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Introduccion

INTRODUCCION

Nutrirse e hidratarse son procesos basicos para el mantenimiento de las funciones vitales en los seres
vivos. La deglucion en humanos se produce en un segundo gracias al movimiento coordinado de hasta
30 pares de musculos de la boca, faringe, laringe y eséfago. Los estimulos sensoriales percibidos duran-
te la deglucion juegan un papel primordial, no sélo en el placer de la alimentacion sino también en la
propia fisiologfa de la deglucién, permitiendo que la respuesta deglutoria sea adecuada y se adapte a
las caracteristicas del bolo.

Existen multiples comorbilidades que pueden alterar la correcta funcion deglutoria, provocando asi
dificultades para transportar el bolo alimentario y los liquidos de la boca al eséfago de forma segura
y eficaz. Estos sintomas se conocen como disfagia orofaringea (DO) y son muy prevalentes en ancia-
nos, pacientes que han tenido un ictus, pacientes con enfermedades neurodegenerativas o distrofias
musculares y pacientes que han padecido enfermedades o han tenido intervenciones otorrinolaringo-
l6gicas. Actualmente el tratamiento de estos pacientes se basa en la compensacion con espesantes,
posturas y maniobras y la rehabilitacion logopédica, pero no existen tratamientos farmacoldgicos que
permitan mejorar la fisiologfa alterada de estos pacientes.

El objeto de estudio de esta Tesis Doctoral son los ancianos, pacientes de ictus y enfermedades neuro-
degenerativas con DO, ya que en estos casos se ha observado una importante pérdida de sensibilidad
orofaringea que estd relacionada con la fisiopatologfa de esta enfermedad. Por este motivo pensamos
que es importante estudiar los mecanismos sensoriales de la orofaringe y buscar posibles tratamientos
farmacoldgicos que contrarresten la pérdida de sensibilidad en estos pacientes.

Esta Tesis aborda de forma integrada la investigacion basica y clinica de potenciales dianas y tratamien-
tos farmacoldgicos de la DO que sirvan como base para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas
para pacientes con DO asociada a alteraciones de la sensibilidad orofaringea.
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1. Anatomia de los 6rganos de la deglucion

1.1. Cavidad oral y lengua

Son las estructuras situadas en la primera seccion del tubo digestivo. Intervienen en los procesos de
masticacion, insalivacion, deglucion, degustacion, articulacion del habla y resonancia de la voz (Figura 1).
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Figura 1. Anatomia de la cavidad oral. Imagen reproducida de Standring et al (2008) (1).

« Vestibulo bucal: es el espacio periférico de la cavidad oral delimitado por los labios, las mejillas y los
arcos gingivodentarios. Esta abierto al exterior mediante el labio superior y el inferior que, al encon-
trarse cerrados, forman el sello labial.

« Cavidad bucal: es el espacio central de la cavidad oral delimitada por delante y los laterales por los
arcos gingivodentarios, por arriba por la boveda palatina y por debajo por el suelo de la boca. En su
parte posterior la cavidad bucal estd conectada a la orofaringe por el istmo de las fauces. Los dos ter-
cios anteriores de la boveda palatina estan formados por el paladar duro, compuesto por los huesos
maxilar y palatinos y una capa glandular, y esta recubierto por una capa de mucosa masticatoria. El
tercio posterior de la boveda palatina estd formada por el paladar blando, que es un tabique mus-
culo-membranoso que separa la cavidad bucal de la nasofaringe y marca la frontera entre la nasofa-
ringe vy la orofaringe; esta cubierto por una capa de mucosa de recubrimiento. En su parte posterior,
el paladar blando se extiende centralmente formando la Uvula y lateralmente en cuatro pilares, dos
anteriores (arcos palatoglosos) y dos posteriores del velo del paladar (arcos palatofaringeos).

« Suelo de la boca: superficie delimitada anteriormente por el hueso maxilar y posteriormente por el
hueso hioides. Estd formado por los musculos milohioideos, digastrico y geniohioideos que partici-
pan en la traccion del hioides.
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Figura 2. Anatomfa de la lengua. Imagen adaptada de Standring et al (2008) (1).

« Lengua: 6rgano muscular situado en la parte media del suelo de la boca, formado por musculos
estriados de tipo hidrostatico orientados en distintas direcciones y recubierto en su parte dorsal por
una mucosa especializada que contiene los botones gustativos. La lengua esta formada por tres par-
tes: la base o raiz, el cuerpo y la punta; la base es el tercio de la lengua posterior el surco terminal oV
lingual, el cuerpo es el tercio central de la lengua y la punta es el tercio anterior al frenillo de la lengua.
La lengua se une, a través de la base, al paladar blando por los arcos palatoglosos y a la epiglotis por
los pliegues glosoepigloticos formando la vallécula (Figura 2). Los musculos que forman la lengua
pueden dividirse entre extrinsecos o intrinsecos en funcion de si estan unidos o no a algun hueso
(mandibula, hueso hioides o apdfisis estiloides) y funcionan como un sistema hidraulico. La contrac-
cion y relajacion de los distintos grupos de fibras musculares de la lengua permiten realizar las dife-
rentes variantes de los movimientos de retraccion, proyeccion y articulacion (Figura 3). Los botones
gustativos pueden encontrarse en papilas fungiformes dispersas por todo el cuerpo de la lengua, en
papilas circunvaladas (entre 8 y 12) situadas en el surco terminal o en las papilas foliadas situadas en
los laterales de la base de la lengua. Los botones gustativos perciben los cinco sabores basicos: dulce,
salado, acido, amargo vy el sabor producido por el glutamato y los ribonucleétidos IMP y GMP de los
alimentos, conocido como umami (1,2).
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MOVIMIENTOS DE LA LENGUA -

1) RETRAER 2) PROYECTAR 3) ARTICULAR
Retrusion Protrusion Dorsiflexion

educcion Elongacién Ventroflexion . o
Reduccié ngaci releA Figura 3. Movimientos

de la lengua. Imagen
adaptada de Sanders
etal (2013) (2).

Combinados Combinados Retrofiexion

1.2. Faringe

Es la estructura que forma la segunda seccion del tubo digestivo. Empieza detras de las fosas nasales y
la bocay termina en la laringe y el eséfago. Fisioldgicamente realiza funciones propias tanto del sistema
digestivo como del respiratorio. Anatdmicamente se divide en 3 partes (Figura 4):

« Nasofaringe: es la seccion superior de la faringe conectada a la parte posterior de las fosas nasales a
través de las coanas y que limita por encima del paladar blando con la orofaringe por el istmo de la fa-
ringe. Su funcion principal es respiratoria y fonadora. Durante la deglucion, el velo palatino se levanta
y contacta con la pared posterior de la faringe formando el sello velofaringeo que separa la orofaringe
y la nasofaringe evitando asf la regurgitacion nasal del bolo.

« Orofaringe: es la seccion intermedia de la faringe que limita en la parte superior con el istmo
de la faringe y en la parte inferior con el plano formado por el hueso hioides. Se comunica con
la cavidad oral a través del istmo de las fauces. Su superficie estd cubierta por una mucosa de
recubrimiento. Su funcion principal es la alimentacion y la respiracion, permitiendo el paso de
alimento a través de los canales alimentarios hacia la via digestiva y de aire a través de la laringe
hacia la via respiratoria.

« Laringofaringe: es la seccion baja de la faringe, también conocida como hipofaringe, que limita por
la parte superior con el hueso hioides y por la parte inferior con el cartilago cricoides, a la altura de
la sexta vértebra cervical. En el plano coronal se situa tras la laringe, en paralelo, y presenta forma de
embudo. Su pared anterior contiene el orificio laringeo de forma romboide o eliptica, con la epiglotis
en su parte superiory los pliegues aritenoepigloticos en la parte inferior; debajo se encuentra el seno
piriforme, continuacion de los canales alimentarios de la lengua. Las paredes de la laringofaringe es-
tan formadas por tres capas: la capa que da al lumen es una mucosa de recubrimiento, hay una capa
muscular intermedia con musculos de contraccion lenta que participan en los procesos de respira-

20
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Figura 4. Anatomia de la faringe. Imagen adaptada de Standring et al (2008) (4).
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ciony fonacion, y una capa muscular mas externa con musculos de contraccion rapida que participa
en los procesos de deglucion. Esta Ultima capa muscular estd formada por distintos grupos de muscu-
los que estrechan la faringe al paso del bolo provocando movimientos peristalticos y elevan y acortan

la faringe durante la deglucion (3,4).

1.3. Laringe

Es la estructura anatdomica que forma parte de la via respiratoria y contiene, ademas, el érgano de la
fonacion. Situada en el plano coronal por delante de la laringofaringe, entre la orofaringe y la traquea.
Estd formada por un esqueleto cartilaginoso, articulaciones y ligamentos que unen los cartilagos, los
musculos que los movilizan y esta cubierta por una mucosa respiratoria. Los principales cartilagos que
la forman son el tiroides, el cricoides por debajo, los aritenoides que son dos y reposan sobre el borde
superior del cricoides y la epiglotis, con una superficie de cara al tracto digestivo (cara lingual) cubierta
por mucosa de recubrimiento delimitando las valléculas y otra superficie de cara al tracto respiratorio
(cara laringea) cubierta por mucosa respiratoria. Durante la deglucion, la epiglotis se mueve para cerrar
la entrada a la via aérea gracias a la contraccion del musculo ariepiglético, la presion de la base de la
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lengua y el desplazamiento del hueso hioides hacia arriba y hacia delante; de esta manera la epiglotis
desvia el bolo hacia la laringofaringe, evitando que llegue a via respiratoria y provoque complicaciones
respiratorias.

Internamente la laringe se puede dividir en 3 partes (Figura 5):
+ Vestibulo laringeo (VL): espacio que constituye la entrada de la laringe y acaba en los pliegues ves-
tibulares o cuerdas vocales falsas.

« Ventriculo laringeo: espacio limitado superiormente por los pliegues vestibulares e inferiormente
por las cuerdas vocales verdaderas o pliegues vocales.

 Cavidad infraglética: espacio que va desde los pliegues vocales hasta la traquea (5).

Epiglotis
Hueso hioideo
Pliegue
Vestibulo
= ariepiglético
laringeo; o Membrana
cavidad tirohioidea
supraglética
Tubérculo de Membrana
la ep]g]ohs Guadfaﬁgulﬂl'
o Pliegue Século de laringe
Ventriculo | vestibular
s ol - Cartilago tiroideo
Ventriculo laringeo
Cuerda vocal
Cavidad Figura 5
. . - T. [ite .d ,.
infraglética iroaritenoide Anatomia de la
Sineo laringe. Imagen
elastico; ; ’
BbrAA Cartilago cricoide ad aptgd ade
cricovocal Standring et al
(2008) (5).

1.4. Eséfago

Estructura del tubo digestivo que comunica la faringe y el estbmago. Estd formado por una capa de
musculo liso y estriado cubierto de mucosa. Los primeros 5-7 centimetros de eséfago estan formados
de forma integra por musculo estriado de activacion involuntaria y a medida que se avanza hacia el
estdbmago la proporcion de musculo liso aumenta hasta llegar a ser el Unico tipo muscular que forma el
es6fago mas distal. El eséfago tiene dos valvulas bien diferenciadas:

« Esfinter esofagico superior (EES): zona de alta presion que separa la faringe y el eséfago. Situado a
la altura de la quinta o sexta vértebra cervical, mide de 2 a 4cm de longitud. Formado por el musculo
cricofaringeo, la parte inferior del musculo constrictor faringeo y la parte superior del musculo del
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esofago cervical. Estd cerrado ténicamente para impedir la entrada de aire al tracto digestivo o el
reflujo del esdfago a la faringe. Se abre para permitir la entrada del bolo o la salida de vomito y aire.

« Esfinter esofagico inferior: constituido por musculo liso, aln y no existir una estructura anatdomica
de esfinter, fisiolégicamente ejerce dicha funcion. Tiene una presién basal en reposo que se relaja
cuando se produce una onda peristéltica en el cuerpo esofagico, cuando hay distension esofagica al
paso del bolo y con distension gastrica (6,7).

2. Innervacidn sensorial orofaringea
(Veranexo 1)

2.1. Anatomia de la innervacion sensorial orofaringea

La cavidad oral y la faringe humana estan inervadas por las fibras aferentes de las ramas linguales de los
nervios trigémino (par craneal V) y glosofaringeo (par craneal IX) y algunas fibras aferentes de la chorda
tympani del nervio facial (par craneal VII), las ramas faringeas de los nervios glosofaringeo y vago (par
craneal X), y la rama laringea del nervio vago (Figura 6).

Figura 6. Esquema

de la inervacion de

la orofaringe. Nervio
lingual (NL) en rojo, rama
lingual del glosofaringeo
(L-IX) en azul, plexo
faringeo (Ph-IX'y Ph-X)

Ph-IX en verde, nervio laringeo
Ph-X superior interno (NLSI)
: , ] 5 en amarillo. Imagen
Pared Faringea Pared Faringea
Eaterad ) Postasor. LS Lateral / Posterior adaptada de Alvarez-
NLSI Berdugo et al (2016) (74).
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= 1 - Inervacion de la lengua: La lengua esta iner-

vada por las fibras aferentes de las ramas lin-
guales de los nervios trigémino, facial y glo-
sofaringeo (L-IX). La base de la lengua vy las
papilas estan inervadas por dos de las cuatro
subdivisiones principales de la L-IX. La subdivi-
sion de la L-IX que inerva la mucosa de la base
de lalengua se divide en ramas terciarias y pe-
quenas ramificaciones que se extienden hacia
el eje central de la lengua, donde se unen a
las ramificaciones procedentes del lado con-
trario. La subdivision de la L-IX que inerva las
papilas se divide en ramas laterales y mediales;
mientras las ramas laterales inervan las papilas
foliadas y las papilas caliciformes de los latera-
les, las ramas mediales inervan la mayoria de
las papilas caliciformes de forma ipsilateral. La
papila caliciforme central estd inervada por ra-
mas mediales de las L-IX de ambos lados (8).
El cuerpo y la punta de la lengua estan iner-
vados por el nervio lingual (NL), formado por
la rama lingual del trigémino vy algunas fibras
sensoriales de la chorda tympani. EI NL pene-
tra en la lengua anterior al surco terminal y se
subdivide en ramas mediales y laterales; |as ra-
mas mediales inervan la mucosa ventrolateral
de la lengua, mientras que las ramas laterales
inervan los laterales de la lengua y su punta.
Las fibras aferentes del NL, tanto de la rama la-
teral como de la medial, forman anastomosis
con fibras eferentes del nervio hipogloso que
circula por el centro de la lengua (9). Las fibras
aferentes del NL también forman anastomosis
con las fibras sensoriales de la L-IX del borde
anterior de la base de lalengua (10) (Figura 7).

Figura 7. Lengua humana con tincién de Sihler (arriba). LN =
nervio lingual, HN = nervio hipogloso, GPN = nervio glosofaringeo.
Imagen adaptada de Zur et al (2004) (9).

Detalle de la anastomosis entre los nervios lingual y glosofaringeo
(LN-IX A) (abajo). También se puede observar como el NC IX
(flechas larga) y el nervio lingual (flecha corta) inervan una misma
papila caliciforme (*). Imagen adaptada de Doty et al (2009) (10).
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« Inervacion de la orofaringe: la mucosa orofaringea
estd inervada por las ramas linguales (L-IX) y farin-
geas (Ph-IX) del nervio glosofaringeo y por la rama
faringea del nervio vago (Ph-X). La mucosa amigda-
lar y periamigdalar y la cara lingual de la epiglotis
estan inervados por dos de las cuatro subdivisiones
principales de la L-IX. La subdivision de la L-IX que
inerva las amigdalas y el area periamigdalar se divide
en dos o tres ramas terciarias que rodean la amig-
dala. La subdivision de la L-IX que inerva la epiglotis
también se subdivide en dos o tres ramas terciarias;
una de ellas inerva la mucosa de la cara lingual de la
epiglotis y las otras forman anastomosis con la rama
superior del nervio laringeo superior interno (NLSI).
Las paredes laterales y posterior de la faringe, inclu-
yendo los pilares palatofaringeos o posteriores, estan
inervadas por las tres subdivisiones de la Ph-IX junto

: a las fibras sensoriales de la Ph-X; estos dos grupos de

i *‘ = ‘t? fibras sensoriales forman un denso plexo nervioso en

|]|_,‘*
~ s la mucosa de esta region (8) (Figura 8).

:br. }i

Figuras 8. Preparacién con tincién de Sihler para observar la inervacion de la mucosa orofaringea (arriba). La mucosa de la pared faringea
posterior (PPW) ha sido cortada por la mitad. ISLN = nervio laringeo superior interno, E = epiglotis, PT = lengua posterior, T = pilar amigdalar,
VP = papilas caliciformes, FP = papilas foliadas, LPW = pared faringea lateral.

Detalle de la inervacién de la rama lingual del NC IX (abajo). El L-IX se divide en cuatro ramas: amigdalar (1), epiglética (2), base de la lengua
(3),y papilar (4). La rama papilar se subdivide en las ramas media (M) y lateral (L).
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« Inervacion de la laringe y la hipofaringe: la mucosa hipofaringea esta inervada por la rama larin-
gea del nervio vago, el NLSI. EI NLSI penetra la membrana tirohioidea y se subdivide en tres ramas.
La cara laringea de la epiglotis esta inervada por la rama superior del NLSI, que penetra la epiglotis
por ambos lados a través del pliegue ariepiglético y se subdivide en pequefas ramificaciones que
forman una densa red con las ramificaciones que llegan de ambos lados. El pliegue ariepigldtico, el
vestibulo laringeo y las cuerdas vocales estan inervados por la rama media del NLSI que se subdivide
para formar una red de pequefas ramificaciones interconectadas bajo la mucosa. El resto de la hipo-
faringe esta inervada por la rama inferior del NLSI, la de mayor didmetro y con una distribucion mas
compleja:inerva los cartilagos aritenoides con sus subdivisiones superiores, inerva la regién posterior
de los aritenoides y los musculos interaritenoides con sus subdivisiones intermedias, e inerva la mu-
cosa de la pared anterior de la hipofaringe con sus subdivisiones inferiores (11,12) (Figura 9).

