvo una escasa inhibicién del crecimiento celular.

En las siguientes graficas (Figura 56 y 57) se puede apreciar el
porcentaje de inhibicion del crecimiento celular de la linea Hep-2 tras las 48
horas de su cultivo in vitro tras la aplicacién de distintas concentraciones de
antagonistas del NK1R (5,10, 20 y 40 uM para L-733,060 y 5, 10, 20, 40, 60 y
80 pM para L-732,138). El porcentaje de inhibicion tras el primer tiempo de
duplicaciéon (48 horas) se ha representado en un grafico de lineas. El nivel de
significancia fue establecido en p <0,05 p. Los datos fueron expresados como
la media + el error standard. Se ha especificado la linea de regresion asi como

la ecuacion para obtener el IC50.
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Figura 56. Inhibicién del crecimiento celular de la linea Hep-2 mediado por L-
733,060.
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Figura 57. Inhibicién del crecimiento celular de la linea Hep-2 mediado por L-
732,138.
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4.3.3. ACCION MITOGENICA DE LA SP EN LA LINEA CELULAR
Hep-2

Para demostrar la acciébn mitogénica de la SP, se afiadi6 esta sustancia
al cultivo celular como se indico en la seccion de material y método. De este
modo se objetivd un incremento en el crecimiento celular, en relacion a los
controles, tras la adiccion de diferentes concentraciones nanomolar de SP (5,
10, 50,100 nM). Este incremento del crecimiento se hizo patente a
concentraciones de 5 nM alcanzandose el maximo nivel a concentraciones 50
nM. Todo esto indica que la activacién del NK1R por parte de la SP origina
mitogénesis en las células de la linea celular de cancer de laringe Hep-2. El
porcentaje de proliferacion celular varié entre el 9,8 y el 16,2% dependiendo de
la dosis administrada.

La siguiente grafica muestra la induccion de la proliferacion celular tras

la administracién de SP a diferentes concentraciones nanomolar (Figura 58).

Hep-2

140 ]
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20
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nMSP O S} 10 50 100

% concentracion celular

Figura 58. Induccion de la proliferacién celular tras la administracién de SP.
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4.3.4. ESTUDIO DE LA COMPETICION DE LA SP Y LOS
ANTAGONISTAS DEL NK1R L-733,060 Y L-732,138 EN LA
LINEA CELULAR Hep-2

La adiccion de 20 y 40 uM de L-733,060 y L-732,138 respectivamente
induce una inhibicion del crecimiento celular en relacion con los controles. Para
determinar si estos farmacos inhiben la proliferacion via interacciéon con el
receptor de la SP, se llevé a cabo un experimento competitivo. De este modo,
la adiccion de 20 uM de L-733,060 y 50 nM de SP dio como resultado una
concentracion celular mayor que la observada cuando se afiadié solamente el
antagonista a 20 yM. De forma similar, la adiccién de 40 uM de L-732,138 y 50
nM de SP dio como resultado una concentracién celular mayor que la
observada cuando se afadid solamente el antagonista a 40 uyM. Todo esto
parece indicar que tanto L-733,060 como L-732,138 bloquean el estimulo
mitogénico de la SP ya que la accion inhibitoria de ambos antagonistas fue
parcialmente revertida por la administracion de una dosis nanomolar de SP
exogena. Esto sugiere la especificidad de la activacion de los receptores
taquicinérgicos NK1R en el crecimiento celular de la linea Hep-2 en el presente
experimento. EI aumento en la concentracidén celular en este dltimo caso fue
del 17.5 y 47.7% respectivamente para L-733,060 y L-732,138 en relacion con
su administracion sola sin la SP, no obstante estas diferencias no fueron

significativas entre control y control y DMSO.

Las siguientes graficas (Figura 59 y 60) ademas de mostrar la induccion
de la proliferacion celular tras la administracion de SP a diferentes
concentraciones nanomolar, también muestran el comportamiento del

crecimiento celular en relacion a la adiccion de antagonistas de NK1R.

El L-733,060 se anadié a concentraciones de 20 yM en presencia y
ausencia de 50 nM de SP. Los resultados mostrados son tras la incubacion
durante 48 horas. Se usé el test ANOVA para demostrar la presencia de
diferencias estadisticamente significativas (p<0.01*) entre cada grupo y el
grupo control(nada-nada). # indica el valor de la significancia entre 50-nada vs
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50-20 y x 50-20 vs nada-20. # y x con p<0,01. Los datos fueron expresados

como la media * el error standard.

Por otro lado, L-732,138 fue afiadido a concentraciones de 40 uM en
presencia y ausencia de 50 nM de SP. Se uso el test ANOVA para demostrar la
presencia de diferencias estadisticamente significativas (p<0.01* y p<0.05**)
entre cada grupo y el grupo control(nada-nada). # indica el valor de la
significancia entre 50-nada vs 50-40 y x 50-40 vs nada-40. # y x con p<0,01.

Los datos fueron expresados como la media + el error standard.

. Hep-2
©
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Figura 59. Induccién de la proliferacion celular tras la administraciéon de SP y su
respuesta frente al L-733,060.

154



Tesis Doctoral - Universidad de Sevilla - 2010

g Hep-2
®
= #
Q140
120 * * L *k
5 -
‘5 100
S 80
T 60
2 40
8 20
X 0

nMSP O 5 10 50 100 0O 5
uM L-732,138 ( 0 0 0 0 40 40

Figura 60. Induccion de la proliferacion celular tras la administracién de SP y su
respuesta frente al L-732,138.

4.3.5. INDUCCION DE LA APOPTOSIS DE LA LINEA CELULAR
Hep-2 MEDIADA POR ANTAGONISTAS DEL NK1R

Se comprobd que tras la administracion de ambos antagonistas del
NK1R (733,060 y L-732,138) un gran numero de células sufrian cambios
apoptoéticos. Concretamente, se observé un 42.88+1.38 (desviacion standard)
% y un 36.34+2.08 (desviacion standard) % de células apoptoéticas tras la
administracion de L-733,060 y L-732,138 respectivamente. La objetivacion de
estos cambios apoptéticos se llevaron a cabo mediante la técnica de tincién
DAPI.

En las siguientes imagenes (Figura 61) se pueden apreciar dichos

cambios, condensacion de la cromatina y fragmentacion nuclear.
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Figura 61. Técnica DAPI para demostrar la muerte por apoptosis de las células
tumorales. Figuras a,b y ¢ mostradas a 40x. B1y C1 son una ampliacion de By C.
(b1: 70x%, c1: 120x).
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V. DISCUSION
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5.1. DISCUSION DEL ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO
DE LA SP Y EL NK1R

El estudio inmunohistoquimico de SP sobre tejido sano indica que
practicamente la totalidad de las muestras (98,13%) expresaban en mayor o
menor grado SP. Es importante recalcar que la localizacion predominante
fueron las capas basales del epitelio. Este hecho coincide con la hipotesis de
que la SP es un potente agente mitogénico ya que es en esta localizacion del
tejido epitelial sano donde se producen las divisiones celulares que conforman

la renovacién continua del epitelio.

El analisis de las muestras de tejido tumoral presentaron, en mayor o
menor grado, un 95,20% tincion positiva para SP. De este porcentaje, la
mayoria (79,83%) lo hacian de manera muy intensa (4+). A nivel intracelular la
distribucion de la SP era predominantemente citoplasmatica aunque también
podia observarse en la membrana y en el nucleo, asi como combinaciones de
los tres. Estos resultados estan en consonancia con los datos obtenidos en el
tejido sano: La SP tifie en las areas de mitosis, tanto en tejido sano, en las
capas basales del epitelio, como en tejido tumoral, en aquellas areas donde se

estan replicando las células de manera descontrolada.

Por dltimo las metastasis de los tumores en los ganglios linfaticos
afectos muestran unos resultados similares con un porcentaje del 100% en la
expresion de SP en las areas invadidas por el cancer. La distribucién
intracelular fue muy similar a la obtenida en el tejido tumoral primario de tal
modo que el 100% de las células tumorales mostraban SP en su citoplasma
presentandose ademas en menor porcentaje SP en el nicleo y en la
membrana. Esto apoya la teoria de la internalizacion del NK1R ya comentada
anteriormente. Al igual que en el caso anterior la SP traduce regiones con una

marcada actividad mitogénica.
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Todos estos resultados parecen indicar que la SP, ademas de otras
muchas funciones bioldgicas, tiene la capacidad de inducir la replicacion celular

en los tejidos donde se halla.

Respecto al NK1R, los estudios realizados en tejido laringeo sano
muestran que el 85,24% de las muestras expresan NK1R. Al igual que en las
muestras tefiidas con SP, el NK1R se expresa fundamentalmente en las capas
basales. Es importante recalcar se aprecio una clara relacidén entre las areas de
captacion del NK1R y la transformacién gradual maligna desde tejido sano a
carcinoma in situ. De este modo se constato un incremento gradual de la
captacion en areas displasicas leves, moderadas y severas. Este hecho vuelve

a poner de manifiesto la relacién entre SP-NK1R y proliferacion tumoral.

El tejido tumoral primario expresd, en mayor o menor grado, NK1R en un
77,66%. La distribucion intracelular fue predominantemente en el citoplasma y
en la membrana celular. El NK1R se postula asi como el receptor mediante el

cual la SP induce la mitosis en las células cancerigenas.

Por dltimo, respecto a la distribucion en las metastasis ganglionares, el

91,67% expresd NK1R en las regiones afectas por el tumor.