Figuras 9. Preparacién con tincion de Sihler para observar la
distribucién del nervio laringeo superior interno (NLSI) (arriba).

E = epiglotis, S = rama superior del NLSI, M = rama media del NLSI,
| = rama inferior del NLSI.

Detalle de la distribucién de la rama inferior del NLSI (izquierda).
PG = pared posterior de la glotis, A = aritenoides, IA = musculo

interaritenoide, RLN = nervio laringeo recurrente, SM = mucosa
subglotica.

Iméagenes reproducidas de Sanders y Mu (1998) (12).
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2.2. Histologia de la mucosa orofaringea

Las estructuras de la cavidad oral, la orofaringe y la hipofaringe estan cubiertas, segun su funcion, por
tres tipos de mucosa (Figura 10):

L Stratum comeum |
[ =] [ ) ‘

“J\. Capa superficial
rmmmgmlnsum = = = [
@ © © o o ® © 6 o ¢
» Stratum spinosum » Capa intermedia
o o o ele | ©o o o 0 o
S
T pooeonn --
/ 4
> Memb basal > basal
N |
' Submucosa | Submucosa

Figura 10. Estructura de la mucosa orofaringea. Representacion esquematica de los dos tipos de epitelio que cubren la orofaringe. (A) Epitelio
paraqueratinizado (B) Epitelio no queratinizado. Imagen adaptada de Alvarez-Berdugo et al (2016) (74).

« Mucosa masticatoria: cubierta por un epitelio estratificado paraqueratinizado y con una submucosa
muy fina, recubre estructuras duras que soportan elevadas fuerzas de tension y estiramiento, como
las encias o el paladar duro.

« Mucosa de recubrimiento: cubierta por un epitelio estratificado no queratinizado y con una submu-
cosa gruesa, a veces dividida por una lamina propia, este tipo de mucosa recubre el resto de estruc-
turas del tubo digestivo en orofaringe y cavidad oral, a excepcion de la lengua y el paladar blando.

« Mucosa especializada: recubre el dorso y laterales de la lengua y el paladar blando. Contiene papilas
filiformes cubiertas por epitelio estratificado paraqueratinizado y papilas fungiformes, caliciformes y
foliadas cubiertas por epitelio estratificado no queratinizado; esas estructuras cubiertas por epitelio
no queratinizado estan especializadas en la percepcion del gusto a través de los botones gustativos.

En todos estos tipos de mucosa, la submucosa estd formada por tejido conectivo que contiene en sus
capas mas profundas las fibras nerviosas y los vasos sanguineos mas gruesos. Las fibras nerviosas mas
finas viajan a las capas mas superficiales formando asas capilares y filamentos nerviosos que inervan los
elementos papilares de la mucosa, alcanzando la ldmina basal y atravesandola en algunos casos (13,14).

2.3. Estructuras especializadas de la inervacion sensorial orofaringea

Los nervios sensoriales de la mucosa orofaringea perciben principalmente estimulos quimicos (gusto
y sustancias pungentes), térmicos y mecanicos. El gusto es percibido a través de las fibras de la chorda
tympani del par craneal VIl que viajan en el nervio lingual por los dos tercios anteriores de la lenguay a
través de las fibras de la rama lingual del glosofaringeo que inervan las papilas caliciformes y foliadas del
surco terminal y la base de la lengua respectivamente. Los estimulos mecanicos, térmicos, quimicos (no
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gustativos) y dolorosos se perciben en la cavidad oral y la orofaringe a través de las ramas correspon-
dientes de los pares cranealesV, IX y X. La percepcion de todos estos estimulos se realiza a través de las
siguientes estructuras especializadas que se encuentran en la mucosa (Figura 11):

Figura 11. Estructuras sensoriales
de la orofaringe. A) Corpusculo de
Meissner. B) Células de Merkel. C)
Corpusculo de Pacini. D) Corpusculo
de Krause. E) Terminal libre. F) Boton
gustativo. Imagen reproducida de
Alvarez-Berdugo et al (2016) (74).

« Botones gustativos: son las estructuras que permiten distinguir los cinco sabores basicos que confor-
man el sentido del gusto: salado, dulce, acido, amargo y umami. Se encuentran sobre las papilas fungi-
formes de los dos tercios anteriores de la lengua y del paladar blando y en los pliegues de las papilas
caliciformes y sobre las papilas foliadas de la base de la lengua. Los botones gustativos de las papilas
fungiformes estan inervados por las fibras sensoriales del nervio facial contenidas en el nervio lingual.
Los botones gustativos de las papilas caliciformes y foliadas estan inervadas por las fibras sensoriales de
la rama lingual del nervio glosofaringeo. Los botones gustativos son estructuras con forma de bulbo for-
madas por células epiteliales especializadas (15,16); estas células fueron clasificadas inicialmente como
tipo |, Il'y Il en funcion de su morfologia (17), pero mas tarde se identificd una funcion especifica para
cada uno de estos tipos celulares. Las células de tipo | son las mas abundantes (50-75% del botén) y dan
soporte celular al resto de tipos celulares (18); ademas se sospecha que estan implicadas en la transduc-
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ciondel sabor salado (19). Las células de tipo Il estan implicadas en la transduccion de los sabores umami,
dulce y amargo, en funcion del receptor especializado que expresen (20,21). Las células tipo Il estable-
cen unién sindptica con los terminales nerviosos que inervan el botén gustativo (22) y estan implicadas
en la transduccion del sabor acido y salado (21). Todas estas células estdn comunicadas, de manera que
las células tipo | dan soporte a las funciones de percepcion y comunicacion sindptica de las células tipo
'y 11l; las células de tipo Il son las que perciben los gustos de forma fina y transmiten la sefal a las células
de tipo lll, que finalmente transmitiran la informacion del estimulo al terminal nervioso (18). El terminal
nervioso, independientemente de qué par craneal provenga, penetra la ldmina basal del epitelio y se
ramifica en diversas extensiones que envuelven las células tipo Il formando asi una sinapsis (22,23).

Corpusculos de Meissner: son estructuras que permiten percibir estimulos mecanicos suaves sin
componente doloroso. Se encuentran agrupados dentro de las papilas, dispuestos en distintas di-
recciones; la intensidad del estimulo que perciban dependera de la orientacion de cada corpusculo
respecto al estimulo mecanico. Estan inervados por grupos de una a tres fibras nerviosas mielinizadas
que pierden su vaina de mielina tras entrar al corpusculo y pueden formar ramificaciones o presentar
forma discoide dentro del corpusculo. Los terminales axonales se encuentran envueltos por varias
capas de lamellas separadas por interespacios de fibras de coldgeno y emiten proyecciones cito-
plasmaticas que atraviesan las lamellas mas internas para contactar con las fibras de coldgeno. Los
corpusculos estan recubiertos por una capsula de colageno que los mantiene separados de la ldmina
basal del epitelio (24-26) (Figura 12.A).

Corpusculos de Pacini: son estructuras que permiten percibir estimulos mecanicos profundos sin
componente doloroso. Se encuentran en la zona profunda de la submucosa. Estan inervados por una
Unica fibra nerviosa mielinizada que recorre el corpusculo en linea recta. Los corpusculos de Pacini
son estructuras lamelares (27,28).

Células de Merkel: son estructuras que permiten percibir los estimulos mecanicos mas suaves sin com-
ponente doloroso. Se encuentran solas o en grupo en la capa basal del epitelio, siempre unidas a la 1a-
mina basal. Estan inervadas por terminales axonales que penetran la ldmina basal tras perder su vaina de
mielina; cada célula de Merkel tiene su extremo basal recubierto por un terminal nervioso en forma de
menisco. Las células de Merkel presentan granulos en su extremo basilar y en su extremo apical emiten
protuberancias citoplasmaticas que contactan con las células epiteliales contiguas (29-32) (Figura 12.D).

Corpusculos de Krause: también conocidos como corpusculos bulboides, son estructuras que per-
miten percibir tacto ligero y estimulos frios. Se encuentran en el espacio papilar y estan inervados
por grupos de una a tres fibras nerviosas mielinizadas o no mielinizadas; en caso que fibras de ambos
tipos penetren un mismo corpusculo, éstas nunca entran en contacto. Las fibras mielinizadas pierden
su vaina de mielina antes de entrar al corpusculo y lo recorren en forma de espiral mientras se ramifi-
can en diversos terminales axonales. Los corpusculos de Krause son estructuras bulboides recubiertas
por una capsula formada por una capa de fibroblastos y fibras de colageno (33,34) (Figura 12.B).

Terminaciones libres: estructuras que perciben dolor y estimulos quimicos y térmicos. Se ramifican
y alcanzan la lamina basal del epitelio, donde forman varicosidades justo bajo la ldmina basal; estas
varicosidades estan cubiertas por células de Schwann que estan estrechamente unidas a la ldmina
basal y, en algunos casos, la ldmina basal y las células de Schwann se vuelven mas finas y permiten
que el terminal axonal penetre el epitelio para llegar a capas mas superficiales. Aln vy asi, las fibras
nerviosas intraepiteliales son poco frecuentes en la mucosa orofaringea. Generalmente formadas por
fibras nerviosas de tipo Ad y C (32,35,36) (Figura 12.C).
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Figura 12. Microfotografias obtenidas con microscopio electronico de transmision de las estructuras sensoriales de la orofaringe. A)
Corpusculos de Meissner en papilas fungiformes de mono x3000; imagen reproducida de Toyoshima et al (1987) (31). B) Corpusculo de Krause
en mucosa oral humana x10000; imagen reproducida de Chouchkov (1973) (33). C) Terminales libres en contacto con la ldmina basal en
mucosa de epiglotis humana x15000; imagen reproducida de Chiba et al (1985) (36). D) Células de Merkel en mucosa de encia humana x3250;
imagen reproducida de Hashimoto (1972) (30).
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3. Fisiologia de la deglucion

3.1. Respuesta Motora Orofaringea (RMO)

Las estructuras del tracto aerodigestivo superior tienen dos funciones fisioldgicas basicas: la respiracion
y la deglucién. Los movimientos coordinados que permiten reconfigurar estas estructuras de la orofa-
ringe durante la deglucién para proteger la via respiratoria y configurar una via digestiva se denomina
respuesta motora orofaringea (RMO), y tienen como objetivo permitir la transferencia del bolo de la
boca al esdfago de forma segura y eficaz y recuperar de nuevo la via respiratoria (37-39) (Figura 13).
Este proceso complejo puede dividirse en tres fase secuenciales(40):

Soft palate

Figura 13. Vistas laterales de la cabeza y el cuello mostrando la progresién del bolo por la cavidad oral y la faringe. Imagen reproducida de
Logemann (2010) (39).

« Fase oral: se puede dividir en dos subfases, la preparatoria y la propulsora. La fase oral preparatoria
es totalmente voluntaria y tiene como objetivo principal la formacién del bolo a través de acciones
voluntarias como la masticacion; durante esta fase, la mandibula y la parte anterior de la lengua des-
cienden y se abren los labios permitiendo la introduccién del alimento en la cavidad oral, posterior-
mente, mediante la masticacion los solidos son disgregados y molidos. La masticacion se caracteriza
por movimientos ciclicos de la mandibula que se sincronizan con el transporte del alimento por la
lengua vy los carrillos hacia los molares. Durante esta subfase la parte posterior de la lengua esta en
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contacto con el paladar blando formando asi el sello glosopalatino que evita que el bolo caiga a la
orofaringe. La saliva juega un papel clave durante este proceso gracias a su capacidad de hidratar y
lubricar, y a la enzima a-amilasa que inicia la digestion del alimento formando asi el bolo alimenticio
(41). La fase oral propulsora es también voluntaria y su objetivo principal es propulsar el bolo con la
lengua a la orofaringe; durante esta fase la parte anterior de la lengua presiona contra el paladar duro
para colocar el bolo en la parte posterior de la cavidad oral, al mismo tiempo, los bordes de la lengua
se elevan para impedir que el bolo se deslice por los laterales de la cavidad oral. De esta forma el bolo
se mueve en direccion antero-posterior hacia la orofaringe mientras se eleva el paladar blando para
abrir el sello glosopalatino y cerrar la nasofaringe. Una vez el bolo llega a la orofaringe se vuelve a
cerrar el sello glosopalatino para evitar que el alimento vuelva a la cavidad oral (40).

« Fase faringea: se produce tras la fase oral y es totalmente involuntaria; incluye la RMO. Comienza con
la entrada del bolo en la faringe y finaliza cuando el bolo sale por el esfinter esoféagico superior. Se
inicia por la estimulacion de las aferencias faringeas que envian informacion al sistema nervioso cen-
tral (SNC) donde se desencadena la RMO. Los cambios provocados por la RMO tienen como objetivo
reconfigurar las estructuras de la orofaringe para que pasen de ser una via respiratoria a ser una via
digestiva que permita la transferencia del bolo de la boca al eséfago y su posterior recuperacion de
la via respiratoria. Estos cambios se logran gracias a la apertura y cierre coordinado del sello glosopa-
latino, el sello velofaringeo, el VL y el EES (42,43). La fase faringea se inicia con la llegada del bolo a la
orofaringe, justo después del cierre del sello glosopalatino, y con el movimiento de la pared posterior
de la faringe para formar el sello velofaringeo, cerrando asf la nasofaringe para evitar regurgitaciones
nasales. De forma sincronizada, se produce la aduccion de las cuerdas vocales y los aritenoides para
cerrar la via respiratoria. Ademas, los pliegues aritenoides se aproximan hasta contactar con la base de
la epiglotis y se produce una retroflexion de la epiglotis a causa de la presion pasiva de la base de la
lengua y la contraccion activa de los musculos ariepigloticos que acaban de cerrar el VL evitando que
el alimento pueda llegar a la laringe. También el hioides y la laringe se mueven anteriormente y hacia
arriba gracias a los musculos suprahioideos y longitudinales de la laringe, haciendo que la entrada
de la laringe se sitUe bajo la base de la lengua, evitando asi la trayectoria del bolo alimentario. Todos
estos movimientos contribuyen ademas al acortamiento y expansion del espacio hipofaringeo y a la
apertura y elevacion del EES, facilitando asi el paso del bolo hacia el eséfago (42-44).

« Fase esofagica: es una fase involuntaria controlada por el sistema nervioso entérico que empieza
cuando el bolo pasa por el EES y se caracteriza por la peristalsis primaria esofagica vy la relajacion del
esfinter esofagico inferior que permite el transporte del bolo al estdmago (45).

3.2. Neurofisiologia de la deglucién

Para llevar a cabo la RMO de forma coordinada se requiere la interaccion y conexion precisa de diversas
areas y elementos del SNC y del sistema nervioso periférico. También se requiere la integridad estruc-
tural de la orofaringe y la laringe, el correcto funcionamiento de treinta pares musculares y la perfecta
coordinacion con el sistema respiratorio.

En la deglucion intervienen los receptores periféricos que captan los estimulos sensoriales del bolo
alimenticio, generando la informacion que viajara a través de los nervios aferentes (pares craneales V,
VII, IX'y X) hacia el centro de la deglucién (Central pattern generator, CPG), situado en el nucleo del tracto
solitario (NTS) del bulbo raquideo en el tronco encefdlico, y hacia las dreas somatosensoriales de la cor-
teza correspondientes que procesaran estos estimulos. Con la participacion de estructuras subcorticales

32



Introduccion

como la amigdala y los ganglios basales, se enviara informacion de la respuesta motora al CPG que in-
tegraran la informacion sensorial y motora para coordinar, junto al cerebelo, la RMO, que se ejecutara a
través de las motoneuronas de los pares craneales V, VII, IX, X, Xl 'y XII (46) (Figura 14).

Figura 14.Via sensorial e integracion de la respuesta sensorial. Imagen adaptada de Alvarez-Berdugo et al (2016) (74).

La neuroanatomia de la deglucion implica diversas areas corticales del cerebro como el giro precentral
e inferior frontal y otras regiones adyacentes a la fisura silviana y el cortex lateral y precentral, todas im-
prescindibles para el control voluntario de la fase oral y parte de la fase faringea de la deglucién (47). Se
ha demostrado con estudios de magnetoencefalografia (MEG) y estimulacién magnética transcraneal
(TMS) que en individuos sanos la deglucion activa de forma bilateral y asimétrica diferentes dreas cor-
ticales, lo que implica la existencia de un hemisferio dominante para este proceso independiente de la
mano dominante (48,49). Esta lateralizacion explica los diferentes grados de afectacion de la deglucion
en pacientes con ictus unilaterales hemisféricos y las diferencias entre patrones de recuperacion en la
fase cronica, ya que la DO se producirfa cuando el ictus afecta al hemisferio dominante para la deglucion.

En el bulbo raquideo del tronco encefalico se encuentra el CPG, que esté formado por dos grupos de in-
terneuronas bien intercomunicadas entre ellas: el Dorsal Swallowing Group (DSG) y el Ventral Swallowing
Group (VSG). El DSG esta situado en el NTS y presenta una respuesta sindptica de latencia muy corta y
estable (1-2ms) que se corresponde a una via de conexién monosinaptica con las neuronas aferentes.
EI'VSG esta situado en la cara ventrolateral del bulbo, por encima del nicleo ambiguo y presenta una
respuesta sinaptica que requiere varios pulsos para iniciar la respuesta (7-12ms), sugiriendo que se trata
de una via polisindptica (38). Las neuronas del DSG integran la informaciéon procedente de la periferia
y de las estructuras corticales y subcorticales para, llegados al umbral de activacién, generar el patrén
motor deglutorio; entonces las neuronas del DSG activan a las del VSG para que distribuyan la RMO

33



Caracterizacion de nuevas dianas terapéuticas para el tratamiento farmacoldgico de la disfagia orofaringea asociada a enfermedades neuroldgicas y al envejecimiento

entre los diferentes nlcleos motores (38) que controlan los musculos deglutorios. Los nucleos motores
de la deglucion se encuentran en la protuberancia del tronco encefdlico (trigémino y facial), en el bulbo
raquideo (nucleo ambiguo e hipogloso) y en la medula espinal cervical (C1-C2). De estos nucleos surgen
las motoneuronas de los pares craneales V, VII, IX, X, XI'y X'y los nervios espinales cervicales altos (C1, C2
y C3) que forman el asa cervical.