Estos resultados coinciden con otros estudios inmunohistoquimicos

realizados para otros tejidos tumorales ° 377,

El andlisis univariable que hace referencia a las posibles relaciones entre
la expresién de SP y NK1R y el resto de las variables recogidas en el estudio
no mostraron ninguna relacion estadisticamente significativa, presumiblemente,
el hecho de que la mayoria de las muestras expresen tanto SP como NK1R
hace poco probable que se puedan apreciar diferencias sustanciales entre las

distintas variables.

Aungue parece ser que la expresion de la SP y el NK1R no esta en

relacion con ningun factor, en el analisis se constatd una cierta tendencia por la
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cual los pacientes portadores de tumores con baja expresién de NK1R poseen
una mayor duracion de los sintomas antes del diagnéstico. Esto puede hacer
pensar que este tipo de tumores con concentraciones bajas de NK1R puedan
tener un lento crecimiento debido a la falta de la estimulacion mitogénica que
produce el binomio NK1R /SP.

5.2. DISCUSION DEL ESTUDIO IN VITRO DE LOS
ANTAGONISTAS DE LA SP

La segunda parte del estudio consiste en analizar la actividad de la SP y
de los antagonistas del NK1R L-733,060 y L-732,138 en la linea celular de
cancer de laringe Hep-2.

Para llevar a cabo este estudio es necesario demostrar previamente la
existencia del NK1R en las células tumorales de la linea Hep-2. Mediante la
técnica Western Blot se comprobé la presencia de 4 isoformas del NK1R de
distinto peso molecular quedando demostrada la existencia del receptor. En
estudios llevados a cabo con otras lineas celulares también se constato este
hecho con distinto nimero de isoformas, a pesar de estos resultados
constantes, todavia se desconoce cual es el papel funcional de estas distintas

isoformas del NK1R 378 379 380,

El siguiente paso fue demostrar como la adiccion de los antagonistas del
NK1R produce una inhibicion del crecimiento de la linea tumoral en relacion
con los controles. Esto quedd demostrado para ambos antagonistas estudiados
de tal modo que el efecto citotdéxico obtenido fue dosis dependiente. Asi pues, a
concentraciones de antagonista bajas (5 uM) se obtuvo una escasa inhibicion
del crecimiento celular, por otro lado, cuando se usé a maxima dosis (40 y 80
MM respectivamente para L-733,060 y L-732,138) ninguna célula sobrevivio a
las 48 horas. Estos resultados demuestran como los antagonistas del NK1R
tienen la capacidad de inhibir el crecimiento tumoral en la linea de cancer de

laringe Hep-2.
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Los resultados del estudio inmunohistoquimico insindan que la SP puede
estar implicada en los mecanismos de proliferacion celular, no obstante para
demostrar esta hipoétesis se procedio a estudiar la respuesta de la SP sobre el
crecimiento de la linea celular de cancer de laringe Hep-2. Para este fin se
afiadieron dosis crecientes nanomolares de SP al medio de cultivo. El resultado
obtenido fue un incremento en la proliferacion celular entre un 9,8 y un 16,2%.
Queda por tanto demostrada que la SP no sélo se encuentra en las regiones

donde existe proliferacion celular sino que ella en si misma la induce.

A pesar de estos resultados, es importante demostrar que los
antagonistas del NK1R actuan inhibiendo la proliferacion celular mediante su
interaccién con el receptor de la SP. Para ello se realiz6 un experimento
competitivo. Los resultados mostraron como la proliferacion celular inducida por
una dosis fija de SP era mayor que la observada al afiadir la misma dosis de
SP junto con un antagonista del NK1R. Esto demuestra por tanto la
especificidad de la actividad de la SP y los antagonistas del NK1R sobre los
NK1R existentes en la linea celular Hep-2. A pesar de que ambos antagonistas
son estructuralmente muy diferentes, L-733,060 es un derivado de la piperidina
y L-732,138 es un derivado del L-triptéfano, ambos tienen la misma accion
antitumoral teniendo Unicamente en comun su especificidad para el NK1R. No
obstante, comparando los resultados obtenidos se aprecia que el L-732,138
posee una actividad inferior que la del L-733,060, que es dos veces mas
potente. Este fendmeno podria estar relacionado con la afinidad de cada
farmaco con el receptor (2,3 nM para el L-732,138 y 0,8 nM para el L-733,060)

Estos resultados de proliferacion celular son similares a los obtenidos en

otros estudios realizados con otras lineas celulares de cancer 334341 342343 344 345

346 347 348 349 350 351 352 353 354 355 356 357 358 359 360 361

Por altimo, con el objeto de demostrar la muerte celular inducida por los
antagonistas del NK1R se estudiaron mediante la técnica de tincion DAPI los
cambios apoptoticos inducidos tanto por el L-733,060 como por el L-732-138.

Los resultados obtenidos, condensacién de la cromatina y fragmentacion
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celular entre otros, indican que los antagonistas del NK1R inducen la apoptosis
en las células tumorales de la linea celular Hep-2 de cancer de laringe. Esta
técnica se llevd a cabo con otras lineas celulares en otros estudios

obteniéndose resultados similares.

5.3. DISCUSION DEL PAPEL DE LOS ANTAGONISTAS
DEL NK1R EN EL TRATAMIENTO DEL CANCER DE
LARINGE

Ha quedado demostrado coémo los tejidos tumorales laringeos
estudiados expresan SP y NK1R tanto en el interior de la masa tumoral como
en su periferia. Asi mismo se ha detectado la existencia de NK1R en los vasos
sanguineos peritumorales, hecho que puede tener importantes implicaciones

clinicas.

Las diferencias existentes entre la expresiéon de SP/NK1R en tejidos
sanos y tejidos tumorales parecen residir tanto a nivel distributivo como
cuantitativo. Ha quedado demostrado que el binomio SP/NK1R aparece en las
zonas donde existe actividad mitogénica, a saber, en las capas basales del
epitelio sano y en todo el espesor tumoral en tejido canceroso. En este ultimo la
intensidad de la inmunotincion fue muy superior al tejido sano y proporcional al

grado de malignidad del tumor.

Todos estos hallazgos son extrapolables a todos los estudios realizados

con diferentes lineas celulares de cancer.
5.3.1. ACTIVIDAD MITOGENICA DE LA SP

La accién mitogénica mediada por SP no es del todo conocida. El
mecanismo a nivel molecular por el que el NK1R induciria la mitogénesis es
confuso. Una vez que el receptor es activado por su ligando, la SP, el NK1R
activa miembros la cascada MAPK (mitogen-activated protein kinase),
incluyendo las cinasas reguladas por sefales extracelulares 1y 2 (ERK1/2) y la

p38MAPK. Estas rutas son a menudo activadas bajo distintas condiciones y
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pueden llevar tanto al crecimiento como a la apoptosis celular %% 3% E|

mecanismo por el que esta sefial se transmite de forma especifica es
desconocido, no obstante, la explicacion podria estar en unos complejos de
proteinas “de andamio” que determinan la localizacion subcelular y
consecuentemente la especificidad de las proteinas sefializadoras ' 3%, El
mecanismo principal por que los GPCRs activan la ruta MAPK es por la
liberaciobn de las subunidades By de las proteinas G. Estas subunidades
reclutan componentes de la via ras, como shc, grb2 y scr que conducen a la
activacion de raf-1 y MAP cinasa 1, un activador especifico del ERK1/2 %3, Un
componente de la ruta de sefalizacion de MAPK ha sido recientemente
identificado: la B-arrestina, la cual originariamente se penso que solo mediaba
el desacoplamiento y la internalizacion del receptor, parece ser necesaria para
la activacion del ERK1/2 en gran nimero de GPCRs 4 3% 3¢ En el caso de
los receptores activados por proteinas 2 (PAR2), la B-arrestina forma un
complejo con el receptor internalizado, raf-1 y ERK1/2, reteniendo las cinasas
activadas en el citosol. Por otro lado, los complejos de proteinas andamio,
pueden determinar la locacion subcelular y la especificidad del ERK1/2 y de
este modo, dirigir el potencial mitogénico de una sefal dada. Existe una
variante del complejo B-arrestina que contiene el receptor adrenérgico 2 y la
tirosin-cinasa scr, la cual conduce también a la activacion del ERK1/2. No
obstante, esta ruta produce una respuesta celular distinta a la anterior,
posiblemente esto se deba a una diferente localizacién subcelular de las
cinasas activadas por el mecanismo antes mencionado. La SP induce la
formacién de complejos multiproteicos cerca de la membrana plasmatica que
contienen NK1R, B-arrestina, src y ERK1/2. 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.

La SP estimula la proliferacion celular que se puede observar en la colitis
cronica, este mecanismo es llevado a cabo mediante la activacion del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y de MAPK *¥" de modo que en
los colonocitos humanos activan metaloproteinasas de la matriz que inducen la

liberacion de TGF. Se ha podido demostrar la relacion entre SP y ciertos
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oncogenes, asi pues, Luo et al.*** han demostrado recientemente que la SP
induce la transcripcion de RNA mensajero de c-myc en la linea celular U-
373MG. En dicha linea celular, el uso de Tyrohostin A25, un bloqueador de la
actividad tirosin-cinasa, inhibié significativamente la mitogénesis inducida por la
SP, lo que sugiere la implicacién de la fosforilacion por protein-cinasa en la
funcion mitogénica de la SP. La estimulacion de del NK1R activa la fosforilacion

de la tirosina y la actividad enzimatica de ERK1/2 asi como de las MAPK.