Durante la fase oral y en el proceso de masticacion intervienen musculos del grupo facial inervados por
el par craneal VII, musculos masticatorios inervados por el par craneal V'y musculos del movimiento de
la lengua inervados por el par craneal XII. En la fase faringea de la deglucién intervienen los musculos
suprahioideos inervados por los pares craneales V, VIl y Xll 'y los infrahioideos inervados por el asa cervi-
cal, también los musculos del paladar blando, faringe y laringe inervados por el plexo faringeo formado
por los pares craneales IX y X. Todos los musculos intrinsecos de la laringe estan inervados por moto-
neuronas que tienen sus somas localizados en el nticleo ambiguo y que forman parte de la rama inferior
laringea del nervio recurrente laringeo (par craneal X) (40).

4. Disfagia Orofaringea

4.1. Descripcion

Del griego dificultad (dys) al tragar (phagia), la DO es un sintoma que se refiere a la dificultad o molestia
para formar y/o mover el bolo alimenticio de la boca al eséfago y puede incluir aspiraciones traqueo-
bronquiales (50). La DO esta reconocida por la International Classification of Diseases (ICD) de la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS) como un trastorno del sistema digestivo por los cédigos 787.2 (ICD-9)
y R13.1 (ICD-10) (51). Esta subdividida en 787.21 Disfagia, fase oral; 787.22 Disfagia, fase orofaringea;
787.23 Disfagia, fase faringea; 787.24 Disfagia, fase faringoesofagica; 787.29 Otra disfagia. Este codigo se
puede completar con sufijos sila DO es secuela de un ictus (cédigo 169.3).

4.2. Prevalencia

En el caso de la DO asociada a alteraciones neurofisioldgicas de la RMO, los principales fenotipos afecta-
dos son ancianos, pacientes que han sufrido un ictus, pacientes con enfermedades neurodegenerativas,
distrofias musculares y pacientes con enfermedades o secuelas de tratamientos otorrinolaringolégicas.
En la actualidad, la DO estéd generalmente infradiagnosticada y su prevalencia varfa en funcion del mé-
todo de deteccion utilizado (cribado o diagnéstico clinico o instrumental).

La prevalencia de DO en los pacientes ancianos varfa en funcion del fenotipo del paciente (ancianos
robustos, pre-fragiles y fragiles) y de la situacion clinica del paciente (independiente en la comunidad,
hospitalizado, dependiente institucionalizado en residencia geriatrica). La elevada prevalencia entre
esta poblacion se debe a dos factores principalmente: 1) al propio proceso de envejecimiento, que
causa alteraciones en la fisiologia deglutoria y en la RMO; y 2) la alta prevalencia de enfermedades neu-
rologicas y neurodegenerativas que estan directamente relacionadas con la edad del individuo y son
por si mismas un factor de riesgo para padecer DO (52). En pacientes ancianos de la comunidad se ha
determinado una prevalencia del 11,4% - 33,7% segun cuestionarios de cribado (53-57) y de un 23%
mediante exploracion clinica (58). En pacientes ancianos ingresados en una unidad de geriatria aguda,
la prevalencia de signos clinicos de DO es del 29,4% - 47% (59,60). En pacientes institucionalizados se
encontro una prevalencia del 40% con cuestionarios de cribado (61) y del 38% - 51% con métodos de
diagndostico clinico (61,62).
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Respecto a las enfermedades neuroldgicas y neurodegenerativas, la prevalencia de DO puede variar en
funcion de la fase de la enfermedad en la que se encuentre el paciente y de la presencia de otros facto-
res, como la edad, que puedan aumentar el riesgo de alteraciones en la deglucién. La prevalencia de DO
en pacientes con Alzheimer o demencia es del 57%-84% segun métodos de diagndstico instrumental
(63-65); del 82% en pacientes con Parkinson evaluados instrumentalmente (66); y en pacientes que ha
sufrido un ictus es del 64% - 78% en la fase aguda y del 40% - 81% en la fase cronica segun métodos
instrumentales (67).

4.3. Fisiopatologia

Se han descrito dos tipos de alteraciones en la fisiologia de la deglucién en pacientes ancianos, de ictus
y enfermedades neurodegenerativas: alteraciones en la biomecanica de la RMO y alteraciones en la
sensibilidad orofaringea.

Desde un punto de vista biomecanico, la deglucién de una persona sana tiene una duracion de entre
600y 1000ms; ademas, el tiempo de reaccion de la musculatura submental es rapido (68), y su RMO es
corta (<740ms), con un cierre del VL (<160ms) y del EES (<220ms) rapidos, una alta velocidad del bolo
(>35cm/s) y una intensa fuerza lingual de propulsion (>0,33mJ) (69). En cambio, la RMO en pacientes
con disfagia esta alterada, especialmente aquellos con disfagia neurogénica (45,68,69). Estos pacien-
tes presentan un tiempo de reaccion de la musculatura submental prolongado (68) y un retraso de
la fase inicial de la deglucién (reconfiguracion de la via aérea a digestiva) que alarga la duracién de la
RMO. Ademas, el tiempo de cierre del VL y del EES es el doble que en personas sanas, lo que aumenta
la posibilidad de que sufran degluciones no seguras y aspiraciones (45,69) (Figura 15). También se ha
observado como presentan una menor velocidad del bolo (<10cm/s) debido a que presentan una pro-
pulsion lingual mas débil (<0,14mJ), lo que provoca una mayor presencia de residuo orofaringeo tras la
deglucion, siendo asi degluciones con eficacia alterada (69).
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Figura 15.Tiempos de la RMO en voluntarios sanos (izquierda) y en pacientes con DO (derecha). Imdgenes reproducidas de Clavé et al (2006)
(69).

En estudios de sensibilidad orofaringea realizados en personas de distintas edades estimulando con
pulsos de aire el drea inervada por los pares craneales IX y X, se determiné que el umbral de sensibilidad
en adultos de entre 20 y 40 anos es de 2,07 + 0,20mm Hg, en adultos de entre 41 y 60 anos es de 2,22
+ 0,34mm Hg y para mayores de 61 anos es de 2,68 + 0,63mm Hg, con un coeficiente de correlacion
entre la edad vy la sensibilidad orofaringea de r =0,62 (p < 0,0001), mostrando asi que el umbral de
sensibilidad en mayores de 61 afios es significativamente mayor que en menores de 60 (70). Se han
realizado estudios similares en pacientes con ictus (unilateral o bilateral, supratentorial o infratentorial)
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mostrando un aumento significativo del umbral de sensibilidad en la hipofaringe (6,05 + 1,22mm Hq)
que correlaciona con una mayor prevalencia de aspiraciones silentes en estos pacientes (71). También
se ha observado esta correlacion entre un umbral de sensibilidad faringea elevado y mayor riesgo de
aspiraciones en pacientes con enfermedad de Parkinson (72). En estudios con potenciales evocados
sensoriales faringeos nuestro grupo ha observado cémo el umbral de percepciéon sensorial en ancianos
de un estimulo eléctrico intrafaringeo era casi el doble que en individuos jévenes y ademas la amplitud
de los diferentes picos del potencial sensorial registrado por EEG era menor. Al estudiar con potenciales
evocados a ancianos con DO se ha observado ademas un incremento en la latencia. Estas observacio-
nes estan relacionadas con una peor conexion faringo-cortical y con patrones de activacion cortical
alterados (73) (Figura 16). En todos estos estudios de sensibilidad también se ha observado una RMO
alterada, resaltando la estrecha relacion entre la percepcion sensorial orofaringea y un correcto control
motor de la respuesta deglutoria (74).
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Figura 16. Potenciales sensoriales evocados faringeos. Imagen adaptada de Rofes et al (2017) (73).

A nivel clinico, estas alteraciones de la fisiologia deglutoria se traducen en dos tipos de alteraciones de
la funcion deglutoria: 1) alteraciones de la eficacia y 2) alteraciones de la seguridad.

- Alteraciones de la eficacia: se caracterizan por la incapacidad o dificultad para transportar el bolo
alimentario debido a baja fuerza de propulsién de la lengua y mal control muscular de los musculos
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orofaringeos, lo que lleva a la aparicion de residuo orofaringeo (75). Las alteraciones de eficacia pue-
den causar malnutricion y/o deshidratacion, ya que los pacientes no pueden ingerir eficazmente los
nutrientes y liquidos necesarios para mantener un estado hidrico y nutricional éptimo. La malnutricion
puede provocar disfuncionalidad, sarcopenia, alteraciones inmunitarias, deterioro de la cicatrizacion
de las heridas, hipovolemia, fragilidad y mayor mortalidad (76). Se ha demostrado que hay una fuerte
relacion entre DO y malnutricion entre los ancianos, con un riesgo de malnutricion del 21.7% entre
aquellos ancianos con DO que viven en la comunidad (77), del 30-45% entre los que estan hospitaliza-
dos (60,78) o del 32% entre ancianos institucionalizados (79,80). También en enfermedades neurode-
generativas, como el Parkinson, se ha observado que la presencia de DO podria estar asociada a peor
estado nutricional de estos pacientes (81).

« Alteraciones de la seguridad: se caracterizan por la entrada de parte del bolo en la via respiratoria
en forma de penetraciones del VL o aspiraciones a través de las cuerdas vocales debido a un retraso
del cierre del VL. Las alteraciones de la seguridad pueden causar infecciones respiratorias de las vias
bajas y neumonia aspirativa. Cuando estos aspiran saliva, liquido o bolo alimenticio colonizado por
patdgenos respiratorios, éstos llegan a la via respiratoria causando una infeccion pulmonar que puede
originar una neumonia por aspiracion (82,83). Se considera que las aspiraciones en ancianos pueden
causar neumonia en el 50% de los casos con una mortalidad asociada del 50% (84). Se ha observado
que hasta al 10% de los ancianos de la comunidad y hasta al 30-50% de ancianos institucionalizados
ingresados en un hospital por una neumonia se les diagnostica neumonia aspirativa (84,85). En pacien-
tes con ictus hasta el 20% acabara desarrollando neumonia aspirativa durante los primeros dias del
accidente cerebrovascular y ésta serd la primera causa de muerte en estos pacientes durante primer
ano tras el alta hospitalaria (84,86).

5. Tratamiento de la disfagia orofaringea

5.1. Practica clinica habitual

Actualmente, la practica clinica habitual para el manejo y tratamiento de pacientes con disfagia se
basa en la compensacion de los sintomas clinicos de la disfagia y sus complicaciones derivadas. Por un
lado, se adapta nutricionalmente la dieta de los pacientes para evitar la malnutricion y deshidratacion
que causan las alteraciones en la eficacia de la deglucion a la vez que se rehabilita la funcion degluto-
ria con ejercicios rehabilitadores de logopedia. Por otro lado, se modifica la viscosidad de los liquidos
con espesantes y la textura de los alimentos para evitar las penetraciones y aspiraciones provocadas
por las alteraciones en la seguridad de la deglucion (69). El mecanismo por el cual los espesantes me-
joran la seguridad de la deglucion es ralentizar la caida del bolo a la faringe para dar tiempo a que se
cierre el vestibulo laringeo, pero esto también aumenta la cantidad de residuos orales y faringeos que
quedan tras la deglucién. También se recomiendan posturas y maniobras que reduzcan el riesgo de
aspiracion.

En los Ultimos afos también se ha visto cdmo una mala higiene oral aumenta el riesgo de infecciones
respiratorias de las vias bajas en pacientes con disfagia moderada o severa, ya que la flora bacteriana de la
boca es la que en Ultima instancia llega a los pulmones en caso de aspiracion; por lo tanto, es importante
mantener una buena higiene oral en pacientes con disfagia.

A pesar que estos tratamientos y medidas compensan los sintomas de la disfagia orofaringea, no hay
evidencias que indiquen que con ellos se mejore la fisiologia de la deglucién y, por lo tanto, no se esta
tratando especificamente la enfermedad.
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5.2. Nuevos tratamientos sensoriales

Desde hace algunos anos, se han comenzado a desarrollar nuevas estrategias de tratamiento activo de
la DO basadas en incrementar las estimulacion sensorial orofaringea; de esta manera se espera com-
pensar la pérdida de sensibilidad orofaringea que causa las alteraciones en la seguridad de la deglucion.
Entre las estrategias que se han seguido se ha probado la estimulacién mecanica, térmica, eléctrica y
quimica de la orofaringe (87).

La estimulacion orofaringea puede realizarse antes de la deglucion o durante la deglucién y su objetivo
es sensibilizar la region para que haya una mejor percepcion sensorial del bolo y asi propiciar una co-
rrecta activacion de la RMO.

En algunos estudios, incluso se ha observado que, ademas del efecto puntual, algunos de estos trata-
mientos tienen un efecto a medio y largo plazo gracias a que promueven la plasticidad cortical , aumen-
tando asi la representacion cortical de las dreas involucradas en la degluciéon gracias a la estimulacion
sensorial orofaringea. Ademas, los cambios en los patrones o frecuencias de estimulacién periférica pue-
den llevar a cambios en las neuronas del nucleo del tracto solitario, como el aumento de la excitabilidad
de estas neuronas 0 una mayor presencia y liberaciéon de neuropéptidos que contribuirfan a mejorar la
RMO (88).

5.3. Tratamiento sensorial mecdanico y térmico

La estimulacion mecanica y térmica fue cronolégicamente la primera que se utilizd en pacientes con
DO. Es conocido que la region que mejor activa la respuesta deglutoria por estimulo mecanico se en-
cuentra cerca de los pilares posteriores (89) y diversos grupos han aplicado estimulos mecanicos o me-
canico-térmicos a esta region para mejorar la deglucion en pacientes con disfagia neurogénica. Se ha
comprobado que la combinacion de estimulo mecanico y frio sobre esta regidon con una sonda metalica
es la mas eficiente para inducir la deglucion (90); tratar a pacientes con disfagia neurogénica con este
método mejora la activacion de la RMO (91), reduciendo los tiempos de transito faringeo y mejorando el
retraso de la fase faringea en pacientes con Parkinson (92). También se han utilizado pulsos de aire para
estimular mecdnicamente la orofaringe en pacientes de ictus con disfagia, consiguiendo mejoras en la
velocidad de deglucion 'y en la frecuencia espontdnea de la deglucién de estos pacientes (93).

El uso de estimulo térmico por si solo también se ha mostrado como una estrategia terapéutica eficaz
en el tratamiento de pacientes con disfagia. Cambiando la temperatura del bolo a 10-20°C 0 60-80°C, es
decir, por encima o por debajo de la temperatura corporal, se ha conseguido acelerar el inicio de la RMO
y asi tratar la disfagia de pacientes ancianos con neumonia aspirativa (94).

Se considera que el efecto terapéutico de estas estrategias se debe principalmente a la sensibilizacion
de los receptores mecanicos y térmicos localizados en los pilares posteriores (95), aunque, en el caso de
la estimulacion mecénica, también puede haber un efecto de plasticidad y neuromodulacion ligado a
la induccion repetida de la deglucion, lo que llevaria a una reorganizacion neuronal en los centros de la
deglucion (93).

5.4. Tratamiento sensorial eléctrico. Estimulacion eléctrica intrafaringea y transcutanea

Estudios en animales han demostrado que ademas del nervio Ph-IX que inerva los pilares posteriores,
el NLSI también juega un papel importante en la activacion de la respuesta deglutoria y es una diana
importante en la induccion de respuesta deglutoria con estimulo eléctrico, mientras que la estimulacion
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de la L-IX parece tener un efecto inhibitorio y la estimulacion de Ph-X no parece tener efecto significativo
(96). También se ha observado que la estimulacién de la Ph-IX'y del NLSI de forma simultanea tiene un
efecto mayor que la estimulacion de cada uno de estos por separado (97). Se considera que el efecto
del estimulo eléctrico se produce a través de canales iénicos voltaje-dependientes de estos nervios,
que trasladaran la sefal a areas superiores del sistema nervioso induciendo asi el inicio de la respuesta
deglutoria.

A partir de estos estudios con animales se han desarrollado dos tipos de estimulacion eléctrica como
tratamiento de la DO:

« Estimulacion eléctrica intrafaringea: esta técnica se basa en la aplicacion de corrientes eléctricas
con una frecuencia de 5Hz durante 10 minutos a través de electrodos situados en una sonda intra-
faringea. Se ha probado en pacientes con disfagia en la fase aguda del ictus, a los que se les aplicd
este tratamiento durante 3 dias, y se ha observado como se producia una reduccion significativa del
tiempo de RMO y de la prevalencia de aspiraciones, consiguiendo asi mejorar el nivel nutricional del
paciente y reducir el tiempo de estada hospitalaria (98,99). Ademas del efecto clinico también se ob-
servé una mayor excitabilidad corticobulbar y una mayor representacion topografica de la faringe en
el hemisferio no dafiado por el ictus (98).

« Estimulacion eléctrica transcutdnea: esta técnica se basa en la aplicacion de corrientes eléctricas
con una frecuencia de 80Hz durante 1 hora al dia a través de electrodos cutdneos similares a los
utilizados en la estimulacion muscular, colocados sobre el cuello. Tanto la aplicacion de corrientes a
intensidad sobre el umbral de contraccion muscular como a intensidad entre el umbral sensorial y el
umbral de contracciéon se han mostrado eficaces en la reduccion de los tiempos de RMO v la preva-
lencia de aspiraciones en pacientes con disfagia en fase cronica de ictus (100-102). Tras dos semanas
de tratamiento se ha visto como la estimulacion eléctrica promueve la reorganizacion cortical a largo
plazo, mejorando asf la deglucién en pacientes con dafio cerebral (103).

5.5. Tratamiento sensorial farmacolégico

La mucosa orofaringea percibe un amplio abanico de estimulos quimicos a través de los botones gus-
tativos y los terminales libres, recogidos principalmente por los nervios trigémino, facial, glosofaringeo y
laringeo superior (NLSI). Se ha intentado utilizar la estimulacion quimica para mejorar la RMO en pacien-
tes con DO, buscando asi una aproximacion farmacologica al tratamiento de la disfagia.