La habilidad para regular la activacion Ras y la ruta MAPK por parte del
receptor acoplado a proteinas G es un proceso critico para la regulacién del
crecimiento celular y su transformacion 3. Algunos estudios indican que la
activacion de MAPK inducida por SP requiere la presencia de un dominio
funcional EGFR cinasa, asi mismo se ha visto que la ruta de sefalizacion de
EGFR esta relacionada con la activacion Ras **°. Se ha demostrado que el
mecanismo de transactivacion del EGFR por parte del complejo SP/NK1R en
las células epiteliales del colon, produce la activacion de metaloproteinasas de
la matriz (TAPI-1-sensitive), el cual es capaz de separar el precursor proTGFa
anclado a membrana, conduciendo a la aparicién de su forma madura en el
espacio extracelular. El TGFa, que esta relacionado con el EGFR, causa tanto
su activacion como la activacion de la via MAPK induciendo la proliferacion de
colonocitos y células de astrocitomas. Esta nueva ruta puede participar tanto
en la proliferacion celular mediada por SP de varias lineas celulares, asi como
en el dafio mucosa de la colitis cronica. Finalmente, estas sefiales inducidas
por NK1R tienen cierta relevancia en la creciente idea de que el complejo
SP/NK1R tiene capital importancia en el desarrollo y progresion del crecimiento
de tumores de distinta etiologia incluyendo cancer de pancreas, gliomas

humanos, cancer de mama asi como displasia de colon y carcinoma.

Se conoce que la SP estimula la mitogénesis activando NK1R tanto en

células normales 39 391 392

como neoplasicas. Ademéas se ha demostrado la
expresion aumentada del NK1R en diferentes lineas celulares tumorales como
U373 MG, U138 MG, UC11 MG y GAMG de las lineas celulares de gliomas

humanos asi como astrocitomas y neuroblastomas. Apoyando esto, se ha
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confirmado una funcion mitogénica en la regeneracion de miembros en anfibios
393 ademéas se ha comprobado esta misma funcién en células del tejido
conectivo en mamiferos 3%*. En varias lineas celulares de gliomas humanos, la
presencia de NK1R esta estrictamente correlacionado con el efecto de la SP o
la Neurokinina A en el aumento de la sintesis de DNA vy proliferacién celular.
Diferentes estudios ya presentados muestran que la activacion de NKI1R
mediante concentraciones nanomolares de SP induce la sintesis de DNA y la
mitogénesis en dicha linea celular. Se sabe que la SP, actlua especificamente a
través del NK1R ya que al aplicar un antagonista de este receptor se produce
una inhibicion de la multiplicacion celular, este efecto es reversible al afiadir
nuevamente SP, incrementandose de nuevo la mitogénesis. Esto mismo ha
podido evidenciarse en otras lineas celulares como neuroblastoma SKN-BE asi

como en retinoblastoma humano WERI-Rb-1y Y-79.

Se ha comprobado, gracias a la inmunohistoquimica como la expresion
del NK1R se encuentra aumentada en diferentes lineas celulares tumorales

humanas en relacion a las células normales del organismo 3% °7¢,

Esteban et al. 3%

proponen que, el aumento de los NKI1R en la
membrana celular, seria el mecanismo por el que la SP produciria s6lo en
estas células un aumento de las sefiales mitogénicas contrarrestando las
diferentes sefales apoptoticas o sefiales pro-senescencia en la poblacion de
células neoplasicas. La regulacion de la estabilidad del genoma y la proteccion
frente a las transformaciones malignas son complejos procesos en los que
estan involucrados una variedad de complejos mecanismos, como por ejemplo
el arresto permanente del ciclo celular cuando oncogén se activa 397 39 399 400
401 parece ser que células en senectud existen en tejidos en estadio pre-
maligno pero no en los malignos “°2. Existen pruebas que indican que escapar
de la senectud o la adquisicién de la inmortalidad celular es importante para la
transformacion maligna. La proliferacion autonoma celular es una meta que
alcanzan las células cancerosas por medio de la activacion oncogenes
promotores del crecimiento. Esta activacion dispara la apoptosis celular en un

intento de contrarrestar el desarrollo del cancer “°®. EI mecanismo por el que el
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tumor contrarresta este intento de autolisis celular es desconocido. Se propone
que la SP podria jugar un papel clave en este proceso todavia confuso. Asi, la
activacion del ERK2 por el NK1R podria producir la translocacion celular del
Nur-77, como ha sido demostrado por Castro-Obregon et al “**. Esto podria
representar un nuevo Yy rapido factor de crecimiento de supervivencia

independiente de la regulacion génica.

Ademas, en varios estudios realizados sobre NK1R en lineas tumorales,
se ha podido documentar la existencia de estos receptores tanto en la masa
tumoral como el tejido peritumoral, ademas de los vasos sanguineos

intratumorales como peritumorales “%.

Se sabe que los tumores solidos
consiguen realizar la angiogénesis peritumoral secretando factores
proangiogénicos. Es posible que la estimulacién de la SP a través del NK1R
sea un mecanismo alternativo y mas sencillo de obtener nuevos vasos
sanguineos en lugar de activar un variado repertorio de fenotipos
proangiogénicos 3*°. Ademaés, el crecimiento de la masa tumoral, la infiltracion
peritumoral y las metastasis a distancia podrian estar regulados por una

sobreexpresion del NK1R en el tejido tumoral y peritumoral.
5.3.2. ESTIMULACION DE LA ANGIOGENESIS

La angiogénesis es un proceso secuencial que conlleva en su inicio de
una proliferacion endotelial, seguido de la neoformacion de vasos sanguineos y
posteriormente un incremento de su flujo sanguineo. El Ultimo paso consiste en
la maduracion de los sistemas de regulacion endoégenos de tipo
neurovasculares. El proceso neoangiogénico asentado sobre vasos existentes
es una caracteristica comun de los tejidos sometidos a inflamacién crénica asi
como de aquellos en los que se ha producido una herida. Por otro lado, este
proceso aparece también en el contexto de la progresién tumoral a medida que
la masa va necesitando mas recursos para su desarrollo. Existe un estudio 3¢
que indica que en estos tejidos tumorales existe un incremento en la inervacion

nerviosa asi como en la expresion de NK1R.
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Ciertos estudios demuestran la capacidad de la SP para inducir la

proliferacién endoltelial tanto in vitro como in vivo 3%

. Esta capacidad es
mediada Uunicamente por el NK1R, no asi por el NK2R ni NK3R. Ademas, se ha
demostrado que este efecto es dosis dependiente siendo maximo para

concentraciones de SP entre 1y 10 nM.

Asi mismo, el uso antagonistas del NK1R bloquedé esta capacidad

proliferativa.

Por otro lado, el hecho de que las células endolteliales estén inervadas
por fibras nerviosas que contienen SP, sugiere que pueda existir otra via de
induccion de la angiogéneis. Cabe resaltar como esta inervacion se encuentra

incrementada en tejidos sometidos a inflamacion croénica.

Estos hallazgos sugieren que la SP, a través del NK1R, tendria la
capacidad de regular el crecimiento de la masa tumoral ya que hay que
recordar que los NK1R estan sobreexpresados tanto a nivel tumoral como

peritumoral.
5.3.3. INDUCCION DE METASTASIS

Uno de los principales objetivos en el tratamiento del cancer consiste en
evitar la diseminacion de las células tumorales, disminuyendo por tanto el
riesgo de aparicion de metastasis. En este sentido existe un estudio “®° que
trata de relacionar el desarrollo de de metastasis con la estimulacion de
GPCRs, entre ellos el NK1R. Uno de los objetivos de esta investigacion
consiste en determinar cuales serian los ligandos que pueden inducir la
migracion celular. Uno de los resultados obtenidos es que en las lineas
celulares de cancer de mama MDA-MB-478 y la de prostata PC-3 se da el
fenbmeno de migracion celular inducido por la noradrenalina, dopamina y la
SP. Dicho fenomeno fue inhibido tras la aplicacion de sus correspondientes

antagonistas.
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Por tanto es posible que el complejo SP/NK1R actie no sélo
favoreciendo el crecimiento tumoral si no que ademas permita la migracion

celular y con ello el desarrollo de metastasis.

5.3.4. RELACION ENTRE SP, INFLAMACION, DOLOR Y
CANCER

Como ya se ha comentado, diversos estudios muestran que la SP juega
un papel importante en la regulacion de la inflamacién neurogénica y en la
respuesta inmunitaria tanto en tejidos periféricos como en el SNC 7 4%
También se ha visto que existe una importante conexion entre el dolor y la SP
habiéndose demostrado como bajo situaciones de dolor crénico existe un
marcado incremento en la expresion de NK1R. Es por ello que el antagonista
del NK1R L-733,060 haya sido utilizado con éxito en como tratamientos

antiinflamatorios *°° y analgésicos **°.