Algunos estudios en pacientes con ictus o cancer de cabeza y cuello con DO han utilizado distintos sa-
bores percibidos por los botones gustativos. Asi se ha podido comprobar que el sabor salado prolonga
y retarda el tiempo de deglucion mientras que el sabor dulce acorta la RMO con un efecto a corto plazo;
en estos estudios el sabor con mayor efecto sobre la deglucion es el dcido, que acorta de forma intensa
y consistente la RMO (104,105). Sin embargo, el pH acido también es percibido por los terminales libres
a través de otros receptores y mecanismos, por lo que dicho efecto podria estar mas relacionado con
este parametro quimico que no con la caracteristica organoléptica.

Los estimulantes quimicos mas utilizados para tratar la DO son:

« Acido: el uso de bolos acidos, con el 50% de zumo de limdn, fue una de las primeras estrategias utiliza-
das para estimular la RMO en pacientes con DO neurogénica. En estos estudios los pacientes mejora-
ron en el inicio y el tiempo de transito de la fase oral de la deglucién, redujeron el retraso en el tiempo
faringeo y mejord tanto la eficiencia como la seguridad de la deglucién, reduciendo asf la prevalencia
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de aspiraciones (104). En otro estudio se comprobd como una concentracion del 2.7% de acido citri-
co mejoraba de forma significativa la deglucion al reducir la prevalencia de aspiraciones, pero mezclar
acido citrico 1.11% con sucrosa 8% no tiene efecto significativo en la RMO (106). En cambio, el uso de
bolos acidos con baja temperatura reduce significativamente el tiempo de transito oral y faringeo en
pacientes de DO por ictus (107,108). Las soluciones acidas, ademas de actuar sobre los botones gusta-
tivos inervados por el nervio facial y glosofaringeo, también actla sobre las terminaciones libres de los
nervios trigémino, glosofaringeo y NLSI. En estudios con ratas se ha observado como el uso de acido
acético o citrico 5-30mM estimula y sensibiliza la rama Ph-IX 'y el NLSI facilitando asi la deglucion (109).

- Picante: los ingredientes picantes o pungentes como la capsaicina (Capsicum sp) o la piperina (Piper ni-
grum) se han utilizado también en pacientes de DO neurogénica para comprobar su efecto terapéutico.
En un estudio, laadministracion aguda de capsaicina a 10%-10°M redujo el retraso en la respuesta deglu-
toria en pacientes con disfagia (110); en otro estudio, la administracion aguda de capsaicina a 1.5-10*M
en pacientes ancianos, de ictus y de enfermedades neurodegenerativas con DO redujo la prevalencia de
penetraciones del bolo en el VL gracias a acortar el tiempo de cierre del VL y mejorar el movimiento del
hioides y también redujo la prevalencia de residuos faringeos al aumentar la fuerza de propulsion lingual
(111). La administracion diaria de capsaicina 10°M también reduce el retraso en la respuesta deglutoria
en pacientes ancianos con DO severa con riesgo de aspiracion (112,113). El uso de piperina también
se ha mostrado eficaz tanto en administracion aguda como durante 30 dias, reduciendo el retraso en
iniciar la respuesta deglutoria y mejorando el tiempo de cierre del VL, logrando asi reducir la prevalencia
de penetraciones (114,115). La estimulacidon quimica con estos agentes promueve la liberaciéon de neu-
ropéptidos como la SP y el CGRP, logrando asi sensibilizar las neuronas que inervan la orofaringe para
que asi se active mas facilmente la RMO; el uso de piperina durante un mes incrementé los niveles de
SP en sangre comparado con sus niveles previos al tratamiento (114), mientras que se han encontrado
niveles hasta siete veces menores de SP en saliva de pacientes ancianos con neumonia aspirativa (116).

-+ Mentol: compuesto obtenido del aceite esencial de la planta de la especie Mentha piperita y otras
plantas del género Mentha, el mentol a 10%-10“M se ha utilizado para tratar a pacientes ancianos con
disfagia; en ese estudio los pacientes mostraron un efecto dosis dependiente sobre la activacion de la
RMO (117).

- Carbonatacion: también se han utilizado liquidos carbonatados con una mezcla de &cido citrico y bicar-
bonato de sodio como estrategia terapéutica para tratar a pacientes con disfagia. Se ha mostrado como
los liquidos carbonatados reducen la prevalencia de penetraciones en el VL y las aspiraciones, el tiempo
de transito faringeo y el tiempo de retencion faringea respecto al uso de agua sin carbonatar (118,119).
Este efecto puede deberse tanto a la acidificacion del medio provocada por el didxido de carbono disuel-
to en el liquido como a la activacion de mecanorreceptores por parte de la burbujas de CO, (120,121).

6. Potenciales dianas farmacoldgicas

Las estrategias terapéuticas basadas en principios farmacolégicos actUan principalmente a través de
receptores de los terminales libres de los nervios trigémino, glosofaringeo y vago que inervan la mucosa
de la orofaringe. Estos receptores son capaces de percibir un amplio abanico de estimulos quimicos y
térmicos. Los principales receptores de estos estimulos son una familia de canales idnicos multimodales
especializados conocidos como canales transient receptor potential (TRP) que se abren bajo ciertas cir-
cunstancias permitiendo la entrada de calcio a la célula, lo que puede iniciar un potencial de membrana
que produzca una sefal nerviosay, a la vez, iniciar una cascada de sehalizacion que puede tener efectos
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de sensitizacion y/o desensibilizacion de estos receptores. La mayoria de estos receptores responden
a mas de un tipo de estimulo, siendo muchos de ellos sensibles a cambios de temperatura, pHy a sus-
tancias quimicas irritantes al mismo tiempo; los diferentes estimulos que activan un receptor pueden
sensibilizar el receptor a otros estimulos. Estos receptores estan expresados principalmente en los gan-
glios nerviosos de los nervios que inervan la orofaringe, pero se sabe que también pueden expresarse
en células no nerviosas como por ejemplo células epiteliales (122).

6.1. TRPV1

El primer TRP identificado fue el receptor de vaniloides, posteriormente conocido como el miembro 1
de la subfamilia V, TRPV1. Se identifico a través de la expresion heterdloga de una libreria de cDNAs en
células de mamifero a las que posteriormente se les afadia capsaicina para comprobar si habfa entrada
de calcio en la célula (123). A partir de entonces, se ha encontrado expresion de TRPV1 en multiples
tejidos humanos; en tejidos nerviosos como los ganglios de la raiz dorsal y los ganglios del trigémino
(124,125) pero también en tejido no nervioso como células epiteliales de la vejiga urinaria y de la piel
(122,126). Se sabe que los canales TRPV1 se encuentran principalmente en las fibras aferentes de tipo Ad
y Cy que se coexpresa con neuropéptidos proinflamatorios como CGRP y SP.

Una de las funciones principales de TRPV1 es actuar como receptor de estimulos nocivos como
el dolor. TRPV1 se activa por temperaturas nocivas (>43°C), soluciones acidas (pH<5,5) y una
amplia variedad de compuestos quimicos tanto exdgenos como enddgenos. Su agonista mas
conocido es la capsaicina, pero también es activado por otros vaniloides, cannabinoides y ter-
penos, entre otros (Tabla 1).

Temperatura (=43 °C) Temperatura (<17 °C) Temperatura (<25 °C)

pH acido 1,4-Dihidropiridinas Eucaliptol (eucalipto)
2-APB Alicina (ajo) Geraniol (geranio, limon)
Alicina (ajo) Alil isotiocianato (mostaza) Icilina

Anandamida Bradiquinina Linalol (tejpat)

Alcanfor (alcanforero)

Cannabicromeno (cannabis)

Mentol (menta)

Cannabidiol (cannabis)

Cannabidiol (cannabis)

Cannabigerol (cannabis)

Cannabinol (cannabis)

Capsaicina (pimientos picantes)

Capsiato (pimientos picantes)

Eugenol (clavo)

Cinamaldehido (canela)

Gingerol (jengibre)

Curcumina (cUrcuma)

Sulfuro de hidrégeno

Eugenol (clavo)

Oxido nitrico

Gingerol (jengibre)

Piperina (pimienta negra)

Sulfuro de hidrogeno

Poligodial (pimienta Dorrigo)

Icilina

Oxido nitrico

Tetrahidrocannabinol (cannabis)

Tabla 1. Estimulantes fisicos y quimicos de los receptores TRPV1, TRPA1 y TRPMS8. Adaptada de Alvarez-Berdugo et al (2016) (74).
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Los agonistas naturales del TRPV1 se han utilizado en la medicina tradicional china y otras me-
dicinas tradicionales como analgésicos en unglentos y cataplasmas. Hay también una amplia
gama de antagonistas de TRPV1 que desde hace unos anos se estan utilizando de forma tépica
para tratar dolor neuropatico (127). Se sabe que la activacion de TRPV1 con concentraciones
elevadas de capsaicina tiene efectos nocivos para la célula, causando su muerte, y este efecto
se ha utilizado para tratar enfermedades inflamatorias como la rinitis idiopatica (128).

TRPV1 forma tetrameros para crear canales idnicos en la membrana celular (129). Cada subunidad
del canal presenta 6 dominios transmembrana, y por lo tanto, tanto su extremo C terminal como su
extremo N terminal se encuentran en el espacio citosdlico. De los 6 dominios transmembrana 4 tie-
nen funcién sensorial (lugar de unién de vaniloides) y 2 son los que forman el poro del canal. Los dos
extremos terminales (dominios citosdlicos) son la regiéon que mas se diferencia entre las distintas fa-
milias de receptores TRP, ya que es donde se regula la propension a abrir el canal. En el caso de TRPV1
los dominios citosolicos presentan de 4 a 6 ankyrin repeats, cuya funcion es permitir interacciones
especificas proteina-proteina, principalmente como punto de union de calmodulina que modulara la
funcién del canal segun el nivel de calcio intracelular (130,131); en los dominios citosélicos de TRPV1
también hay puntos de union para otras moléculas reguladoras como PIP2, que inhibe la activacion
del canal, o las fosfatasas PKA y PKC, que sensibilizan el canal al fosforilar sus aminoacidos diana
(132,133) (Figura 17).

Figura 17. Estructura
molecular del canal

ionico TRPV1. Imédgenes
obtenidas de la Molecular
Modeling Database (MMDB)
del National Center for
Biotechnology Information
(NCBI).

6.2. TRPA1

Tras la identificacion de TRPV1, se han identificado muchos otros miembros de la familia de receptores
TRP. Entre ellos, uno de los més importantes es el miembro 1 de la subfamilia A, TRPA1, previamente
conocido como ANKTM1. TRPAT se expresa en neuronas que forman las fibras C, pero no A, de los
ganglios nodoso, del trigémino y de la raiz dorsal y, en todos los casos, coexpresa con TRPV1 y los neu-
ropéptidos proinflamatorios CGRP y SP (134-137). Ademas de en fibras nerviosas, se ha encontrado
expresion de TRPAT en fibroblastos y células epiteliales de la piel y del epitelio bronquial (138,139), asi
como también en las células ciliadas del oido (140).

TRPAT1 es el receptor que percibe el frio nocivo (<18°C), asi como también irritantes naturales y sintéticos
como el isotiocianato de alilo (de la mostaza), el cinamaldehido (de la canela), la piperina (de la pimienta
negra), la alicina y el disulfito de dialilo (del ajo), entre otros (Tabla 1). También se relaciona la activacion
de TRPAT con el efecto del mentol a bajas concentraciones (141). Ademas, se ha relacionado TRPAT con
la capacidad mecanorreceptiva de los quinocilios del oido interno.
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A nivel estructural, TRPAT sigue un modelo similar al resto de TRP, con 6 dominios transmembrana y un
dominio que forma el poro del canal. Su principal caracteristica distintiva se encuentra en su dominio
citosolico N terminal, donde se pueden encontrar hasta 17 ankyrin repeats que adoptan la forma de un
muelle. Se cree que esta estructura es la que le permite realizar funciones mecanorreceptivas en el oido
(142) (Figura 18).

Figura 18. Estructura
molecular del canal

ionico TRPAT. Imagenes
obtenidas de la Molecular
Modeling Database (MMDB)
del National Center for
Biotechnology Information
(NCBI).

6.3. TRPM8

El miembro 8 de la subfamilia M de los receptores TRP, TRPMS, se expresa en una subpoblacion de neu-
ronas sensoriales periféricas de pequefo didmetro (10-15%) que forma las fibras tipo C. Ademas, estas
neuronas no coexpresan TRPV1 ni CGRP (143). Fuera del sistema nervioso, se ha encontrado expresion de
TRPM8 en diferentes tipos de tumores sélidos, donde participa en la proliferacion, supervivencia y inva-
sion de estas células, convirtiéndose asi en una importante diana terapéutica para tratar el tumor (144).

TRPM8 es el receptor de los estimulos frios no nocivos (entre 15-30°C) asi como también de sustancias
quimicas con efecto refrescante como el mentol, la icilina y el eucaliptol.

A nivel estructural, TRPMS8 sigue una estructura tipica de otros receptores TRP, pero en sus dominios ci-
tosoélicos no presenta ningun ankyrin repeat. En cambio, presenta regiones de alta homologia (MHR) que
permite que las subunidades de TRPMS8 Ileguen a la membrana celular y se unan para formar el canal
(145). Actualmente no existe modelo experimental de la estructura del canal idbnico TRPMS.

6.4. Otros receptores

Ademas de TRPV1, TRPAT y TRPM8 hay otros canales TRP involucrados en la percepcion de estimulos
sensoriales. TRPV2 responde a estimulos térmicos nocivos (>52°C) (146), TRPV3 responde a cambios de
temperatura dentro del rango fisioldgico (entre 22 y 40°C) (147) y TRPV4 responde a cambios osmoticos
y a estimulos mecanicos nocivos (148,149). Se ha localizado TRPV2 en nervios que inervan la mucosa de
la faringe, el paladar blando, la epiglotis y la laringe de rata (150). Se ha encontrado expresion de TRPV3
en queratinocitos y neuronas de raton (151-153). La expresion de TRPV4 se ha encontrado en traquea
y glandulas salivares humanas (154). TRPC1 y TRPC6 estan involucrados, junto a TRPV4 en la percepcion
de estimulos mecéanicos nocivos (149).

Ademas de los canales TRP, también hay otras familias de receptores que estan relacionadas con la
percepcion quimica vy fisica. La familia ASIC esta relacionada con la percepcion de acido y de estimulos
mecanicos (155,156). Se conoce su expresion en los receptores gustativos y en el tracto digestivo. For-
man canales heteroméricos entre los distintos miembros de la familia que permiten la percepcién de
distintos rangos de acidez (156). Otra familia de receptores que interviene en la percepcion de estimulos
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quimicos es KCNK, canales de potasio que son inhibidos por el sanshool de la pimienta de Sichuan, pro-
vocando asi la estimulacion sensorial (157).

6.5. Elfuturo del tratamiento farmacolégico de la DO

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se han patentado diversas estrategias farmacoldgicas para
tratar la disfagia basadas en el uso de agonistas de receptores TRP, como los capsaicinoides (158,159).
Ademas, estudios recientes han mostrado como algunos tratamientos habituales para otras enfermeda-
des pueden tener un efecto protector respecto a la incidencia de neumonia por aspiracién gracias a me-
jorar la respuesta deglutoria. Por un lado, hay farmacos que inhiben la degradacion de sustancia P, mejo-
rando asi el reflejo deglutorio y de la tos, como por ejemplo los inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (IECA) o el cilostazol, un inhibidor de fosfodiesterasa Ill (160-162). Por otro lado, farmacos
utilizados a largo plazo para favorecer la liberacién de dopamina, como la amantadina o la teofilina han
demostrado reducir la incidencia de neumonia por aspiracion al mejorar el reflejo deglutorio (160).

Con esta Tesis Doctoral esperamos dar respuesta a como y dénde actlan los agonistas de receptores
TRPy sentar las bases para el desarrollo de una nueva baterfa de tratamientos que permitan pasar de la
compensacion con espesantes al tratamiento farmacoldgico con estimulantes de la respuesta motora
orofaringea. Sin duda, esto permitird reducir e incluso evitar las graves complicaciones nutricionales y
respiratorias asociadas a la disfagia orofaringea en pacientes ancianos y con enfermedades neuroldgicas.
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HIPOTESIS

Los estimulos que activan la deglucion se perciben a través de los distintos tipos de terminaciones
sensoriales de los nervios que inervan la mucosa oral, orofaringea y laringea. Es necesario mejorar
el conocimiento de la morfologia y localizacion de estas terminaciones sensoriales para desarrollar
nuevas estrategias terapéuticas basadas en la estimulacion de la respuesta deglutoria.

Los receptores TRPV1, TRPAT, TRPM8 y ASICs se expresan y/o localizan en humanos en las areas
sensoriales inervadas por los pares cranealesV, Xy X donde juegan un papel importante en la per-
cepcion de estimulos quimicos no gustativos relacionados con la activacion cortical de las areas
sensoriales implicadas en la deglucién y la respuesta motora orofaringea. El estudio de la localiza-
cion mediante técnicas inmunohistoquimicas y el estudio de la expresion mediante técnicas de
biologia molecular permitira mejorar el conocimiento de los mecanismos de activacion sensorial
en la orofaringe y laringe humanas.

Es posible estudiar la farmacodinamia del receptor TRPV1 en un bioensayo in vitro con tejido hu-
mano que exprese constitutivamente TRPV1. El receptor TRPV1 puede ser activado de forma espe-
cifica por agonistas naturales como la capsaicina, la piperina y otras mezclas de capsaicinoides y el
efecto de dichos agonistas se ve reducido por antagonistas especificos.

El uso de agonistas de los receptores TRPV1, TRPAT y TRPM8 puede reducir la prevalencia de sinto-
mas relacionados con la alteracion de la seguridad y la eficacia de la deglucion en pacientes con
disfagia y constituir el primer paso para el desarrollo de un tratamiento farmacolégico para los
pacientes con disfagia.

La estrategia terapéutica basada en el uso de estimulantes de TRPV1, TRPA1 y TRPM8 actua de for-
ma distinta a la adaptacion de la viscosidad de los fluidos con el uso de espesantes de la practica
clinica habitual y supone un cambio de paradigma de tratamiento: de la compensacion mediante
espesantes a la recuperacion de la funcion deglutoria mediante estimulantes farmacolégicos que
aceleren la respuesta motora orofaringea.
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OBJETIVOS

1. Estudiar la anatomiay la histologia de la inervacion sensorial orofaringea en humanos para conocer
en profundidad la distribucién y localizacion de los nervios aferentes de la region y las posibles alte-
raciones que pueden alterar la sensibilidad orofaringea.