Se sabe ademas que la SP es un potente vasodilatador en varios tejidos
periféricos, hay que recordar que las terminaciones nerviosas que contienen
SP se hallan muy cerca de los vasos sanguineos. El fendmeno producido por la
liberacion periférica de SP es la conocida reaccidén inflamatoria aguda
consistente en la extravasacion plasmatica, vasodilatacion, aumento de la

permeabilidad vascular, degranulacién de los mastocitos, etc *** 42,

La SP y el NK1R tienen, asi mismo, la capacidad de regular la funcién
inmunitaria a través de la inervacion sensitiva y los mecanismos de inflamacion
neurogénica. Se sabe que la activacion del NK1R induce cambios en la
respuesta inmunitaria humoral y celular tanto en tejidos sanos como tumorales.
En este sentido se ha visto que las taquicininas tienen la capacidad de modular
la respuesta inmune de una gran variedad de células como los mastocitos,
granulocitos, linfocitos y monocitos/macréfagos. La actividad de estas células
es estimulada mediante SP y bloqueada por medio de sus antagonistas. Hay
gue afadir que esta actividad desempefiada por la SP no sélo se lleva a cabo a
través de los terminales nerviosos, sino que ademas participan elementos no

neurales como los eosinéfilos y macréfagos 3 412,
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En tejidos sometidos a una inflamacion crénica, como en la enfermedad
inflamatoria intestinal, se ha comprobado un incremento en el numero de NK1R
en las pequefias arteriolas y en los ganglios linfaticos en relacién con otras
muestras de colon de pacientes sanos. Ademas se ha detectado un incremento
de las concentraciones de SP en los tejidos afectados estando ademas
relacionado con el grado de inflamacion y el estado clinico de la enfermedad.
Esto parece indicar que la liberacion local SP (por ejemplo en los ganglios
linfaticos) podria ser un factor contribuyente en el desorden inmunitario
existente en los pacientes diagnosticados de enfermedad inflamatoria intestinal,
este fenOmeno estaria apoyado por la existencia de receptores para la SP en

linfocitos T en sangre periférica “** %,

Queda patente que los mecanismos neuroinmunolégicos son
importantes para la percepcion, el mantenimiento y la perpetuacion de los
mecanismos relacionados con la inflamacién y dolor crénico. Se ha demostrado
que las fibras inmunorreactivas a SP abrazan los grupos de células linfocitarias
(tanto foliculares como no) existentes en el tejido linfatico. Una anormal
comunicacién a este nivel podria ser responsable, en parte, del inicio y
perpetuacion de los mecanismos implicados en el dolor y la inflamacion

cronicos 4% 416

Asi, cabe destacar que la gran mayoria de los tumores estudiados
presentaban NK1R en los vasos sanguineos tanto tumorales como
peritumorales. Todos estos hallazgos sugieren que la inflamacion y el dolor
cronico podrian inducir la aparicion cancer a través del binomio SP/NK1R ya
que, como se ha demostrado, la SP tiene una importante actividad mitogénica y
los tejidos tumorales son ricos en NK1R. Ademas el conjunto SP/NK1R seria
el responsable del crecimiento de la masa tumoral, la infiltracion peritumoral y
el desarrollo de metéastasis a traves de la liberacion de SP de las propias
células tumorales y de los tejidos peritumorales que contendrian células

inflamatorias, fibroblastos, vasos sanguineos, nervios, etc **’.

170



Tesis Doctoral - Universidad de Sevilla - 2010

5.3.5. RELACION ENTRE SP, COMPORTAMIENTO EMOCIONAL
Y CANCER

La posibilidad de que exista cierta relacion entre los factores
psicosociales y la incidencia de cancer es un asunto que siempre suscita
interés. Este fendmeno que en no pocas ocasiones se comprueba en la clinica

tiene pobre sustento molecular.

Las taquicininas, entre ellas SP, NKA y NKB, acttan como
neurotransmisores tanto a nivel del SNC como del periférico. No obstante, las
taquicininas y sus receptores pueden expresarse en células no neuroldgicas
contribuyendo a la correcta comunicacion entre el sistema nervioso y los
organos periféricos como el respiratorio, cardiovascular, inmunitario,
gastrointestinal, genitourinario, etc. El hecho de que las taquicininas estén
relacionadas con tantas funciones fisiologicas no hace extrafiar que puedan

estar relacionadas con situaciones patolégicas como el cancer >*%.

Existen datos que apoyan que los factores psicolégicos podrian estar
implicados en el desarrollo y progresién del cancer *%. Asi pues los tumores de
mama se han relacionado con ciertos estilos de vida y con la exposicion de
varios tipos de estresantes. Parece ser que los factores cruciales que afectan al
crecimiento tumoral son el estrés, la personalidad individual, la existencia de

apoyo psicosocial y la habilidad individual de hacer frente al estrés **°.

No cabe duda de que el cancer y la depresion son dos patologias que
suelen ir asociadas. Diversos expertos en el tema sugieren varias premisas;
que la depresion severa y crénica se asocia a mayor riesgo de cancer; que la
prevalencia de depresion entre pacientes con cancer aumenta con la
progresion de la enfermedad y la aparicién de sintomas como el dolor y la
fatiga; y que la depresion parece ser un predictor de la progresion del cancer y
de mortalidad. En este sentido existen hechos que sugieren que un apoyo
psicosocial en estos pacientes produce una disminucién de la ansiedad, del

dolor y de la depresién y que podria incrementar la supervivencia % 42,
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Se sabe que el tratamiento crénico con farmacos antidepresivos produce
una disminucion de las concentraciones de SP en el ganglio estriado, la

sustancia negra y la amigdala %'

Ademas se ha demostrado que su
administracion induce una marcada reduccion en la expresion de los genes que
codifican las taquicininas y el NK1R en ciertas areas cerebrales. Uno de los
antagonistas del NK1R sugerido como tratamiento contra el cancer, el L-
733,060, ha sido utilizado con fines antidepresivos, ademas otro antagonista,
Aprepitant ha sido aceptado como un potente antidepresivo tan eficaz como la
paroxetina. Ademas el estudio indic6 que Aprepintant fue bien tolerado no
existiendo diferencias entre las frecuencia de efectos adversos en comparacion

con placebo.

Como ya se ha sefialado tanto la SP como en NK1R estdn ampliamente
distribuidos por el SNC de mamiferos, incluido el sistema limbico. La SP podria
estar involucrada en la integracion de la respuesta emocional frente al estrés,
sugiriendo la posibilidad de que en la patogénesis de la depresién podria estar
relacionado el complejo SP/NK1R. Esto se apoya fundamentalmente en la

existencia de aumento en la concentracion de SP en estas areas 322 34 422,

Observando estos datos en conjunto, cabe la posibilidad de que la
depresion podria inducir la proliferacién tumoral por medio de la activaciéon del
SP/NK1R. Por tanto podria quedar aclarado al menos uno de los mecanismos
que vincularian la depresién, estrés y ansiedad en los fendbmenos de
progresion tumoral ya que ambos estan mediados por la SP. Por tanto se
propone que los antagonistas del NK1R en los pacientes diagnosticados de

cancer podrian tener una funcién ansiolitica, antidepresiva y antitumoral.
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5.3.6. POSIBLES USOS CLINICOS DE LOS ANTAGONISTAS
DEL NK1R EN EL CANCER DE LARINGE

Los farmacos antitumorales de los que se dispone hoy en dia para la
practica clinica, denominados citostaticos, son compuestos que presentan un
perfil muy bajo de seguridad junto con un gran nimero de efectos secundarios,
algunos de ellos muy graves como anemia, leucopenia,... Estos efectos
indeseables aparecen debido a que la actividad que presentan no es selectiva
para el tejido tumoral. Todos los esfuerzos en la investigacion de este tipo de
farmacos se centran en crear moléculas que manteniendo la misma capacidad
antitumoral presenten menos efectos secundarios. Este objetivo s6lo podra
alcanzarse cuando se desarrolle un farmaco selectivo para las células

tumorales.

La accion de los antagonistas del NK1R es completamente dosis
dependientes. A bajas dosis actian sobre los NK1R localizados en el tronco del
encéfalo en el nucleo glosofaringeo produciendo un efecto antiemético en
situaciones de voémitos incoercibles secundarios a farmacos citostéaticos.
Cuando la dosis aumenta, los antagonistas actian a nivel central en el sistema
limbico (amigdala, hipotalamo, nucleos basales y areas relacionadas con el
comportamiento emocional) produciendo un efecto ansiolitico y antidepresivo.
A dosis mayores actla sobre ciertas areas cerebrales como analgésico central.
A dosis aun mayores posee actividad antiinflamatoria. Por Ultimo a estas
mismas dosis o algo superiores, dependiendo del tumor en cuestion y de su
estadio, tiene una actividad antitumoral (inhibicion de la proliferacién tumoral,
inhibicion de la produccién de metéastasis, inhibicion de la reaccion inflamatoria
peritumoral y de la angiogénesis). Esto, junto con el hecho de que algunos
preparados pueden ser administrados por via oral y a que cruzan la barrera
hematoencefélica, indica que los antagonistas del NK1R se pueden posicionar
como un prometedor grupo de farmacos para el control y tratamiento de los

tumores malignos.
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El grupo de Mufioz et al.**® ha llevado a cabo recientemente un estudio
donde demuestra la actividad antitumoral in vitro de Aprepitant en varias lineas
celulares de cancer obteniendo unos resultados similares a los obtenidos con
otros antagonistas del NK1R. Queda por tanto probado la accién antitumoral in
vitro de un farmaco ya comercializado. Futuras investigaciones podrian

reconocer el uso de Aprepitant como farmaco antitumoral.

5.3.7. INVESTIGACIONES FUTURAS RELACIONADAS CON LOS
ANTAGONISTAS DEL NK1R

A pesar los resultados obtenidos, todavia queda mucho por hacer para
poder considerar a este grupo de farmacos como una alternativa real para el
tratamiento del cancer. Quedan pendientes ciertos puntos a investigar en

relacion con los antagonistas del NK1R:

1: Sequir investigando la accién in vitro de los antagonistas del NK1R en

otras lineas celulares tumorales y con otros farmacos.