2. Estudiar la expresion y localizacion de posibles dianas terapéuticas para tratar la DO en tejido de
individuos sanos.

2.1.

2.2.

Estudiar la expresion a nivel de mRNA de TRPV1, TRPAT, TRPM8 y ASIC3 en la mucosa del
dorso de los 2/3 anteriores de la lengua, en la mucosa que recubre los pilares anteriores, en
la mucosa que recubre la pared posterior de la faringe y en la mucosa que recubre la cara
lingual de la epiglotis, en las regiones inervadas por los NCV, IX 'y X.

Estudiar la localizacion histologica de TRPV1, TRPAT, TRPM8 y ASIC 3 en la mucosa del dorso
de los 2/3 anteriores de la lengua, en la mucosa que recubre la pared posterior de la faringe y
en la mucosa que recubre la cara lingual de la epiglotis, en las regiones inervadas por los NC
V, IXy X

3. Estudiar la farmacodindmica de agonistas naturales de TRPV1 in vitro en células PC3 que expresan
de forma natural estos receptores.

3.1.

3.2.

3.3.

Estudiar los pardmetros farmacodindmicos de la capsaicina, la piperina y una mezcla de cap-
saicinoides naturales

Estudiar el efecto de desensitizacion de TRPV1 por una exposicion repetida a capsaicina,
piperina y capsaicinoides naturales.

Estudiar la especificidad del efecto de la capsaicina, la piperina y los capsaicinoides naturales
sobre TRPV1 utilizando SB366791, un antagonista especifico de TRPV1.

4. Comparar en estudios clinicos con pacientes de disfagia el efecto de los distintos tratamientos far-
macologicos (TRPV1, TRPAT, TRPMS) entre siy respecto al tratamiento compensatorio habitual mediante
incrementos de viscosidad del bolo con espesantes.

4.1.

4.2.

Comparar el efecto sobre la sequridad y la eficacia de los tratamientos con capsaicinoides,
piperina y mentol en pacientes ancianos, post-ictus y con enfermedades neurodegenerati-
vas con DO.

Relacionar las diferencias de efecto de los distintos tratamientos con las diferencias de ex-
presion y localizacion de los receptores que median dicho efecto estimulante de la deglu-
cion.
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PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

1. Muestras bioldgicas

Las muestras biolégicas de tejido orofaringeo fueron obtenidas por los cirujanos del servicio de oto-
rrinolaringologia del Hospital de Matard (Consorci Sanitari del Maresme) y del Hospital Universitari

Trigeminal (V) (maxillary V) Trigeminal nerve (V) ———————
Via superior alveolar Glossopharyngeal nerve (IX)
nerves

Via pterygopalatine Vagus nerve (X) 27

nglion and nasopalatine - i
n greater and lesser Facial nerve (VI

palatine nerves

Facial (VII) (intermediate nerve)
Via greater petrosal nerve, pterygopalatine
ganglion and greater and lesser palatine nerves

Glossopharyngeal (1X)

Via pharyngeal plexus

Via tonsillar branches

Taste plus general sensation
via lingual branches

Trigeminal (V) (maxillary V;)
Via pharyngeal branch of
pterygopalatine ganglion

Facial (V) (intermediate nerve)
Via greater petrosal nerve and
pterygopalatine ganglion

!

Vagus ()

- illary V3)

i Glossopharyngeal (IX ) (maxi :

z;:.t:: ?,f’,'yt,’,';'aﬁhﬂﬁw Via ptangeal plexus Via pterygopalatine
Via tonsillar branches ganglion and
Taste plus genera | nasopalatine and
sensation via greater and lesser

palatine nerves
superior
ar nerves

lingual branches
Vagus (X) and

alveolar nerve

nerve

Facial (VII) (intermediate nerve)
Taste via chorda tympani and lingual nerve

Figura 1. Localizacion de las zonas de obtencion de biopsias. Imagen adaptada de Norton (2011) (3).
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Germans Trias i Pujol (Institut Catala de Salut), de pacientes intervenidos de cirugias mayores de ca-
bezay cuello previo consentimiento informado de los pacientes. Se recogieron muestras de las zonas
inervadas por los pares craneales V, VII, IX'y X, anatdmicamente localizadas en el dorso del cuerpo de
la lengua (nervio lingual), en los pilares posteriores (L-1X), en la pared posterior de la faringe (Ph-IX'y
Ph-X) y en la cara lingual de la epiglotis (L-IX y NLSI) (Figura 1). Para el procesamiento de las mismas
se ha contado con la colaboracién del Servicio de Anatomia Patoldgica del Consorci Sanitari del Ma-
resme.

Cualquiera fuera su destino, todas las muestras recibian un cédigo interno con el cual eran identificadas.
La recoleccion y almacenamiento de muestras se realizd obedeciendo la ley espafnola de uso y alma-
cenamiento de tejido humano (Ley 14/2007 Titulo V Capitulo IIl) hasta la entrada en vigor de la actual
ley espanola que la sustituye (Real Decreto-Ley 9/2014). EI Comité de Etica del Consorci Sanitari del
Maresme aprobd los estudios bajo el cédigo 22/09 (Anexo 2). Este estudio también fue aprobado por
el Comité de Etica en la Investigacion del Hospital Universitari Germans Trias i Pujol con el codigo PI-16-
049 (Anexo 2). Los datos de los pacientes fueron tratados de acuerdo a la Ley Organica de Proteccion de
datos 15/1999 del 13 de diciembre de Proteccion de datos de Caracter personal (Articulo 3, punto 6 del
real decreto 223/2004).

T Bk Vil

. _i TO—
-

Figura 2. Pinza basquet quirurgica.

1.1. Muestras bioldgicas para histologia
colorimétrica

Las muestras bioldgicas para histologia convencio-
nal se recogieron con pinza basquet (Figura 2) o
con el bisturi de zonas libres de tumor y se deposi-
taron en una solucién al 5% de formol. Se conser-
varon en formol a 4°C hasta un maximo de 24 horas
hasta ser procesadas con un protocolo rutinario de
infiltracion al vacio con el Tissue-Tek® VIP Vacuum
Infiltration Processor y sus reactivos (Sakura Fine-
tek, Tokio, Japon) (Figura 3). Una vez infiltradas, las
muestras fueron orientadas por una patoéloga del
CSdM y ﬁjadas en blogues de paraﬁna. Figura 3. Tissue-Tek® VIP Vacuum Infiltration Processor.
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1.2. Muestras bioldgicas para inmunohistoquimica fluorimétrica

Las muestras bioldgicas para inmunohistoquimica con marcaje fluorescente se recogieron con pin-
za basquet o con el bisturi de zonas libres de tumor y se depositaron en una solucion al 5% de for-
mol. Se conservaron en formol a 4°C entre 1-2 horas, entonces se realizaron 3 lavados con tampdn
salino de fosfato (PBS) y se introdujeron en una solucién de crioproteccion de tampoén fosfato con
20% de sucrosa. Las muestras se conservaron en dicha solucién a 4°C un minimo de 3 dfas hasta
ser orientadas por una patoéloga y fijadas en el compuesto Optimal Cutting Temperature (OCT) Tis-
sue-Tek® (Sakura Finetek, Tokio, Japon) a -25°C. Una vez congeladas, las muestras se conservaron a
-80°C hasta su uso.

1.3. Muestras bioldgicas para biologia molecular

Las muestras bioldgicas para técnicas de biologia molecular se recogieron con pinza basquet de zo-
nas libres de tumor y se depositaron en solucion RNAlater® (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA
EEUU). Se conservaron en dicha solucién entre 1 diay una semana a 4°Cy entonces se renovo el medioy
se congelaron las muestras a -25°C hasta su uso. El material utilizado para procesar estas muestras tiene
certificado de no presentar RNAsa, DNA, ni DNAsa.

2. Métodos histologia

2.1. Tinciones colorimétricas

Las muestras fijadas en parafina fueron cortadas a temperatura ambiente con un micrétomo (Figura 4)
a4 um de grosor y colocadas sobre portaobjetos Dako FLEX (Dako, Glostrup, Dinamarca) para inmuno-
histoquimica. Las tinciones colorimétricas realizadas fueron:

Figura 4. Micrétomo.
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1. Hematoxilina Eosina para observar la histologia general del tejido. La tincién fue realizada con el
dispositivo ST4020 (Leica Biosystems, Nussloch, Alemania) o el Tissue-Tek® DRS™ (Sakura Finetek,
Tokio, Japon) (Figura 5) y sus respectivos reactivos. La hematoxilina tifie los nucleos de color pur-
puray la eosina tifie el citosol de color rosaceo.

Figura 5. Tissue-Tek® DRSTM (izquierda). Leica ST-4020 (derecha).

2. Enolasa especifica neuronal (NSE), un marcaje con anticuerpo para observar las fibras nerviosas
del tejido. La tincidn fue realizada con el dispositivo AutostainerlLink 48 y sus reactivos (Dako, Glos-
trup, Dinamarca) (Figura 6). Este marcaje muestra las fibras nerviosas de color marron mientras
que una tincion de base deja los nucleos azules.

Figura 6. AutostainerlLink 48
de Dako.

Las preparaciones fueron observadas con un microscopio optico Nikon Eclipse E600 (Nikon, Tokio, Ja-
pon) y se tomaron microfotografias con una camara digital Olympus DP20 (Olympus, Tokio, Japdn) aco-
plada al microscopio (Figura 7).
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Figura 7. Microscopio éptico Nikon Eclipse E600 (izquierda). Cdmara digital Olympus DP20 (derecha).

2.2. Tinciones fluorimétricas

Las muestras fijadas en OCT fueron cortadas a -25°C con un criostato (Figura 8) a 6-10 um de grosor y
conservadas a -25°C hasta ser utilizadas.

e R

Figura 8. Criostato Leica CM 1950 (izquierda). Detalle de la platina de corte (derecha).
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Las preparaciones histoldgicas fueron fijadas con paraformaldehido al 4% en solucién salina equili-
brada de Hank (HBSS) 0,1M, permeabilizadas con Tritén al 0,5% e incubadas con soluciéon de bloqueo
HBBS con suero de cabra al 10% antes de incubarlas con los anticuerpos primarios (Tabla 1) disueltos
en HBBS con suero de cabra al 10% a 4°C durante mas de 12 horas. Entonces se realizaron lavados de
la preparacion y se incubaron con los anticuerpos secundarios (Tabla 1) diluidos en HBSS con suero
de cabraal 10% a 37°C durante una hora. Finalmente, las preparaciones fueron incubadas con tincion
nuclear Hoechst (Thermo Fisher Scientific Inc,, Waltham, MA EEUU) y montadas con Fluoprep (BioMé-
rieux, Rhéne-Alpes, Francia).

TRPV/] Rabbit Anti-TRPV1 policlonal (Alomone Labs, | Goat Anti-Rabbit A568 (Thermo Fisher Scientific
Jerusalén, Israel) Inc., Waltham, MA EEUU)

TRPAT Rabbit Anti-TRPAT policlonal (Alomone Labs, | Goat Anti-Rabbit A568 (Thermo Fisher Scientific
Jerusalén, Israel) Inc., Waltham, MA EEUU)

TRPMS Rabbit Anti-TRPM8 policlonal (Alomone | Goat Anti-Rabbit A568 (Thermo Fisher Scientific
Labs, Jerusalén, Israel) Inc., Waltham, MA EEUU)

ASIC3 Rabbit Anti-ASIC3 policlonal (Alomone Labs, | Goat Anti-Rabbit A568 (Thermo Fisher Scientific
Jerusalén, Israel) Inc., Waltham, MA EEUU)

NSE Mouse Anti-NSE (5G10) monoclonal (Ther- | Goat Anti-Mouse Cy5 (Thermo Fisher Scientific
mo Fisher Scientific Inc,, Waltham, MA EEUU | Inc., Waltham, MA EEUU)

Tabla 1. Anticuerpos utilizados para el marcaje de los receptores y las fibras nerviosas en las preparaciones de inmunohistoquimica para ser
observadas en confocal.

Las preparaciones fueron observadas con un microscopio laser confocal SP5 de Leica (Leica Microsys-
tems, Wetzlar, Alemania) (Figura 9) con objetivos de 20x y 40x. Se registraron y analizaron las microfo-
tografias a través del software Leica Application Suite Advanced Fluorescence (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania).

Figura 9. Microscopio laser confocal SP5 de Leica (izquierda).
Equipo para la observacion y toma de microfotograffas del
microscopio confocal (arriba).
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El disefo experimental de la inmunohistoguimica incluia controles de bloqueo para cada uno de los
anticuerpos utilizados con el antigeno suministrado por el fabricante del anticuerpo para comprobar
que el anticuerpo primario no se une de forma inespecifica al tejido, asi como también controles de an-
ticuerpo secundario sin el anticuerpo primario para comprobar que el anticuerpo secundario no se une
al tejido y controles de autofluorescencia sin ningun anticuerpo para comprobar si el tejido presenta
autofluorescencia.

3. Métodos biologia molecular

Las muestras conservadas en RNA/ater® fueron descongeladas y pesadas. Independientemente del mé-
todo de extraccion, las muestras fueron congeladas en vapor de nitrégeno liquido y machacadas en un
mortero para facilitar su posterior homogenizacion.

3.1. Extraccion RNA. Método Trizol

Para extraer el RNA con el método del Trizol® (Thermo
Fisher Scientific Inc,, Waltham, MA EEUU), el tejido ma-
chacado fue introducido en el reactivo Trizol®, homoge-
neizado en frio con un sonicador Sonifier®150 (Thermo
Fisher Scientific Inc.,, Waltham, MA EEUU) (Figura 10) y
mezclado con cloroformo; para poder separar la fase
acuosa (que contiene los acidos nucleicos) de la fené-
lica (que contiene las protefnas) la mezcla fue centrifu-
gada. Una vez separados los acidos nucleicos, se aha-
di¢ propanol para precipitar el RNA de la muestra y se
centrifugd para poder separar el RNA del liquido rico en
DNA. El pelet de RNA fue lavado con etanol al 70% vy fi-
nalmente se volvio a disolver en agua tratada con DEPC
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA EEUU).

Las muestras procesadas con este método se anali-
zaron con un espectrofotometro (Cecil Instruments
Limited, Cambridge, Reino Unido) (Figura 11) para
determinar su pureza y concentracion. La pureza se de-
termind como el ratio de absorbancia a 260 y 280nm
de la muestra diluida en tampdn Tris-EDTA (TE); una ra-
tioentre 1,8y 2,1 se considerd como pureza adecuada.
La concentracion se determind a través de la siguiente
formula:

c=g-A, -L-Factordilucion; donde ceslaconcen-
tracion de RNA en ug/mL, € es el coeficiente de extin- Figura 10. Sonicador Sonifier®150 de Branson.
cion del RNA en agua (40ug/mL-cm), A es la absorban-
Cia a 260nm de longitud de onda, L es la longitud del
paso de luz (1cm) y el factor de dilucion es 1/250. El RNA

fue conservado a -25°C hasta ser utilizado.
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Figura 11. Espectrofotémetro. Figura 12. Columna con filtro del kit
Rneasy® de Qiagen.

3.2. Extraccion RNA. Método en columna RNeasy® de Qiagen

Para extraer el RNA con el método en columna RNeasy® (Qiagen, Hilden, Alemania), el tejido machacado
fue introducido en una solucion con mercaptoetanol al 1% para desnaturalizar todas las proteinas de
la muestra, se homogenizé en frio con un sonicador Sonifier®150 y se centrifugd para separar la fase
acuosa con los &cidos nucleicos de los restos de tejido.

Entonces se precipitd el material genético de la muestra con etanol al 70% y se realizaron varios lavados
y filtrados en una columna (Figura 12). También se eliminaron las trazas de DNA genémico incubando
las muestras con DNAsa en la misma columna. Finalmente se eluyd el RNA en agua tratada con DEPC. La
concentraciéon y pureza de estas muestras fue medida con un espectrofotémetro Nanodrop® ND-1000

Figura 13. Espectrofotdometro Nanodrop® ND-100 (izquierda). Software del
Nanodrop (arriba).

60



Pacientes, Material y Métodos

(Thermo Fisher Scientific Inc,, Waltham, MA EEUU) (Figura 13). Un ratio de pureza de entre 1,8 y 2,1 se
considerd adecuado. El RNA fue conservado a -25°C hasta ser utilizado.

3.3. Tratamiento con DNAsa

EI RNA extraido con el método del Trizol® fue tratado con DNAsa | recombinante libre de RNAsa (Roche,
Basilea, Suiza). El tratamiento se llevé a cabo con 10ug de RNA v la reaccion se detuvo afadiendo 2ul de
EDTAy poniendo la muestra a 95°C.

3.4. Retrotranscripcion

Todas las muestras fueron retrotranscritas con el kit First Strand Transcriptor (Roche, Basilea, Suiza). El
material de partida fue Tug de RNA, se utilizaron hexameros aleatorios como encebadores de la re-
trotranscripcion. Las muestras se pusieron a 65°C antes de retrotranscribir para eliminar las estructuras
secundarias del RNA. Una vez realizada la retrotranscripcion se inactivo la reaccion poniendo la muestra
a 95°C. EI DNA complementario (CDNA) se diluy6 en agua de PCR con un factor 1/10 y se congelé hasta
ser utilizado a -25°C.

3.5. RT-gPCR

La PCR cuantitativa se realizd en un termociclador
LightCycler® 2.0 (Roche, Basilea, Suiza) (Figura 14)
con el kit LightCycler® Tagman® Master (Roche, Ba-
silea, Suiza). El programa de amplificacion de la PCR
constaba de 10 minutos de hot-start a 95°C para
activar la DNA polimerasa y asegurarse que todo
el cDNA se encuentra desnaturalizado; después se
realizaban entre 30 y 50 ciclos de amplificacion que
inclufan la fase de desnaturalizacion a 95°C, la fase
de unioén o alineamiento a la temperatura adecuada
para cada experimento (entre 63-65°C) y la fase de
elongacién a 72°C.

Figura 14. Termociclador LightCycler® 2.0 de Roche.

El diseno de los encebadores y la eleccion de las sondas (Tabla 2) de entre la Universal Probe Li-
brary (UPL) se realizé a través del software Universal Probe Library System Assay Design (Roche,
Basilea, Suiza) con los cédigos RefSeq de la NCBI de los transcritos que se buscaba amplificar. El
disefio de los experimentos se realizd con intron spanning para evitar la amplificacion de DNA
genoémico.

Cada PCRincluia los controles de contaminacion de la PCRy de la retrotranscripcion, asi como también
controles de amplificacion de DNA gendmico de cada muestra sin retrotranscribir. Se estudiaron cua-
tro réplicas de cada muestra y se utilizd Actina (ACTBh) como gen de referencia para la cuantificacion
relativa.
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Left: 5’ ccaaccgcgagaagatga 3’
B-actina (ACTBh) 64

Right: 5'tccatcacgatgccagtg 3

Left: 5’ cagctacagtgagatgcttttctt 3’
TRP subfamily V. member 1 (TRPV1) 41

Right: 5'atggaagccacatactccttg 3’

Left: 5'tcaccatgagctagcagactattt 3’
TRP subfamily A member 1 (TRPAT) 32

Right: 5'gagagcgtccttcagaatcg 3’

Left: 5’ ccaagaacttcgccctga 3
TRP subfamily M member 8 (TRPM8) 41

Right: 5'ctcccgtgagaatccaage 3

Left: 5'ccttgtgggcctgagaac 3’
Acid sensing ion channel 3 (ASIC3) 43

Right: 5'cccatgccacccctagta 3

Tabla 2. Encebadores y sondas de la Universal Probe Library (UPL) utilizadas para el estudio de expresion de los receptores con RT-gPCR.

4, Métodos farmacodinamica in vitro

El estudio de la farmacodinédmica de los diferentes agonistas de receptores TRP se realizd en células
PC-3, que expresan de forma natural el receptor TRPV1, de adenocarcinoma de préstata de hombre
caucasico provenientes de la coleccién europea de cultivos celulares autenticados (ECACC) con
ndmero de catdlogo 90112714. Las células se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con
un 10% de suero fetal bovino, 100Ul/mL de penicilina G, 100ug/mL de estreptomicina y 0,25ug/
mL de anfotericina B (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA EEUU). Las células se incubaron a
una temperatura de 37°C'y con un 5% de CO.. Se realizaba un pase con medio fresco cada 3-4 dias
y para los estudios de farmacodindmica solo se utilizaron células con menos de 25 pases. Un dfa
antes de los experimentos, las células se pasaron a placas de 35mm de didmetro con portaobjetos
de cristal.

Antes del experimento, las células fueron incubadas durante 45 minutos a temperatura ambiente en
medio extracelular (140mM NaCl, 4,8mM KCl, TmM MgCl-6H.O, 1,8mM CaCl -2H O, 10mM glucosa y
10mM HEPES; pH 7) con 3,64mM del indicador fluorescente de calcio Fluo-4 AM de Molecular Probes®
(Thermo Fisher Scientific Inc,, Waltham, MA EEUU). Entonces se cubrio el portaobjetos con un cubreob-
jetos y la preparacion se introdujo en una camara de visualizacién donde estaba perfundida continua-
mente con medio extracelular.
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Las células se visualizaron con un equipo IX-FLA (Olympus Biosystems, Heidelberg, Alemania) co-
nectado a un microscopio Olympus IX70 con lentes de 20 aumentos (Olympus, Tokio, Japon). En
cada experimento las células se exponian a capsaicina (Tocris, Bristol, Reino Unido), piperina (Sigma
Aldrich, St Louis, MO EEUU) o salsa de capsaicinoides (Mcllhenny Co, Avery Island, LA EEUU) durante
10 segundos y, o se dejaban 10 minutos de reposo para volver a exponerlas al mismo agonista y
comprobar el efecto de desensibilizacién o, durante esos 10 minutos, se incubaban 5 minutos con
SB366791 (Tocris, Bristol, Reino Unido), un antagonista especifico del receptor, para comprobar la
especificidad del efecto de los agonistas en una segunda exposicion. Al finalizar el experimento se
afadia ionomicina 10uM (Sigma Aldrich, St Louis, MO EEUU) al cultivo para introducir calcio en la cé-
lulas y obtener el maximo de fluorescencia. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente
(18-20°C).

Las secuencias se grabaron durante 40 segundos a 2,5Hz; la emisién de fluorescencia del Fluo-4 AM
en contacto con el calcio intracelular se midio tras la adicion de los agonistas a 488nm de longitud
de onda. Las imagenes se analizaron con el programa Cell (Olympus Biosystems, Heidelberg, Ale-
mania). Se estudid la fluorescencia total en funcion del tiempo en dreas delimitadas en el interior
de las células, llamadas regiones de interés (RO/). Se seleccionaron 10 ROl de cada preparacion y
se tomo como fluorescencia méaxima (F . ) la fluorescencia obtenida tras anadir la ionomicina. Se
considerd fluorescencia basal la fluorescencia obtenida en ROl donde no habia ninguna célula. El
incremento de fluorescencia (AF) se calculé como la diferencia entre el promedio entre la intensi-
dad del pico de fluorescencia y las fluorescencias obtenidas dos fotogramas antes y después, y la
fluorescencia inicial, calculada como el promedio de fluorescencia durante los primeros 10 fotogra-

mas (Figura 15).

Kinetics of BN
BN.Z=000pm

Figura 15. Ejemplo de campo con las regiones de interés (ROI) marcadas (izquierda). Ejemplo de grafica con el cambio de intensidad de la
fluorescencia en cada uno de los ROIs (derecha).

5. Estudios clinicos en pacientes con disfagia orofaringea

Para los estudios que conforman el estudio de comparacion del efecto de los distintos tratamien-
tos farmacoldgicos de la disfagia se reclutaron pacientes que acudian a la consulta externa de DO
del Hospital de Matard, que da asistencia a una poblacion de mas de 250000 habitantes corres-
pondientes al Maresme Central, en la provincia de Barcelona. Los pacientes derivados a nuestra

63



Caracterizacion de nuevas dianas terapéuticas para el tratamiento farmacoldgico de la disfagia orofaringea asociada a enfermedades neuroldgicas y al envejecimiento

consulta externa con disfagia asociada a la edad, a un ictus o a enfermedades neurodegenerativas
fueron evaluados con el método de evaluacién clinica volumen-viscosidad (MECV-V) y, aquellos
con alteraciones de la seguridad, fueron informados del estudio e invitados a participar en él previa
firma del consentimiento informado.

El Comité de Etica para la Investigacion Clinica del centro aprob6 los protocolos de todos estos estu-
dios con los codigos 32/08 (capsaicinoides y almidén), 22/09 (piperina) y 05/13 (mentol) (Anexo 2).
Ademas, los estudios se realizaron de acuerdo a la Declaracion de Helsinkiy sus sucesivas enmiendas.
Los estudios se encuentran en el registro de ensayos clinicos del Departamento de Salud de EEUU
(ClinicalTrials.gov) con los codigos ISRCTN31088564 (estudio con capsaicinoides y estudio con textu-
ra pudin alcanzado con almidén modificado), NCT01383694 (estudio con piperina) y NCT03050957
(estudio con mentol).

Los criterios de inclusion para estos estudios eran:

1. Tener mas de 18 anos

2. Presentar dificultad para tragar asociada al envejecimiento y/o a enfermedades neurolégicas (en-
fermedades neurodegenerativas o neuroldgicas no progresivas)

3. Haber recibido informacién del estudio

4. Haberfirmado el consentimiento informado

Los criterios de exclusion para estos estudios eran:

1. Pacientes que por cualquier idiosincrasia o por presentar alergia a alguno de los productos
utilizados segun el protocolo (principalmente contraste yodado) no puedan participar en el
estudio

2. Pacientes que padecen enfermedades respiratorias muy graves (que requieran aporte artificial de
oxigeno) o que hayan sido intervenidos quirdrgicamente durante los tres meses previos a la parti-
Cipacion en el estudio

3. Pacientes con antecedentes de alcoholismo severo o alguna otra adiccion a drogas

4, Pacientes que estén participando o hayan participado en algun otro estudio clinico durante las 4
semanas previas a iniciar su participacion en el presente estudio.

Se recogio la edad, el sexo, la etiologfa de la disfagia y la percepcion propia de la severidad de los sinto-
mas de la disfagia, a través del cuestionario de deglucion de Sydney (SSQ) (163), de todos los pacientes
que participaron en los distintos subestudios.

6. Método instrumental de estudio de la deglucién

Para estudiar los signos de seguridad y eficacia de la deglucion y poder analizar los tiempos de la
respuesta motora orofaringeay la cinética del bolo en los pacientes que participaron en el estudio de
comparacion, se utilizé la técnica instrumental de estudio de la deglucién conocida como videofluo-
roscopia (VFS). La VFS consiste en registrar como degluten los pacientes diferentes bolos de fluido
radiopaco hidrosoluble de volumen y viscosidad conocidos usando un aparato de rayos X. Para obte-
ner las viscosidades néctar y pudin se utilizd el espesante de almidon modificado Resource® (Nestlé,
Vevey, Suiza).

Los estudios clinicos que incluian la sensitizacion con estimulantes quimicos naturales siguieron el si-
guiente esquema (Figura 16):
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1. Una primera serie control de voliumenes 5, 10 y 20mL con viscosidad néctar (entre 51 y 350mPa:-s)
registrada con rayos X.

2, Sensitizacion con dos bolos de 5mL con viscosidad néctar y suplementados con el estimulante de
estudio, con 2 minutos de descanso entre bolos y sin registrar la deglucion.

3. LaserieT1 convoliumenes 5, 10y 20mL con viscosidad néctar y suplementados con el estimulante
de estudio se realizd 5 minutos después del ultimo bolo de sensitizacion. Esta serie se realizo sin
descanso entre bolos y registrando las degluciones con rayos X.

4., laserieT2convolimenes5, 10y 20mL con viscosidad néctary suplementados con el estimulante

de estudio se realizd 10 minutos después del ultimo bolo de la serie T1. Esta serie se realizd sin
descanso entre bolos y registrando las degluciones con rayos X.

Control Néctar |

T1 Nectar ' i T2 Nectar
suplementado suplementado
P Sensitizacion e i
5mL Néctar | 5mL | ([ 5mL |
3 suplementado Mg’ e o
L { 5mL | “¥s v
[ 10mL | (10mL | (10mL )
Nz o 2min | e el .
I TE
f \ [ 5mL | Y /
[ 20mL ) LR [ 20mL | 20mL |
VFS = VFS VFS
A A

<10min +5min +10min

Figura 16. Esquema del protocolo de los ensayos clinicos con agonistas de receptores TRP.

Las imagenes de VFS se obtuvieron de cada paciente desde una proyeccion lateral que incluia la
cavidad oral, la faringe, la laringe y el eséfago cervical; el registro de estas imagenes se realizd con
un intensificador Super XT-20 (Toshiba Medical Systems Europe, Zoetermeer, Holanda) y se gra-
bo a 25 cuadros por segundo con una videocdmara AG DVX-100B (Matsushita Electric Industrial
Co, Osaka, Japon). Los siguientes signos videofluoroscopicos, los tiempos de la RMO vy la cinética
fueron analizados con el programa Swallowing Observer (Image and Physiology SL, Barcelona,
Espana) (69,164):

1.

Signos videofluoroscoépicos: se analizo la presencia de residuos orales y residuos en los senos
piriformes y la vallécula, englobados como residuos faringeos, después de cada deglucion dentro
de los signos de alteracion de la eficacia. Se analizé la entrada de parte del bolo en el vestibulo
laringeo sin traspasar las cuerdas vocales como penetracion laringea antes, durante o después de
la deglucion como signo de alteracion de la seguridad.

RMO y cinética: los tiempos de la RMO se obtuvieron en la deglucion de 5mL para todas las
series. Inclufan los tiempos de apertura del sello glosopalatino (GPJO), el cierre del vestibulo
laringeo y la apertura del esfinter esofagico superior (EES). Se calculé la velocidad final del
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bolo a partir de las féormulas del
movimiento rectilineo uniforme-
mente acelerado y considerando
que el bolo partia del reposo al
inicio de la deglucion; se utilizé la
distancia entre el SGP y el EES y el
tiempo transcurrido entre la aper-
tura del SGP y la del EES (69,164)
(Figura 17).

Time(ms) o 200 0o ™9 goo 800 1000

Figura 17. Anélisis de la respuesta motora
orofaringea y la cinética del bolo. A)
Respuesta motora orofaringea, B) Cinética del
bolo.
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7. Métodos estadisticos y de analisis

7.1. Estudios de Biologia Molecular

La cuantificacion relativa respecto a -actina (ACTBh) de la expresidn de los receptores se realizo a través
del método AC (165) con el crossing point (Cp) determinado durante la PCR cuantitativa. Se realizé una
curva estandar de la amplificacion de cada gen para comprobar que la eficacia de cada ensayo de PCR
estuviera entre 1.8y 2.0. Los resultados de expresion relativa se representan como el promedio + el error
estandar. La expresion relativa de todas las regiones se compard utilizando el test ANOVA para muestras
no paramétricas (Kruskal-Wallis). Para comparar entre pares se utilizo la U de Mann-Whitney. Se conside-
ré que un p-valor menor que 0.05 era estadisticamente significativo.

66



Pacientes, Material y Métodos

7.2. Farmacodinamica in vitro

Los datos de farmacodindmica de la capsaicinay la piperina se ajustaron en una curva concentracion-res-
puesta a la ecuacion de Hill. Los pardmetros de la ecuacion de Hill se representan como el promedio +
el error estandar y se compararon con una T de Student para datos no apareados. Para analizar la desen-
sibilizacion y el efecto de los antagonistas se utilizd la U de Mann-Whitney para datos no paramétricos.
Se considerd que un p-valor menor que 0.05 era estadisticamente significativo.

7.3. Estudios clinicos

En el estudio comparativo del efecto de los distintos tratamientos farmacolégicos de la disfagia, al com-
parar entre grupos, las variables categodricas se compararon con el test Chi cuadrado y las variables
continuas se compararon utilizando el test ANOVA para muestras no paramétricas (Kruskal-Wallis) con
un post-analisis por parejas (test de comparacion multiple de Dunn). Para comparar entre pares, se
normalizé el efecto de cada tratamiento respecto a su propio control (% de cambio) y se utilizd la U
de Mann-Whitney. Dentro de un mismo estudio, para estudiar el efecto de cada tratamiento respecto
a su propio control se utilizo el test de McNemar para variables categodricas vy el test de Wilcoxon para
variables continuas. Se consideré que un p-valor menor que 0.05 era estadisticamente significativo y
que intervalos de confianza no solapados para la odds ratio del test de McNemar indicaban efectos
significativamente distintos.
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Resultados - Capitulo 1

LOCALIZACIONY EXPRESION DE LOS RECEPTORES SENSORIALES
EN LA OROFARINGE

Todas las muestras estudiadas con los métodos de histologia convencional provienen de hombres de
edad media o0 avanzada que han sido intervenidos por un tumor de cabeza o cuello con un estadiaje
generalmente precoz (pT1 NO) (Tabla 1).

Numero de pacientes 6

Edad 64,50+2.72 (52-72)

Sexo (hombres) 6 (100%)
Neoplasia maligna de faringe 2(33,33%)
Neoplasia maligna de laringe 2(33,33%)

Motivo cirugia
Neoplasia maligna de lengua 1(16,67%)
Neoplasia maligna de amigdala 1(16,67%)

Rango de estadiaje pT1-3 NO-1 MO/x
Lengua 3

Regién de las muestras Faringe 2
Epiglotis 3

Tabla 1. Datos de las muestras utilizadas para realizar histologia convencional.

Las muestras estudiadas con inmunohistoquimica y observadas a través de microscopia confocal para
determinar la localizacion de los receptores sensoriales provienen mayoritariamente de hombres de
edad media o0 avanzada que, en la mayoria de casos, han sido intervenidos por un tumor de cabeza o
cuello con un estadiaje generalmente precoz (pT1-2 NO) (Tabla 2).

Numero de pacientes 12

Edad 60,58+3.18 (33-78)

Sexo (hombres) 10 (83,33%)
Neoplasia maligna de faringe 4(33,33%)
Neoplasia maligna de laringe 4(33,33%)

Motivo cirugia Neoplasia maligna de lengua 1(8,33%)
Neoplasia maligna de pardtidas 1(8,33%)
Lesiones no neoplasicas 2 (16,67%)

Rango de estadiaje pT1-3 NO-2 MO/x
Lengua 5

Region de las muestras Faringe 2
Epiglotis 2

Tabla 2. Datos de las muestras utilizadas para realizar inmunohistoquimica en confocal.
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Las muestras estudiadas con RT-gPCR para determinar la expresion relativa de los receptores senso-
riales provienen mayoritariamente de hombres de edad media o avanzada que, en la mayoria de ca-
s0s, han sido intervenidos por un tumor de cabeza o cuello con estadiaje generalmente precoz (pT1-2
NO) aunque también hubo muestras de pacientes con tumor mas avanzado (Tabla 3). La mayoria de
estos pacientes eran fumadores (66,66%) y la mitad eran bebedores moderados o severos.

Numero de pacientes 28

Edad 64,04+1,84 (51-83)

Sexo (hombres) 23 (82,14%)
Neoplasia maligna de faringe 5(17,86%)
Neoplasia maligna de laringe 11 (39,29%)

Motivo cirugia Neoplasia maligna de lengua 1(3,57%)
Neoplasia maligna de amigdala 3(10,71%)
Lesiones no neoplasicas 8(28,57%)

Rango de estadiaje pT1-4 NO-2 MO/x

Tabla 3. Datos de las muestras utilizadas para realizar biologia molecular.