2: Realizar estudios in vivo en animales de experimentacién. En este
sentido seria conveniente llevar a cabo esta investigacion en ratones

“desnudos”.

3: Llevar a cabo estudios con Aprepitant, Unico farmaco antagonista del
NK1R aprobado por la Agencia Europea del Medicamento, como uso
compasivo en pacientes diagnosticados de cancer de laringe en estadio

avanzado.
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VI. CONCLUSIONES
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A la luz de los datos mostrados por los resultados y las interpretaciones
realizadas en la discusién, se puede dar respuesta a los interrogantes

planteados como objetivos del estudio:

1: Ante el objetivo principal de investigar la existencia de SP y su
receptor (NK1R) en el epitelio laringeo, cancer de laringe y sus metéstasis

mediante inmunohistoquimica:

- Se ha demostrado mediante inmunohistoquimica la presencia de tanto
la SP como el NK1R en los diferentes tejidos estudiados. El epitelio laringeo
sano expresa estas moléculas fundamentalmente en su proliferativa capa
basal. El tejido tumoral, tanto el primario, como las metastasis ganglionares
muestran asi mismo un marcado incremento en la expresion tanto de SP como

de NK1R, estando presente en la mayoria de las muestras estudiadas.

2. Respecto al segundo objetivo de la investigacion, estudiar la accion
antitumoral in vitro de los antagonistas del NK1R en la linea celular de cancer
de laringe Hep-2:

- Se constata por un lado, la existencia de los NK1R en la linea celular

de cancer de laringe Hep-2 mediante Western blot.

- Se demuestra como al afadir SP al medio cultivo celular de la linea
Hep-2 se produce un incremento de la actividad mitogénica. De modo contrario,
la aplicacion de antagonistas del NK1R (L-733,060 y L-732,138) inhiben la
proliferacion celular en este cultivo. Por ultimo, se constata como afiadiendo de

nuevo SP al medio esta inhibicion es parcialmente revertida.
- Finalmente, para demostrar que los antagonistas del NK1R inducen la

apoptosis celular, se constata mediante la técnica DAPI los cambios apotéticos
inducidos a las mismas bajo la accion de L-733,060 y L-732,138.
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3: Se concluye finalmente que los antagonistas del NK1R tienen
actividad antitumoral in vitro en la linea celular Hep-2 de cancer de
laringe. Esto, unido al hecho de que ya se encuentra comercializado un
antagonista del NK1R con otros fines terapéuticos hacen que en un
futuro, estos farmacos puedan constituir una nueva herramienta para el

tratamiento del cancer de laringe.
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Summary It has been demonstrated that substance P (SP)
induces cell proliferation and neurokinin-1 (NK-1) receptor
antagonists inhibit growth in several human cancer cell
lines, but it is currently unknown whether such actions are
exerted on human laryngeal carcinoma cell line HEp-2. In
addition, the presence of NK-1 receptor has not been
demonstrated in this cell line. We carried out an in vitro
study of the growth inhibitory capacity of the NK-1 receptor
antagonists L-733,060 and L-732,138 against human laryn-
geal carcinoma cell line HEp-2. Coulter counter was used to
determine viable cell numbers followed by application of the
tetrazolium compound MTS. Furthermore, an immunoblot
analysis was used to determine the NK-1 receptor, and the
4’ 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) method was applied
to demonstrate apoptosis of the laryngeal carcinoma cells.
We observed the presence of several NK-1 receptors
isoforms (34, 46, 58 and 75 kDa). Nanomolar concentrations
of SP increased the growth rate of the cell line and
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micromolar concentrations of L-733,060 and L-732,138
inhibited the growth of the HEp-2 cells in a dose-dependent
manner, with and without previous administration of SP. The
50% inhibition concentration values were 21.34 uM and
37.97 (48 h) respectively for HEp-2. NK-1 receptor presence
on HEp-2 cells was confirmed by western blotting. DAPI
staining revealed the presence of apoptosis following NK-1
receptor antagonists treatment. We demonstrated that NK-1
receptors were present in this laryngeal cancer cell line; these
findings demonstrate that SP acts as a mitogen on the human
laryngeal carcinoma cell line HEp-2 through the NK-I
receptor, and also indicate that both NK-1 receptors antago-
nists induced apoptosis of the tumour cells. This new action,
reported here for the first time, suggests that the NK-1
receptor is a new and promising target in the treatment of
human laryngeal carcinoma.

Keywords Human laryngeal carcinoma cell - L-733,060 -
L-732,138 - Antineoplastic agents - Apoptosis

Introduction

Laryngeal carcinoma is a common neoplasm in Spain, a
country with the highest incidence of the world according
to Globocan database. Laryngeal tumours arise in men,
most of them being heavy smokers. Although there is a
trend to manage tumours using different organ-preservation
protocols, there are many patients undergoing total laryn-
gectomy, a procedure with high morbidity in terms of
quality of life and social adjustment.

Stress and inflammation are two processes which have a
strong impact on development and progression on cancer
[1]. Tt has been well described that a member of the
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tachykinin neuropeptide family, such as substance P (SP),
has been involved in stress, neurogenic inflammation and in
mitogenic function [2]. SP, neurokinin A (NKA), neuro-
peptide K and neuropeptide Gamma (the two latter elongated
forms of NKA) are derived from the preprotachykinin A
gene, whereas NKB is derived from the preprotachykinin B
gene. The biological actions of SP, NKA and NKB are
mediated by three receptors, named NK-1, NK-2 and NK-3,
the NK-1 receptor showing preferential affinity for SP. After
binding the NK-1 receptor, SP regulates many biological
functions [3-5]. SP is known to have a widespread dis-
tribution in both the central and peripheral nervous systems,
and it is also known that the undecapeptide is released from
primary sensory nerve fibers. Moreover, activation of the
NK-1 receptor induces mitogenesis in several normal [2]
and tumor cells [6-11]. In addition, SP a main mediator on
the growth of capillary vessels in vivo and on the prolif-
eration of cultured endothelial cells in vitro, as it has been
demonstrated that NK-1 receptor agonists also induced
neoangiogenesis [12]. Also, the active migration of tumor
cells, a crucial requirement for metastasis development is
regulated by signal SP [13].

L-733,060 a piperidine derivative is a selective, potent,
and long-acting central non-peptide tachykinin NK-1 recep-
tor antagonist showing high affinity for the human NK-1
receptor in vitro [14]. The administration of L-733,060
produces analgesia [15] and antidepressive effects [16, 17].
Moreover, the compound has been used in the treatment of
a broad range of anxiety and mood disorders [18] and in
inflammatory liver disease; its action is most likely to be
due to an inhibition of the effects of SP [19]. In addition,
in vitro and in vivo studies have demonstrated that SP
antagonists inhibit the growth of both small cell lung cancer
and glioma [20-24]. Recently, we have also demonstrated
that L-733,060 shows antitumor activity against human neu-
roblastoma, glioma, melanoma, retinoblastoma and pancreas
carcinoma cell lines [9-11, 25, 26] and L-732,138 a
tryptophan derivative NK-1 receptor antagonist, shows a
competitive and selective antagonism for the NK-1 receptor.
It is approximately 1,000-fold more potent in cloned human
NK-1 receptor than in cloned human NK-2 receptor and
NK-3 receptors; and approximately 200-fold more potent in
human NK-1 receptor than in rat NK-1 receptor [27]. It is
known that the administration of L-732,138 produces an
attenuation of hyperalgesia [28] and it has been described
that L-732,138 is able to antagonize H(3) antagonist-
induced skin vascular permeability [29]. L-732,138 also
exerted an anti-neoplastic action on human glioma, neuro-
blastoma and retinoblastoma cell lines [2, 30, 31].

However, to our knowledge no study has been carried
out on the antitumor action of NK-1 receptor antagonists
against human laryngeal carcinoma. It is also unknown
whether SP exerts a mitogenic action or not on this cell line

@ Springer

and the presence of NK-1 receptor in these tumour cells is
also unknown. Thus, the aims of this study were: 1) to
demonstrate the presence of isoforms of the NK-1 receptor
in the human laryngeal carcinoma cell line HEp-2; 2) to
study the role of SP and the NK-1 receptor in the induction
of the proliferation of human laryngeal carcinoma cell line
HEp-2; 3) to demonstrate, the antitumor action of both
NK-1 receptor antagonist L-733,060 and L-732,138 on
laryngeal cancer cell line and to show that this antitumor
action occurs through the NK-1 receptor; and 4) to know
whether the NK-1 receptor antagonists produce apoptosis in
human laryngeal carcinoma cell line HEp-2.

Material and methods
Cell cultures

We used the human laryngeal carcinoma cell line HEp-2
[Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ), Braunschweig, Germany] kindly provided by Dr.
Ruiz-Cabello, from the Immunology Department, Hospital
Virgen de las Nieves, Granada, Spain. Cells were maintained
in RPMI 1640 (GIBCO, Barcelona, Spain) supplemented with
10% heat-inactivated fetal bovine serum according to the
culture conditions suggested by American Type Culture
Collection, Interlab Cell Line Collection and DSMZ. Cell
lines were seeded in 75 ¢cm? tissue culture flasks (Falcon,
Heidelberg; Germany). The medium was renewed every
2 days and the cells were harvested by treatment with trypsin
(0.05% and 0.02% EDTA without Ca’" and Mg®", Sigma-
Aldrich, Madrid, Spain) on the sixth day after seeding. Cells
were incubated at 37°C in a humidified atmosphere of 95%
air/5% COs,.