1.1. Estructura de la mucosa orofaringea

La mucosa de lengua (Figuras 1.A y 1.B) presenta una gruesa capa de tejido conectivo (O en
Figura 1.A) debajo de la cual estan los musculos; esta capa de tejido conectivo esta muy irri-
gada por multiples vasos sanguineos (3 en Figura 1.A), observados en hematoxilina eosina
como compartimentos envueltos de endotelio y, en ocasiones, con eritrocitos en su interior.
Un epitelio estratificado y paraqueratinizado (B en Figura 1.A) recubre toda la mucosa lingual;
desde las capas méas profundas a las mas superficiales se puede observar el stratum basale,
formado por células epiteliales prismaticas y muy compactas justo por encima de la [dmina
basal, el stratum spinosum, formado por células epiteliales més clbicas y menos compactadas,
el stratum granulosum, formado por células epiteliales aplanadas y con granulos soélo visibles
a mayor aumento (% en Figura 1.B) y el stratum corneum, formado por células que pueden
haber perdido, o no, el nucleo y que en tincién de hematoxilina eosina presenta un color mas
rojizo. El epitelio lingual presenta invaginaciones causadas por las papilas filiformes; cuando
estas papilas estan orientadas de forma oblicua al corte histolégico se pueden observar sec-
cionadas (* en Figura 1.A).

La mucosa de la faringe (Figuras 1.C y 1.D) también presenta una gruesa capa de tejido conecti-
vo (O en Figura 1.C), que puede estar ocupada en gran parte por estructuras glandulares (# en
Figuras 1.C y 1.D); también en la faringe esta capa presenta una gran irrigacion tanto del tejido
conectivo como de las gldndulas (36 en Figuras 1.Cy 1.D). Un epitelio estratificado y no queratini-
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Figura 1. Estructura de la mucosa orofaringea humana observada con hematoxilina eosina a 100 y 200x.

A) Mucosa de lengua observada a 100x, B) Detalle de una papila filiforme de la lengua observada a 200x, C) Mucosa de faringe observada a
100x, D) Mucosa de faringe observada a 200x, E) Mucosa de la cara lingual de la epiglotis observada a 100x, F) Mucosa de la cara lingual de la
epiglotis observada a 200x.
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zado (M en Figuras 1.C), mucho mas delgado que en la lengua, recubre toda la mucosa faringea;
desde las capas mas profundas a las mas superficiales este epitelio presenta la capa basal, formada
por células epiteliales prismaticas y muy compactas justo por encima de la [dmina basal, la capa
intermedia, formada por células epiteliales mas cubicas y menos compactadas, y la capa superficial,
formada por células epiteliales aplanadas y que generalmente conservan su nucleo. A diferencia
de lalengua, en la faringe no hay papilas filiformes, aunque si se pueden encontrar pequefas inva-
ginaciones de la [dmina basal (¢ en Figura 1.D) similares a las encontradas en el epitelio de la piel
para fijarse a la dermis.

La mucosa de la cara lingual de la epiglotis (Figuras 1.E y 1.F) presenta también una gruesa capa de te-
jido conectivo (O en Figura 1.E) debajo del cual se encuentra el cartilago; esta capa de tejido conectivo
también presenta una importante irrigacion (3 en Figura 1.E). Un epitelio estratificado y no queratini-
zado (M en Figura 1.E) similar al de la faringe recubre toda la mucosa en la cara lingual de la epiglotis;
este epitelio también puede presentar invaginaciones similares a las encontradas en el epitelio de la
piel para fijarse a la dermis y, en caso que éstas sean oblicuas al corte histolégico, se veran cortadas en
seccion dentro del epitelio (¢ en Figuras 1.Ey 1.F).

1.2. Inervacién de la mucosa orofaringea

1.2.1. Lengua

La submucosa lingual presenta haces de fibras nerviosas (¢ en Figuras 2.Ay 2.B) en las regiones mas
profundas (unos 300um por debajo de la ldmina basal) con un grosor de entre 20 y 30um; las fibras
que forman estos haces pueden presentar un grosor de entre 2 y 6um. En zonas mas proximas a la
lamina basal (menos de 150um de distancia), se pueden encontrar fibras nerviosas individuales (* en
Figuras 2.A y 2.B) de menor grosor que pueden llegar a presentarse de forma abundante y reseguir
de forma clara la ldmina basal del epitelio. Aunque la inervaciéon subepitelial es la mas frecuente y
abundante, también pueden encontrarse algunas fibras nerviosas que traviesan la ldmina basal y
penetran el epitelio, recorriendo distancias cortas (unos 25um) (# en Figura 2.B y * en Figura 2.C) o
largas (hasta 175um) (# en Figura 2.C) por entre las capas intermedias del epitelio.

En la mucosa lingual también pueden encontrarse estructuras sensoriales especializadas.

En las papilas filiformes pueden encontrarse estructuras corpusculares bulboides (¢ en Figura 2.D), que
pueden corresponderse con corpusculos de Meissner o bulbos de Krause, con unos 40um de ancho
y unos 35um de largo, inervadas por una o mas fibras nerviosas (+ en Figura 2.D) que se subdividen y
engrosan dentro del bulbo.

En los apices de las papilas fungiformes pueden encontrarse botones gustativos (Figuras 2.E y 2.F)
inervados por haces de fibras nerviosas (¢ en Figura 2.E). Los botones gustativos estan formados por
multiples células dispuestas en forma de bulbo con un didmetro de unos 90um. Las células mas exter-
nas presentan nucleos pequenos y alargados (posiblemente células tipo 1) y las mas internas tienen nu-
cleos mas grandes y circulares (posiblemente células tipo Il y IIl). Alrededor del botén gustativo pueden
encontrarse fibras nerviosas que penetran el epitelio y rodean el bulbo (# en Figura 2.E y 2.F). También
pueden encontrarse una gran cantidad de fibras nerviosas que penetran el epitelio por el centro del bul-
bo y rodean las células con nucleos grandes. Las papilas fungiformes que albergan un botén gustativo
también pueden presentar terminaciones nerviosas libres que inervan compartimentos separados de
la papila (* en Figura 2.F).
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Figura 2. Inervaciéon de la mucosa del cuerpo de la lengua humana observada mediante tincion con enolasa especifica neural.
A) Inervacién de la submucosa observada a 100x, B) Regién densamente inervada por debajo del epitelio observada a 100x, C) Papila
filiforme muy densamente inervada observada a 100x, D) Estructura corpuscular observada a 100x, E) Papila fungiforme con botén gustativo

observados a 100x, F) Papila fungiforme con botén gustativo observados a 200x.
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1.2.2. Faringe

En la mucosa faringea se pueden encontrar fibras nerviosas que viajan justo por debajo de la lamina
basal a lo largo de todo el epitelio (+ en Figura 3), en mayor o menor densidad. En algunos puntos, estas
fibras pueden atravesar la ldmina basal y penetrar la capa epitelial hasta unos 80um de distancia desde
la lamina basal (# en Figuras 3.B, 3Cy 3D).

En la submucosa, las gldndulas encontradas en la capa de tejido conectivo también pueden presentar
inervacion (en Figura 3.B).

Figura 3. Inervacion de la mucosa de la pared posterior faringea humana observada mediante tincién con enolasa especifica neural.
A) Inervacién de la mucosa observada a 200x, B) Inervacion de la mucosa y de una gldndula observada a 200x, C) Region densamente inervada
observada a 400x, D) Detalle de una invaginacién de la ldmina basal observada a 400x.

1.2.3. Epiglotis

En las regiones mas profundas de la mucosa de la cara lingual de la epiglotis, a unos 300um de
distancia del epitelio, circulan gruesos haces de hasta 100um de grosor de fibras nerviosas (¢ en
Figura 4.A); las fibras que forman estos haces pueden ser de mas de 7um de didmetro. Mas proxi-
mo al epitelio se pueden encontrar fibras nerviosas y haces mas finos (+ en Figuras 4.A, 4.B y 4D
y ¢ en Figuras 4.B y 4D); estas fibras pueden ser de hasta 10um de didmetro en regiones un poco
mas profundas (unos 150um desde la ldmina basal) o mucho mas finas a medida que se aproximan
al epitelio.
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Aligual que en otras regiones de la orofaringe, se pueden encontrar multiples fibras nerviosas justo por
debajo de la [dmina basal (+ en Figuras 4C y 4D). Algunas de estas fibras nerviosas pueden atravesar
la ldmina basal y penetrar el epitelio hasta 100um desde la [dmina basal (# en Figuras 4C y 4D). Tam-
bién se pueden encontrar acumulaciones de fibras nerviosas que atraviesan la ldmina basal para cubrir
pequenas agrupaciones de células epiteliales de la capa basal; éstas podrian ser células de Merkel (¢ en
Figura 4C).

Figura 4. Inervacion de la mucosa de la cara lingual de epiglotis humana observada mediante tincion con enolasa especifica neural.
A) Inervacion de region profunda de la mucosa observada a 100x, B) Inervacion de la mucosa observada a 100x, C) Regién inervada por debajo
del epitelio observada a 200x, D) Inervacion de la mucosa observada a 200x.

1.3. Localizacién y expresion de TRPV1, TRPA1, TRPM8y ASIC3

(Ver anexo 3)

Mediante el uso de técnicas de biologia molecular e inmunohistoquimica hemos estudiado la locali-
zacion y expresion de los receptores TRPV1, TRPAT, TRPM8 y ASIC3 en muestras de mucosa orofaringea
humana. Las técnicas de biologia molecular se han dirigido a la cuantificacion del mRNA expresado en
las regiones de interés. Las técnicas de inmunohistoquimica se han dirigido a la localizacion de los re-
ceptores (proteinas) en estas regiones.
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1.3.1.

Localizacion TRPV1

El marcaje de TRPV1 en mucosa lingual se concentra sobre la membrana de las células del epitelio, de
forma bastante homogénea e intensa en el stratum spinosum, mientras que en las capas mas superficia-
les, el stratum granulosum y el stratum corneum, el marcaje es mucho mas débil. En las papilas filiformes
delineadas por el stratum basale (¢ en Figuras 5.A y 5.B) también se puede observar un marcaje mas

débil. Por debajo de la ldmina basal no se encuentra marcaje claro.

El marcaje de TRPV1 en la mucosa faringea se encuentra principalmente sobre la membrana de las
células de las capas basal e intermedia del epitelio, mientras que en la capa superficial el marcaje des-
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Figura 5. Localizacion de TRPV1
(rojo) en orofaringe humana.
Preparaciones de IHC por
fluorescencia observadas en
microscopio confocal con el
objetivo de 40x. A) Marcaje de
TRPV1 en el epitelio de mucosa
lingual, B) Marcaje de TRPV1 en
papilas filiformes de la lengua, C)
Marcaje de TRPV1 en el epitelio
de mucosa faringea, D) Marcaje
de TRPV1 en la mucosa faringea,
E) Marcaje de TRPV1 en el epitelio
de la mucosa de la epiglotis, F)
Marcaje de TRPV1 en la mucosa de
la epiglotis.



Resultados - Capitulo 1

aparece practicamente del todo. Por debajo del epitelio se puede encontrar también marcaje puntual
hasta a unos 120-150um de distancia de la ldmina basal (# en las Figuras 5.C y 5.D), algunos proximos
o incluso delineando los vasos sanguineos que irrigan la submucosa (36 en las Figuras 5.C y 5.D); estos
marcajes podrian corresponderse a fibras nerviosas sensoriales.

El marcaje de TRPV1 en la mucosa de la cara lingual de la epiglotis es en general mas tenue en las
membranas de las células epiteliales; al igual que en faringe, el marcaje en epitelio se encuentra prin-
Cipalmente sobre la capa basal e intermedia. Por debajo del epitelio se encuentra marcaje sobre fibras
nerviosas sensoriales (# en Figura 5.F) de unos 3um de grosor que viajan en paralelo al epitelio a unos

Figura 6. Localizacion de
TRPA1 (rojo) en orofaringe
humana. Preparaciones

de IHC por fluorescencia
observadas en microscopio
confocal con los objetivos 20x
y 40x. A) Marcaje de TRPAT en
papilas filiformes de la lengua
observadas con el objetivo

de 20x, B) Marcaje de TRPAT

en lengua observado con el
objetivo de 40x, C) Marcaje de
TRPA1 en mucosa de faringe
observado con el objetivo de
20x, D) Marcaje de TRPAT en
mucosa de faringe observado
con el objetivo de 40x, E) Marcaje
de TRPAT en mucosa de epiglotis
observado con el objetivo de
20x, F) Marcaje de TRPAT en
mucosa de epiglotis observado
con el objetivo de 40x.
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180um de distancia de la ldmina basal. Entre 200 y 300um de distancia de la ldmina basal se puede en-
contrar marcaje de TRPV1 en células de 10um de didametro y nucleo multilobulado (* en Figuras 5.E y
5.F) que pueden corresponderse a leucocitos neutréfilos o basofilos.

1.3.2. Localizacion TRPA1

El marcaje de TRPAT en la mucosa lingual se encuentra principalmente por debajo de la ldamina basal;
en algunos casos en células, posiblemente fibroblastos, y en otros con morfologfa fibrilar, posiblemente
fibras nerviosas sensoriales. Justo por debajo de las papilas filiformes (¢ en Figuras 6.A y 6.B), se pueden
encontrar fibras nerviosas sensoriales (+ en Figuras 6.A y 6.B). También se puede encontrar marcaje
dentro del epitelio, ya sea en fibras nerviosas o marcando células en el stratum spinosum (# en Figuras
6.Ay 6.B); en el caso de las células marcadas, podria tratarse de células de Langerhans.

El marcaje de TRPAT en mucosa faringea se encuentra principalmente por debajo del epitelio, en
algunos casos en células, posiblemente fibroblastos, y en otros con morfologia fibrilar, posible-
mente fibras nerviosas sensoriales. Se pueden encontrar fibras nerviosas marcadas alrededor de
los vasos sanguineos que irrigan la submucosa (¢ en Figura 6.C). También se encuentran fibras
nerviosas justo por debajo de la ld&mina basal (* en Figuras 6.C y 6.D), resiguiéndola. Las fibras
gue se encuentran resiguiendo la lamina basal en las invaginaciones del epitelio (¢ en Figura 6.C)
la penetran en algunos puntos. Dentro del epitelio también se observa marcaje tanto en células
del stratum spinosum, posiblemente células de Langerhans, como con morfologia fibrilar, posible-
mente fibras nerviosas sensoriales (# en Figuras 6.C y 6.D).

El marcaje de TRPAT en mucosa de la cara lingual de la epiglotis se encuentra principalmente por
debajo del epitelio, en algunos casos en células, posiblemente fibroblastos, y en otros con mor-
fologfa fibrilar, posiblemente fibras nerviosas sensoriales. Aunque con menor frecuencia que en
otras regiones, justo por debajo de la ldmina basal pueden encontrarse marcajes de morfologia
fibrilar, posiblemente fibras nerviosas sensoriales (* en Figura 6.F). Dentro del epitelio también
observa marcaje en menor cantidad tanto en células del stratum spinosum, posiblemente células
de Langerhans, como con morfologfa fibrilar, posiblemente fibras nerviosas sensoriales (# en
Figuras 6.E y 6.F).

1.3.3. Localizacion TRPMS8

El marcaje de TRPM8 en mucosa lingual se encuentra principalmente en las fibras nerviosas que
la inervan, generalmente por debajo del epitelio. Puede encontrarse tanto en gruesos haces de
fibras nerviosas (# en Figura 7.A) que recorren la submucosa, como en fibras nerviosas que se
encuentran justo por debajo de la ldmina basal (+ en Figura 7.A); en ocasiones, estas fibras con
TRPM8 pueden atravesar la ldmina basal y penetrar en el stratum basale y el stratum spinosum del
epitelio (# en Figura 7.B). También puede encontrarse marcaje de TRPM8 en estructuras corpus-
culares que se encuentran por debajo del epitelio (¢ en Figura 7.A); estas estructuras podrian ser
bulbos de Krause.

El marcaje de TRPM8 en mucosa faringea se encuentra principalmente en las fibras nerviosas que
la inervan, generalmente por debajo del epitelio. Puede encontrarse en los haces de fibras nervio-
sas (# en Figuras 7.Cy 7.D) que recorren la submucosa, asi como también en las fibras nerviosas
que inervan el endotelio de los vasos sanguineos que la irrigan (36 en Figuras 7.Cy 7.D). También
en la faringe puede encontrarse marcaje de TRPM8 en estructuras corpusculares que se encuen-
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tran por debajo del epitelio (¢ en Figura 7.D), que, al igual que en la lengua, podrian ser bulbos
de Krause.

El marcaje de TRPM8 en mucosa de la cara lingual de la epiglotis, aunque menos abundante y menos
intensa, se encuentra principalmente en las fibras nerviosas que la inervan, generalmente por debajo
del epitelio. Puede encontrarse en los haces de fibras nerviosas (# en Figuras 7.E y 7.F) que recorren
la submucosa, asi como también en fibras nerviosas que se encuentran justo por debajo de la ldmina
basal (* en Figura 7.E).

Figura 7. Localizacion de
TRPMS (rojo) y de NSE
(verde) en orofaringe
humana. Preparaciones
de IHC por fluorescencia
observadas en microscopio
confocal con el objetivo
de 20x. Ay B) Marcaje de
TRPM8 en mucosa lingual,
Cy D) Marcaje de TRPM8

en mucosa faringea, Ey

F) Marcaje de TRPM8 en
mucosa de la cara lingual de
la epiglotis. La colocalizacion
de TRPM8 y NSE se muestra
en tono amarillento.
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1.3.4. Localizacion de ASIC3

El marcaje de ASIC3 en mucosa lingual, aunque menos abundante e intenso que el resto de mar-
cajes, se encuentra principalmente en las fibras nerviosas que la inervan, generalmente por debajo
del epitelio. Los marcajes muestran colocalizacion de ASIC3 con las fibras que se encuentran justo
por debajo de la ldamina basal, resiguiendo las papilas filiformes (* en Figuras 8.A y 8.B) asi como
también en las fibras que se dirigen hacia estas papilas (# en Figuras 8.A y 8.B). También se en-

cuentra en las fibras que inervan los vasos sanguineos que irrigan la submucosa (36 en Figuras 8.A
y 8.B).

Figura 8. Localizacién de
ASIC3 (rojo) y de NSE (verde)
en orofaringe humana.
Preparaciones de IHC por
fluorescencia observadas en
microscopio confocal con los
objetivos de 20x y 40x. Ay B)
Marcaje de ASIC3 en mucosa
lingual observado a 20x, C)
Marcaje de ASIC3 en mucosa
faringea observado a 20x, D)
Marcaje de ASIC3 en mucosa
faringea observado a 40x, Ey

F) Marcaje de ASIC3 en mucosa
de la cara lingual de la epiglotis
observado a 20x. La colocalizacién
de ASIC3 y NSE se muestra en
tono amarillento.
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El marcaje de ASIC3 en mucosa faringea es, en ge-
neral, mucho menos abundante e intenso que en
otras regiones. AUn y asi, se puede encontrar en
algunas de las fibras proximas a la ldmina basal (x
en Figuras 8.C y 8.D) asi como también en algu-
nas de las fibras de los haces que circulan por la
submucosa (# en Figura 8.C). Las fibras que iner-
van los vasos sanguineos que irrigan la submuco-
sa (6 en Figura 8.C) también presentan marcaje
de ASICS.