Western blotting

Total protein was prepared from subconfluent laryngeal
carcinoma cell cultures in 125 ¢cm? culture flasks. We
included a protein extract from a rat pheochromocytoma
cell line (PC12 cells) as a control. Briefly, cells were
harvested by trypsin treatment, washed with phosphate
buffered saline pH 7.4 (PBS) and resuspended in buffer
HEN (5 mM EDTA, 250 mM NaCl, 50 mM Hepes pH 7.3)
containing 5 mM dithiothreitol, 1 mM Na3VO04, 0.2%
IGEPAL CA-630 (Sigma) and 1% protease inhibitor
cocktail (Sigma). Once resuspended, cells were vortexed,
incubated on ice for 5 min and centrifuged 15 min at high
speed in a microcentrifuge after which, protein-containing
supernatant was collected. Protein concentration was
determined by protein assay kit from BIO-RAD according
to manufacturer’s instructions. From each sample, 50 ug of
protein were separated by electrophoresis on 10% sodium
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dodecyl sulfate-polyacrylamide gels and electroblotted onto
polyvinylidene difluoride membranes. Blots were incubated
in blocking solution (5% non-fat milk in PBS, 0.1% Tween-
20 [PBS-T]), followed by overnight incubation with an
antibody against the conserved domain KTMTESSS-
FYSNMLA corresponding to the C-terminus of NK-1
receptor (Sigma) and diluted 1:1,000. The membranes were
then washed with PBS-T and incubated with a horseradish
peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody for 2 h
at room temperature (1:10,000 dilution). Antibody detection
was performed with an enhanced chemiluminescence reaction
(ECL Western blotting detection; Amersham Life Science).

Drug treatments

The NK-1 receptor antagonist (2S,3S5)3-([3,5-Bis(trifluoro-
methyl)phenyl]methoxy)-2-phenylpiperidine, MW 438.9,
(L-733,060) (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) was dissolved
in distilled water containing 0.2% dimethylsulphoxide
(DMSO) before treatment of the samples. In the same way,
the NK-1 receptor antagonist N-acetyl-L-tryptophan 3, 5-bis
(trifluvoromethyl)benzyl ester (L-732,138) (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain), MW 472.39, was dissolved in distilled
water containing 2.5% DMSO before sample treatment. In
order to determine the 50% inhibition concentration (IC50),
different concentrations (5, 10, 20, 30 and 40 uM) of L-
733,060 and (5, 10, 20, 40, 60 and 80 uM) L-732,138 were
evaluated. SP acetate salt (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain)
was dissolved in distilled water. In order to determine SP-
induced cell proliferation, different concentrations of SP (5,
10, 50 and 100 nM) were evaluated. The most effective SP
concentration for this cell line was incubated 1 h before the
addition of L-733,060 or L-732,138.

Proliferation assays

Cell proliferation was evaluated using the tetrazolium compound
3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)2-
(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt (MTS), according to
the manufacturer’s instructions (CellTiter 96 Aqueous One
Solution Cell Proliferation Assay, Promega Corp., Madison,
USA). At the time of the assay, cells cultured for 4-5 days were
harvested by trypsinization and cell viability was evaluated
by Trypan Blue exclusion. Cell numbers were quantified
using a Coulter counter. Cells were cultured in 96-well
plates: each well contained 10* cells in a total volume of
100 ul. Each assay included one plate. The plate included
blank wells (0 cells/0.1 ml), control wells (104 cells/0.1 ml),
control wells with DMSQO, control wells treated with L-
733,060 or L-732,138, control wells treated with exogenous
SP at different concentrations and control wells treated with
the most effective SP concentration and L-733,060 or L-
732,138. The plate was inoculated of L-733,060 (5, 10, 20,

30 and 40 uM) or L-732,138 (5, 10, 20, 40, 60 and 80 uM)
and was incubated for a period of 48 h for HEp-2. The plate
was also inoculated with exogenous SP (5, 10, 50 and
100 nM) with (20 and 40 uM) and without L-733,060 or L-
732,138 respectively for its first doubling times (48 h). For
the proliferation assay, 20 pul of the MTS reagent was added
to each well 90 min before reading the samples on a
multiscanner microplate reader (TECAN Spectra classic,
Barcelona, Spain) at 492 nm. The quantity of product, as
measured by optical density, is directly proportional to the
number of living cells. Each experimental condition (blank
wells, control wells, and control wells treated with different
concentrations of L-733,060, L-732,138 or SP) was assayed
in duplicate and all experiments were performed at least
three times. The IC50 of 1-733,060 and L-732,138 was
calculated using a curve-fitting parameter.

4’,6-Diamidino-2-phenylindole staining

In order to determine whether apoptosis is induced by NK-
I-receptor antagonists, 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) staining was performed. Cells were first cultured
on 4-chamber slides. After treatment with NK-1 receptor
antagonists (L-733,060, L-732,138) for 48 h, cells were
washed twice with PBS and fixed by incubation with 4%
paraformaldehyde for 30 min. Following washing in PBS,
cells were incubated in 1 pg/ml DAPI solution for 30 min in
the dark. The cells were analyzed by a fluorescence
microscope (Zeiss, Oberkdchen, Germany).

Statistical analyses

Data were expressed as means + SD. Statistical analysis
was performed with SPPS statistical software for Microsoft
Windows, release 14.0 (Professional Statistic, Chicago, IL).
The homogeneity of the variance was tested using the
Levene test. If the variances were homogeneous, the data
were analyzed by using the one-way ANOVA test with
Bonferroni’s correction for multiple comparisons. For data
sets with non-homogeneous variances, the ANOVA test
with T3 Dunnett post hoc analysis was applied. The
criterion for significance was P<0.05 for all comparisons.

Results

NK-1 receptors

We performed Western blot analyses in order to test the
presence of NK-I receptor in laryngeal carcinoma HEp-2

cell line. Total cell protein extracts were loaded onto
polyacrylamide gels, resolved, and transferred to mem-
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Fig. 1 Western blot analysis of
NK-1 receptors in human laryn-
geal carcinoma HEp-2 cell line
showing the presence of differ-
ent NK-1 receptor complex iso-
forms. Dots indicate bands with
molecular weights similar to
those previously reported

MW NK1-R

* T5kDa
« 58kDa

« 48kDa
* 34 kDa

branes as described in Material and methods. Incubation
with an antibody against an epitope whose sequence is
conserved in several species (see Material and methods)
revealed the presence of different isoforms of the NK-1
receptor in HEp-2 cell line (Fig. 1). Four bands (isoforms of
about 34, 46, 58 and 75 kDa) were observed in the
laryngeal carcinoma cell line (Fig. 1). Furthermore, no
bands were detected when incubation was performed with
the secondary antibody alone.

Growth inhibition of NK-1 receptor antagonists

Growth inhibition of the HEp-2 cell line by L-733,060 and
L-732,138 was observed after the addition of increasing
concentrations of both NK-1 receptor antagonists. Moreover,
treatment of the cell line with L-733,060 and 1-732,138
resulted in a concentration-dependent cytotoxicity (see
Fig. 2a and b). Thus, the concentrations required for a
50% reduction in optical density (IC50) observed in the
controls treated with L-733,060 and L-732,138 were
21.34 uM and 37.97 uM for 48 h, respectively (Fig. 2a
and b). For L-733,060 maximum inhibition was observed
when the drug was present at a concentration of 40 uM
HEp-2 for the culture periods, whereas for L-732,138 of
80 uM was needed. At the first doubling time, a strong
decrease in the number of the cell line studied was found at
intermediate concentrations and no remaining living cells
were observed at the maximal concentration.

The NK-1 receptor antagonists L-733,060 and L-732,138
blocks SP-induced mitogen stimulation

Growth of the HEp-2 cell line was observed after the
addition of SP and we detected that growing nanomolar
concentrations of SP induced cell proliferation as compared
to the controls (Fig. 3a and b). SP stimulation was evident
at 5 nM and the maximum level being reached at 50 nM for
the cell line. Thus, the activation of SP receptors leads to
mitogenesis in the HEp-2 human laryngeal carcinoma cell
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line. Percentage of cell proliferation of the cellular line
increased from 9.8% to 16.2% depending on the dose of SP
administered (Fig. 3a and b). The Fig. 3 also show that the
standard deviations for the cell line were small, pointing to
total agreement among the values obtained at the three
times that the experiments were carried out.

In order to examine whether the NK-1 receptor antagonists
inhibited cell proliferation via an interaction with the SP
receptor, we used two specific NK-1 receptor antagonists for
SP in competition experiments. Thus, the cellular concentra-
tion at 20 uM of L-733,060 and 50 nM of SP was higher than
that observed with L-733,060 alone for HEp-2 (Fig. 3a), and
the cellular concentration at 40 uM of L-732,138 and 50 nM
of SP was higher than that observed with L-732,138 alone
(Fig. 3b). These results indicate that both L-733,060 and L-
732,138 block SP mitogen stimulation, since L-733,060 and
L-733,138 growth inhibition were partially reversed by the
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Fig. 2 a Percentage of growth inhibition of HEp-2 at 48 h cells in
vitro cultures following the addition of increasing concentrations (5,
10, 20 and 40 uM) of L.-733,060. The percentage of inhibition for the
first doubling time of incubation is plotted on a linear graph. Level of
significance: *p<0.05. Values are means = SD (bars). The regression
line is indicated, as well as the equation to obtain the IC50. b
Percentage of growth inhibition of HEp-2 at 48 h cells in vitro cultures
following the addition of increasing concentrations (5, 10, 20, 40, 60
and 80 uM) of [.-732,138. The percentage of inhibition for the first
doubling time of incubation is plotted on a linear graph. Level of
significance: *p=0.05. Values are means = SD (bars). The regression
line is indicated, as well as the equation to obtain the 1C50
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Fig. 3 a Induction of cell proliferation of HEp-2 cells by SP at several
nanomolar concentrations (5, 10, 50 and 100 nM). The NK-1 receptor
antagonist [.-733,060 was added (20 uM) in the presence (50 nM) or
absence (none) of SP for 48 h. L.-733,060 inhibited HEp-2 cell proliferation.
Using the ANOVA test, a significant difference between each group and the
control group (none—none) was found. Level of significance: *p=<0.01. #
indicates the value of significance of 50-none vs 50-20 and x 5020 vs
none—20 # and x p<0.01. Vertical bars indicate SD. b Induction of cell
proliferation of HEp-2 cells by SP at several nanomolar concentrations (5,
10, 50 and 100 nM). The NK-1 receptor antagonist [.-732,138 was added
(40 uM) in the presence (50 nM) or absence (none) of SP for 48 h. L-
732,138 inhibited HEp-2 cell proliferation. Using the ANOVA test, a
significant difference between each group and the control group (none—
none) was found. Level of significance: *p=<0.01. **p<0.05. # indicates
the value of significance of 50-—none vs 5040 and x 5040 vs none—40 #
and x p<0.01. Vertical bars indicate SD

administration of a nanomolar dose of exogenous SP,
suggesting the specificity of tachykinin NK-1 receptor
activation in the growth of the human laryngeal carcinoma
HEp-2 cell line. Moreover, an increase in the cellular
concentration (17.5 and 47.7% respectively) was observed in
the human laryngeal carcinoma cell line (Fig. 3a and b) when
comparing with the values found when the antagonists were
administered alone. Differences were not significant between
control and control-DMSO (data not shown).

NK-1 receptor antagonists induce apoptosis of human
laryngeal cancer cells HEp-2

After administration of both NK-1 receptor antagonist L-
733,060 and L-732,138 a great number of apoptotic cells were

found in human laryngeal carcinoma cell line HEp-2 (Fig. 4b
and c). In fact, we observed respectively a 42.88+1.38 (SD)
% of apoptotic cells after administration of L-733,060 and
36.34+2.08 (SD) following L-732,138 in DAPI-stained
cultures of human laryngeal carcinoma cell line HEp-2.

Discussion

We have demonstrated for the first time the presence of
isoforms of NK-1 receptors in human laryngeal carcinoma
HEp-2 cell line. Several previous reports have shown that
different isoforms of the NK-1 receptor can be found in
both human and rat tissues [32]. For instance, four different
proteins with molecular weights of 33, 58, 78, and 116 kDa
can be specifically affinity-labelled using [**°I]-SP in human
lymphocytes [33], the main SP-binding protein present on
human lymphocyte cell membranes being a 58 kDa hydro-
phobic glycoprotein [34]. We have demonstrated the
presence of isoforms of the NK-1 receptor in both SKN-
BE(2) neuroblastoma and GAMG glioma cell lines [10].
Thus, in the SKN-BE(2) cell line a major 54 kDa band was
observed, whereas in GAMG cells two additional and more
abundant isoforms of about 33 and 38 kDa were detected.
In addition, in human pancreatic carcinoma CAPAN-1 and
PA-TU 8902 cell lines were reported bands of 34, 46, 58,
75 kDa [11, 35] and human retinoblastoma cell lines bands
of 33, 58, 75 kDa [30]. Thus, the present data are in agree-
ment with those of previous studies, since we have demon-
strated for the first time the presence of several NK-1 receptor
isoforms (34, 46, 58 and 75 kDa) in human laryngeal
carcinoma HEp-2 although the functional roles of these
NK-1 receptor isoforms are currently unknown.

It is known that the stimulation of NK-1 receptors can
generate several second messengers which, in turn, can trigger
a wide range of effectors mechanisms that are responsible for
regulating cellular excitability and function. In this sense, it is
known that the following second-messenger systems are
activated by NK-1 receptor agonists: a) arachidonic acid
mobilization via phospholipase A2; b) stimulation, via
phospholipase C, of phosphatidyl inositol turnover, leading
to calcium mobilization from both intra- and extracellular
sources; and ¢) cAMP accumulation via stimulation of
adenylate cyclase [2].

Also we have demonstrated for the first time the poten-
tial of SP and its receptor NK-1 in laryngeal carcinoma.
Thus, a potent growth inhibition on human laryngeal carci-
noma is achieved by the use of non-peptide NK-1 receptor
antagonists L-733,060 and L-732,138. This concurs with
previous studies, in which the use of SP antagonists
inhibited, in vitro and in vivo, the growth of small cell
lung cancer [20-23]. Moreover, our findings concur with
those showing that 1.-733,060 has antitumor action against
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Fig. 4 DAPI staining of HEp-2
cell line. a Culture cells non-
treated with the NK-1 receptor
antagonists. Culture cells treated
with L-733,060 (b) or with L-
732,138 (¢) NK-1 receptor
antagonists. Numerous apoptotic
figures of the treated cells can
be observed: note the chromatin
condensation and the nuclear
fragmentation. (a—c: 40x).
Higher-power magnifications of
the regions, showed respectively
in b and ¢, delimited by
rectangles (bl: 70x, ¢1: 120x)

other human cancer cell lines such as human neuroblastoma,
glioma, melanoma, retinoblastoma and pancreatic adenocar-
cinoma [9-11, 25] and L-732,138 has antitumor action
against human cancer cell lines such as human glioma,
neuroblastoma and retinoblastoma [2, 30, 31]. It should be
noted that in cell lines as different as human neuroblastoma,
glioma, melanoma, retinoblastoma, pancreatic adenocarcinoma
and laryngeal carcinoma, both NK-1 receptor antagonists
elicit growth inhibition. This observation suggests the
possibility of a common mechanism for cancer cell prolif-
eration mediated by SP and NK-1 receptors [9-11, 25, 26,
30, 31]. If it were the case, it would mean that NK-I
receptor antagonists could inhibit a large number of tumour
cell types in which both SP and NK-1 receptors are
expressed [13, 30, 31, 35-39, 43] and could be candidates
as broad-spectrum antineoplastic drugs.

We have demonstrated that treatment of the human
laryngeal carcinoma cell line with L-733,060 and L-732,138
produces growth inhibition and cell death. In our competition
experiments, exogenous SP cell proliferation was partially
reverted by administration of both antagonists, suggesting
the specificity of tachykinin NK-1 receptor blockade on
human laryngeal carcinoma cell line, and therefore, a specific
effect through the NK-1 receptor. Moreover, the specific
binding to the NK-1 receptor on human breast carcinoma of
the L-733,060 has been demonstrated [13]. Thus, the action
on these cell lines by both the NK-1 receptor antagonists is
probably related to the ability of the antagonists to block the
NK-1 receptor in such tumours. In this context, the NK-1
receptor antagonists L-733,060 and L-732,138 are designer
molecules that bind specifically to this receptor, with a Ki
value of 0.8 nM in the case of 1-733,060 and 2.3 nM for
L-732,138. Thus, the very structurally different molecules
piperidine (L-733,060) and L-tryptophan (L-732,138) have
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the same antitumor action and only have in common their
specificity for the NK-1 receptor. However, on comparing the
results obtained with L-732,138 and those with L-733,060 we
observed a lower antitumor action of L-732,138 (L-733,060
is two-fold more potent than L-732,138), this action could be
related with the affinity for NK-1 receptor (0.8 nM for
L-733,060 and 2.3 nM for L-732,138) [2, 30, 31].

The blockade of NK-1 receptors in the human laryngeal
carcinoma cell line could inhibit both DNA synthesis and
cell proliferation by the mitogen-activated protein kinase
(MAPK) pathway [6]. It is known that an SP antagonist
(other than L-733,060) induces apoptosis in lung cancer
and causes a concentration-dependent loss of cell viability
[22], as we observed using L-733,060 and L-732,138 could
involved a signal transduction pathway for apoptosis [11, 30,
31, 40]. In addition, the L-733,060 inhibits the metastatic
progression of NK-1 receptor expressed breast cancer cells
[13]. Furthermore, the L-733,060 has been successfully
used in preclinical assays at 10-20 mg/kg doses (30—
60 uM) as anxiolityc and antiinflammatory compound to
reduce inflammatory liver damage (e.g., edema formation,
neutrophil infiltration); this means that NK-1 receptor
antagonists display hepatoprotector effects [17, 19].

All the data mentioned above suggest that treatment
with antagonists of the NK-1 receptor in cancer cell lines
expressing the NK-1 receptor could improve cancer treat-
ment. Further studies in this field are necessary in order to
shed light on the mechanisms that produce growth inhi-
bition of cancer cell lines by antagonists of the tachykinin
receptors. It would be very interesting to know whether the
treatment of cancer cell lines with the NK-1 receptor
antagonists that have been studied in humans [41] might
produce the same growth inhibitory action as we found
with L-733,060 and L-732,138. At the present, there are
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more than 30 compounds that act as NK-1 receptor antag-
onists [42]. Indeed, currently there is an FDA-approved
selective high-affinity antagonist of human NK-1 receptor
(Aprepitant) with safety and tolerability similar to placebo in
a placebo-controlled trial in patients with depression [16].

The action of NK-1 receptor antagonists is dose-dependent,
and depending on the concentration has more positive effects;
at low doses have antiemetic action. If the dose is raised, the
drugs act on the NK-1 receptors at central level in the
limbic system, producing an antidepressive and anxiolytic
action. At higher doses, they act on brain areas as a central
analgesic. Higher doses still produce an anti-inflammatory
action. And similar or slightly higher doses, depending on
the tumour in question and its stage, elicit antitumor activity
(inhibition of cellular proliferation, inhibition of the produc-
tion of metastases, inhibition of peritumour inflammatory
reaction and angiogenesis). When used at the highest doses,
the NK-1 receptor antagonists produce all the positive
pharmacological effects described above [2].

It is known that the maximum antitumor activity (100%)
of L-733,060 on neuroblastoma, glioma, melanoma, retino-
blastoma, pancreatic adenocarcinoma and laryngeal carcinoma
cells was observed when such NK-1 receptor antagonist
was administered at a concentration of <50 uM in those
cancer cell lines, while the maximum antitumor activity
(100%) of L-732,138 on neuroblastoma, glioma, retino-
blastoma and laryngeal carcinoma was at a concentration
of 280 uM [9-11, 25, 26, 30, 31]. Probably this different
power action could be related with the affinity for the NK-1
receptor (see above) and with the expression of the amount
of NK-1 receptors in the different tumor cells [2, 30, 31].

We have demonstrated for the first time that SP increases
the growth of the human laryngeal carcinoma cell line. This
concur with previous studies, since it has been reported that
the activation of NK-1 receptors by SP induces mitogenesis
in several cancer cell types [6-11, 25, 31], probably via
autocrine/paracrine mechanisms [2]. It is also known that
SP is expressed in almost 90% of metastatic human neuro-
blastoma cells [43], melanoma [38] and retinoblastoma [36],
and that the NK-1 receptor is expressed in human glioma
cell lines, as well as in astrocytoma [8, 10, 24], neuroblas-
toma [10, 31], retinoblastoma [30] and pancreatic carcinoma
cell lines [11, 35]. In addition, it has been reported that
astrocytoma/glioma primary tumours express more NK-1
receptors than do established astrocytoma/glioma cell lines
in culture [6], and that the NK-1 receptor is overexpressed
in breast cancer and metastasis [39]. Moreover, neoangio-
genesis, a hallmark of tumour development, has been asso-
ciated with increased tissue innervations and expression of
NK-1 receptors. It has been reported the effect of SP, a main
mediator of neurogenic inflammation, on the growth of
capillary vessels in vivo, as well as it has been demonstrated
that NK-1 receptor agonists also induced neoangiogenesis.

These findings indicate that this peptide can directly
stimulate the process of neoangiogenesis, probably through
induction of the endothelial cell proliferation NK-1 receptor
pathway [12]. In addition, in the great majority of the
tumours, NK-1 receptors were found on intra- and
peritumoral blood vessels [35, 44]. Furthermore, it has
been reported that SP induces the migration of tumour cells
to specific organs through binding to the NK-1 receptor on
human breast carcinoma [13]. Taken together, all the above
data suggest that SP and NK-1 receptors could play an
important role in the development of cell proliferation,
neoangiogenesis and metastasis.

In sum, we have reported for the first time the presence of
several isoforms of the NK-1 receptor in the human
laryngeal carcinoma HEp-2 cell line. We also have demon-
strated the antitumor action of the NK-1 receptor antagonists
L-733,060 and L-732,138 on human laryngeal carcinoma
cell line for the first time. Additionally, it is demonstrated
that SP acts as a mitogen of this cancer cell line. All these
observations suggest that the NK-1 receptor could be a new
and promising target in the treatment of human laryngeal
carcinomas and these NK-1 receptor antagonists could
improve human laryngeal carcinomas treatment.
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Expression of substance P and neurokinin-1-
receptor in laryngeal cancer: linking chronic
inflammation to cancer promotion and
progression

DOI: 10.1111/5.1365-2559.2008.03193.x

Sir: Substance P (SP) is an undecapeptide that
belongs to the tachykinin family and has been
implicated in a myriad of physiological processes.!
In recent years it has been demonstrated that SP acts
through the neurokinin-1 receptor (NK1R) as a
mitogen on several human cancer cell lines.? It seems
that the SP/NKI1R system could play an important
role in the development of cancer, as SP may be a
universal mitogen in NKI1R-expressing tumour cell
types. However, in their pioneer work on SP receptors
in human primary neoplasms, Henning and cowork-
ers> did not study squamous cell carcinoma.
Although NK1R has been recently described in the
Hep-2 laryngeal carcinoma cell line,* this is, to our
knowledge, the first study of SP and NK1R expression
in laryngeal cancer.

We reviewed 114 consecutive cases of laryngeal
carcinoma treated surgically from the Department of
Otolaryngology. Surgical procedure, site of the primary
tumour and TNM staging were recorded. None of the
patients had received radiotherapy and/or chemother-
apy prior to surgery. Of the 114 patients, 78 (68%)
remained disease free at the end of the follow-up period
(average 40 months, range 12-96 months).

Tumour differentiation was recorded according to
World Health Organization criteria. Cases were also
carefully staged to conform to the American Joint
Committee on Cancer Staging and End Results Report-
ing. The presence of adjacent non-neoplastic epithe-
lium was also recorded. Laryngeal non-neoplastic
epithelium consisted of pseudostratified squamous epi-
thelium. The histological and immunohistochemical
analyses were performed without any knowledge of the
clinical stage, treatment or further course of the
disease.

For the detection of SP and NKI1R we used mono-
clonal antibodies against SP (Sigma, St Louis, MO,
USA) and NK1R (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain), as
previously described.” The number of tumour cells
showing immunoreactivity (brown staining) and its
location were noted. Groups were formed according to
the percentage of positive cells (0-24, 2549, 50-74
and >75%). SP and NK1R expression in non-neoplastic
epithelium adjacent to tumour was also recorded in the

© 2008 The Authors. Journal compilation © 2008 Blackwell Publishing Limited.

same way. The presence of basal and suprabasal
expression was also recorded.

The relationship between SP and NK1R expression
and clinical and pathological parameters was deter-
mined by »° analysis and Fisher's exact test. All
P-values corresponded to two-sided significance testing.
The relationship of survival to the expression of
proteins was examined using the Kaplan—Meyer
method and multivariate survival analysis.

SP was immunoreactive in 93 out of 97 samples of
non-neoplastic epithelium close to the tumour. Reac-
tivity was found mainly in the basal layers (Figure 1A},
with >75% reactive cells.

Out of 114 cases, 111 studied showed homogeneous
SP expression, with 90 tumours scored as ++++
(Figure 1B). Only three cases were classified as nega-
tive. Six were considered +, seven ++ and eight +++.

All 17 metastases studied were immunoreactive for
SP (FigurelC). All cases showed the same expression as
the primary tumour (+++/++++).

Out of 97 cases, the basal layers were reactive for
NK1R in 72 (Figure 2A).

Ninety of 97 samples were positive for NK1R, with
>25% of tumour cells reactive (Figure 2B). Reactivity
was detected both in the membrane and cytoplasm. We
did not find any relationship between expression in
primary carcinomas and clinicopathological para-
meters or survival (data not shown).

All cases of metastases (17 out of 17) were found to
express NKI1R in most tumour cells (+++/++++)
(Figure 2C).

SP participates in acute inflammation and activates
key proteins involved in mitogenic pathways, such as
mitogen-activated protein kinases (MAPKs), stimulat-
ing DNA synthesis.*> We found both membranous
and cytoplasmic SP immunoreactivity, which can be
explained on the basis of NKIR internalization.®
Cytoplasmic reactivity has also been reported in lym-
phocytes of children who go on to develop acute
lymphoblastic leukaemia.” The ubiquitous presence of
SP in laryngeal tumours may represent a common
mechanism of tumour progression. In fact, an intrigu-
ing question is why some lymphocytes in normal
mucosa express SP, whereas those in metastatic lymph
nodes do not. We propose a SP link between chronic
mucosal inflammation and cancer, with submucosal
lymphocytes secreting SP, as has been described in
neoplastic lymphocytes.”

In addition, it has been demonstrated that the
activation of NK1R by SP or SP analogues induces



Figure 1. Substance P (SP) immunohistochemistry. A, Non-
neoplastic mucosa: cytoplasmic and membranous staining are
detected, in both basal and suprabasal layers. Diffuse expression
can be also seen in infiltrating lymphocytes. B, SP in a infiltrating
carcinoma. Both nucleus and cytoplasm are immunoreactive.

C, SP immunoreactivity of a lymph node metastasis. Absence of SP
expression can be seen in the lymph node.

mitogenesis in several cancer cell lines, including the
human laryngeal carcinoma cell line Hep.?* This
neuroactive substance acts as a neurotransmitter and
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Figure 2. Immunohistochemistry for Neurokinin 1 receptor (NK1R).
A, Non-neoplastic epithelium adjacent to tumour: Expression in the
hyperplastic non-neoplastic epithelium adjacent to the tumour.

B, NK1R in a laryngeal carcinoma showing both membranous and
cytoplasmic expression of the tumour cells. C, Positivity for NK1R in a
lymph node metastasis.

has the capacity to enhance laryngeal cancer growth
through direct mitogenic effects via NK1 receptor 4.
These findings suggest that SP could modulate the

© 2008 The Authors. Journal compilation © 2008 Blackwell Publishing Ltd, Histopathology, 54, 258-269.
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growth of human laryngeal cancer cells and the
possibility of treatment with antagonists of NK1R.
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