El marcaje de ASIC3 en mucosa de la cara lingual
de la epiglotis se encuentra principalmente en las
fibras nerviosas que la inervan, generalmente por
debajo del epitelio. Puede encontrarse principal-
mente en los haces de fibras nerviosas (# en Fi-
guras 8.E y 8.F) que recorren la submucosa y en
las fibras nerviosas que se aproximan a la lamina
basal (* en Figura 8.F).

1.3.5. Expresion de TRPV1,
TRPA1, TRPM8 vy ASIC3

Los receptores TRPV1, TRPAT y ASIC3 se expresan
en las regiones inervadas por los nervios trigémi-
no (NCV), glosofaringeo (NC IX) y vago (CN X) de
la orofaringe humana (Figura 9). En cambio, no se
ha encontrado expresion de TRPM8 en muestras
de mucosa orofaringea humana.

La expresion relativa de TRPV1 respecto a ACTBh
en orofaringe humana es 2,543x10* + 2,117x10”
en el dorso del cuerpo de la lengua, 2,037x10*
+ 2,582x107° en los pilares posteriores, 2,167x10*
+ 3,368x10” en la pared lateral y posterior de la
faringe y 1,659x10“ + 1,494x107 en la cara lingual
de la epiglotis. La expresion relativa de TRPV1
en lengua es significativamente superior a la de
epiglotis de acuerdo a la comparacion post-test
de Dunn; los niveles de expresion en el resto de
regiones no presentan diferencias significativas
entre ellos.

La expresion relativa de TRPAT respecto a ACTBh
en orofaringe humana es 2,736x10° + 7,805x10°
en el dorso del cuerpo de la lengua, 1,493x10° +
2,684x10° en los pilares posteriores y 2,432x10° +

5,010 =
£=
5
< 4,0x107
o
o
@
(=%
3 |
é 3,0210°] |
= e
™
]
Ig 2,0=10"
]
=
5
& 1.0x107
g =8 |
Ed
i
c L L] L] L
Pilares £ 5
Lengua vostariores Faringe Epiglotis
1,5x107
=
o
-
Q
<
g
2
2 1,0%10"4
b
o
[
=
@
=
Lid
=
F 50x10%-
e
b
. ]
a
»
w
0 =1 b —— e
0 : - ———
Pilares =
Lengua pobtariorss Epiglotis
8,0x10
=
I
-
Q
<
2 5,0x104 —_
@
o
w
2
o
9
@?
< 4,0x1044
o
-1
o
=
i
®
*f’ 2,0x10-
w
-
(=%
e
i
| ==
n- + r "—_1_—'_
Pilares : e
Lengua joatatiores Faringe Epiglotis

Figura 9. Andlisis de la expresién de TRPV1, TRPA1 y ASIC3.
A) Expresion relativa de TRPV1 (arriba), TRPAT (centro) y ASIC3
(abajo) respecto al gen de referencia b-actina (ACTBh) en las
areas inervadas por los nervios trigémino (NC V), glosofaringeo
(NC IX) y vago (CN X). *p < 0.05. No se encontrd expresion de
TRPAT en las muestras de faringe. Adaptada del articulo Alva-
rez-Berdugo et al (2016) (166).
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7,970x10° en la cara lingual de la epiglotis. No se encontré expresion de TRPAT en las muestras de farin-
ge. Los niveles de expresion en el resto de regiones no presentan diferencias significativas entre ellos.

La expresion relativa de ASIC3 respecto a ACTBh en orofaringe humana es 4,842x10° + 2,117x10° en el
dorso del cuerpo de lalengua, 1,732x10* + 6,598x10° en los pilares posteriores, 1,440x10* + 4,303x10>
en la pared lateral y posterior de la faringe y 3,327x10° + 1,071x10” en la cara lingual de la epiglotis. Los
niveles de expresion entre las regiones estudiadas no presentan diferencias significativas entre ellos.

TRPV1 se expresa en el dorso del cuerpo de la lengua con niveles significativamente superiores a los
de TRPAT (p<0,001) y ASIC3 (p<0,05). TRPAT se expresa en los pilares posteriores con niveles signifi-
cativamente inferiores a los de TRPV1 (p<0,001) y ASIC3 (p<0,01). no hay diferencias estadisticamente
significativas en pared posterior de la faringe entre los niveles de expresion de TRPV1 y ASIC3. TRPV1
se expresa en la cara lingual de la epiglotis con niveles significativamente superiores a los de TRPA1
(p<0,001) y ASIC3 (p<0,05).

1.4. Resumen de los resultados

1) Aunque la mucosa orofaringea estd densamente inervada, la mayoria de las fibras nerviosas se
encuentran por debajo de la membrana basal; sélo algunas fibras penetran entre las células epi-
teliales. Hemos identificado en la orofaringe humana terminales libres, estructuras corpusculares
y botones gustativos que perciben todo el espectro de estimulos mecanicos, térmicos y quimicos
relacionados con la deglucion.

2)  Elreceptor TRPV1 se localiza tanto en las células epiteliales de la mucosa orofaringea como en fi-
bras sensoriales por debajo de la membrana basal. En cambio, TRPAT se encuentra principalmente
localizado por debajo de la membrana basal, ya sea en fibras nerviosas o en fibroblastos de la sub-
mucosa. TRPM8 se encuentra localizado en las fibras nerviosas que la inervan, ya sea en terminales
libres de la mucosa o en estructuras corpusculares de la submucosa. ASIC3 se encuentra localizado
en algunas fibras sensoriales que la inervan por debajo de la membrana basal.

3)  Cuantitativamente, el receptor TRPV1 es el que mas se expresa en todos |os territorios estudiados
de la orofaringe humana. ASIC3 y TRPAT le siguen cuantitativamente y, finalmente, no hemos en-
contrado expresion de TRPMS8 en las muestras de mucosa orofaringea estudiadas.
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Farmacodinamica de los agonistas TRPV1
(Ver Anexo 4)

2.1. Curvas dosis-respuesta

Nuestros estudios muestran que la capsaicina (entre 107y 10°M), la piperina (entre 10°y 10°M) y los
capsaicinoides naturales (entre 1,2-10°y 6-10°M) consiguen estimular de forma concentracion-depen-

diente el receptor TRPV1.
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Figura 1. Liberacion de calcio en el tiempo y curvas dosis-respuesta. Figura adaptada del articulo Alvarez-Berdugo et al (2014) (167). A), O)
y E) Gréficas con la media de incremento de fluorescencia (AF) en funcion del tiempo respecto a la fluorescencia basal (F) previa a la exposicion
con agonistas a diferentes concentraciones. B), D) y F) Curvas dosis-respuesta de los distintos agonistas construida con el efecto maximo
normalizado de cada concentracién. Cada punto representa el promedio + EE de 3 experimentos independientes (n = 10).
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Las curvas dosis-respuesta ajustadas a la
ecuacion de Hill dieron un efecto maximo
(E, ) similar con capsaicina (Figura 1.B) y
piperina (Figura 1.D) y significativamente
superior con capsaicina gque con capsaici-
noides (Figura 1.F) (176,6 + 3583% cap-
saicina, 204,8 = 184,3% piperina y 40,99 +
6,14% capsaicinoides; capsaicina vs capsai-
cinoides P < 0.001). El coeficiente de Hill de
las curvas fue similar con los distintos ago-
nistas (1,59 + 0,86 capsaicina, 0,70 + 0,50
piperinay 1,18 + 0,45 capsaicinoides). Tam-
poco hubo diferencias significativas entre
el EC,, de los distintos agonistas (1.90-10°M
capsaicina, 4.14-10“M piperina y 4.36-10°M
capsaicinoides).

La pendiente en los experimentos con
capsaicina (Figura 1.A) y piperina (Figu-
ra 1.C) fue significativamente mas grande
que en el experimento con capsaicinoi-
des (Figura 1.E) (830,17 + 128,1 AF/F por
segundo con capsaicina, 1238 + 146,8
AF/F por segundo con piperinay 184,6 +
17,39 AF/F por segundo con los capsaici-
noides).

2.2. Desensitizacion y efecto de un
agonista especifico

La desensitizacion producida por una se-
gunda exposicion redujo el efecto maximo
un 38,31 + 4,08% con capsaicina, un 22,30 +
2,24% con capsaicinoidesy un 67,61 +5,31%
con piperina.

La incubacion con el antagonista de TRPV1
especifico SB-366791 previa a una segun-
da exposicion reduce el efecto maximo un
74,66 + 293% con capsaicina, un 91,71+
2,76% con capsaicinoides y un 100 + 0,005%
con piperina.
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Figura 2. Efectos de desensitizacion y del antagonista SB-366791. Figura adaptada del articulo Alvarez-Berdugo et al (2014) (167).
Comparacion del efecto maximo normalizado de la primera exposicion a capsaicina (A), capsaicinoides (B) y piperina (C) (blogque negro) con
una segunda exposicion a la misma concentracion del mismo agonista (blogue blanco) o con una segunda exposicién previa incubacién con el
antagonista de TRPV1 especifico SB-366791 (bloque a rayas). Los resultados estan expresados como el promedio + EE.
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2.3. Resumen de resultados

1) La capsaicina, la piperina y los capsaicinoides naturales consiguen estimular de forma concentra-
cion-dependiente el receptor TRPV1.

2) Tanto el coeficiente de Hill como el EC_ de los diferentes agonistas probados es similar, lo que implica
un mecanismo de accion y una potencia similar para todos los agonistas sobre el receptor, pero los cap-
saicinoides naturales presentan un efecto maximo significativamente inferior al del resto de agonistas.

3) Una segunda exposicion a estos agonistas tiene un efecto estimulante menor sobre TRPV1, lo que
sugiere que se producen fenémenos de desensitizacion.

4) El uso de un antagonista especifico de TRPV1 reduce significativamente el efecto de estos agonistas,
lo que implica que su efecto se produce especificamente a través del receptor TRPV1.

5) El'uso de un cultivo de células PC3, con expresion constitutiva TRPV1, en el estudio farmacodinamico
de los agonistas de este receptor es una herramienta valida, alternativa al uso de cultivos de células ma-
nipuladas genéticamente para que expresen de forma heteréloga el receptor TRPV1.
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Estudio comparativo de la eficacia clinica de los
tratamientos farmacoldgicos mediante agonistas TRPV1,
TRPA1y TRPMS8

3.1. Demografia

En los distintos subestudios participaron un total de 142 pacientes con DO. Los pacientes estudia-
dos eran ancianos (75,99+0.93 anos) que tenian DO moderada o severa (542,43+31,86 segun el SSQ)
causada por el envejecimiento (45,8%), por un ictus (34,5%) o por enfermedades neurodegenerativas
(19,7%) (Tabla 1).

capg;tgiiic?ides Estudio piperina Estudio mentol Pudin almidon P valor
N 33 40 36 33
Edad 75,94+1,88 75,8%2 7714+1,37 73,94+2,23 0,614
Sexo (hombres) 20 (60,61%) 17 (42,50%) 16 (44,44%) 16 (48,48%) 0432
SSQ 315,15+47,97 529,6+44,9 843+61,84 43294736 <0,001
Etiologia 0,021
Envejecimiento 10 (30,3%) 23(57,5%) 22 (61,1%) 10 (30,3%)
Ictus 8 (24,2%) 4 (10%) 8(22,2%) 8 (24,2%)
Neurodeg 15 (45,5%) 13 (32,5%) 6 (16,7%) 15 (45,5%)

Tabla 1. Datos demograéficos y relativos a la DO de los pacientes del estudio. Neurodeg = Enfermedades neurodegenerativas.

Los resultados del SSQ muestran que los pacientes que participaron en el estudio del mentol tenfan
una severidad subjetiva de la disfagia significativamente superior a la del resto de estudios (mentol vs
capsaicinoides p<0.001; mentol vs piperina p<0.01; mentol vs pudin almidén p<0.001); los pacientes
del estudio de los capsaicinoides presentaban una severidad subjetiva de la disfagia significativamente
inferior a los del estudio de la piperina (capsaicinoides vs piperina p<0.05).

En cuanto a la etiologia de la disfagia, mientras que los pacientes de los estudios con capsaicinoides y
con aumento de la viscosidad a pudin con espesantes de almiddn presentaban proporciones similares
entre etiologias, tanto los pacientes del estudio de piperina como del estudio de mentol tenian mayori-
tariamente disfagia debida al envejecimiento.

3.2. Fisiopatologia

En conjunto, durante la deglucién de bolos de viscosidad néctar, los pacientes presentaron alteraciones
de la seguridad con una elevada prevalencia de penetraciones en el vestibulo laringeo (43,38%). Los
pacientes también presentaban alteraciones de la eficacia de la deglucion con una elevada prevalencia
de residuos orales (20,10%) y faringeos (18,50%) (Tabla 2).

Respecto ala respuesta motora orofaringea, como promedio, los pacientes de todos los estudios presen-
taban un importante retraso en el tiempo de cierre del vestibulo laringeo (393,13+15,38ms vs 160+7ms
en voluntarios jovenes (69)) y en el tiempo de apertura del esfinter esofagico superior (345,67+14,31ms
vs 220+9ms en voluntarios jovenes (69)).
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Por ultimo, respecto a la cinética del bolo, como promedio, los pacientes de todos los estudios propul-
saban débilmente el bolo con textura néctar alcanzando velocidades finales bajas (0,444+0,016m/s vs
0,620+0,160m/s en voluntarios jovenes (69)).

CAPS PIPE MENT MENT
150uM 150uM PIPE TmM 1mM 10mM EST MS P valor
Residuo oral 6,06% 13,73% 32,08% 31,37% 50,00% 8,16% <0,001
Residuo faringeo 17,68% 12,75% 16,04% 10,78% 31,25% 20,41% <0,001
Penetraciones en el 34,34% 52,94% 52,83% 47,06% 41,07% 41,84% 0,113
vestibulo laringeo
) 40849 383,53 + 375,56 367,50 40842 396,13
Tiempo de LVC (ms) + 24,12 24,51 +35,15 +31,67 +3387 + 64,69 0,546
i 372,12 315,29 + 328,89 310,59 298,95 390,97
Tiempo de UESO (ms) + 24,34 22,46 +29,38 + 23,40 +2337 +60,95 0391
Velocidad final del bolo 0,340 0,512 0,488 0,465 0,493 0,443 0001
(m/s) +0,025 +0,042 +0,042 +0,030 +0,050 +0,041 '

Tabla 2. Estado basal de la prevalencia de signos VFS, RMO y cinética del bolo en los pacientes del estudio. CAPS = Estudio
capsaicinoides; PIPE = Estudio piperina; MENT = Estudio mentol; EST MS = Viscosidad pudin obtenida con almidén modificado; LVC = cierre del
vestibulo laringeo; UESO = apertura del esfinter esofagico superior.

La prevalencia de residuos orales y faringeos, los principales signos de alteracion de la eficacia analiza-
dos en este estudio, era significativamente superior en los pacientes que participaron en el subestudio
del mentol a 10mM que la del resto de estudios. En cambio, la prevalencia de penetraciones del bolo
en el vestibulo laringeo, el principal signo de seguridad de la deglucién analizado en este estudio, era
similar en todos los estudios.

Ademas, los pacientes del estudio con capsaicinoides presentaban una velocidad final del bolo significati-
vamente inferior a la de los pacientes de los subestudios con piperina y con TmM de mentol (capsaicinoi-
des vs piperina 150uM p<0.01; capsaicinoides vs piperina TmM p<0.05; capsaicinoides vs mentol p<0.05).

3.3. Efecto del tratamiento

En cuanto a la sequridad de la deglucién, la estimulacion de TRPV1 con capsaicinoides naturales redu-
jo significativamente la prevalencia de penetraciones laringeas un -44,12% en T1 (p=0,005) y un -50%
en T2 (p<0,001). La estimulacion dual de TRPV1/AT con piperina también redujo significativamente la
prevalencia de penetraciones un -56,32% en T1 con TmM (p=0,002) y un -37,04% con 150uM (p=0,004).
Por contra, sélo la estimulacion de TRPM8 con concentracion baja de mentol (1mM) redujo significa-
tivamente la prevalencia de penetraciones un -37,5% in T2 (p<0,001) mientras que la concentracion
mas elevada de mentol (10mM) no tuvo ningun efecto significativo sobre la seguridad de la deglucion.
Aumentar la viscosidad del bolo a pudin con almidén modificado redujo también significativamente la
prevalencia de penetraciones un -77,11% (p<0,001).

Al comparar el efecto de los distintos tratamientos sobre la seguridad de la deglucién, tanto el aumento
de viscosidad con espesantes de almidén modificado (intervalo de confianza del odds ratio [0,001-0,208])
como el tratamiento con capsaicinoides (intervalo de confianza del odds ratio [0,073-0,686]) tienen un
efecto significativamente superior al tratamiento con mentol T0mM (intervalo de confianza del odds
ratio [0,406-4,662]). El efecto de la piperina sobre la seguridad de la deglucién no presenta diferencias
significativas respecto al resto de tratamientos.
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Penetraciones en el vestibulo laringeo
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Figura 1. Comparacién
del efecto de los
tratamientos sobre la
prevalencia de signos
videofluoroscépicos

de la deglucion. CAPS =
Estudio capsaicinoides; PIPE
= Estudio piperina; MENT
= Estudio mentol. Con #
se indica la significacion
estadfstica del test

de McNemar entre el
tratamiento y el control.
Con * se indica que hay
diferencia significativa
entre el efecto de dos
tratamientos.
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En cuanto a la eficacia de la deglucion, el tratamiento con capsaicinoides redujo la prevalencia de resi-
duos faringeos un -80% en T1 (p<0,0001) y un -42,86% en T2 (p=0,019) mientras que no tuvo ningun
efecto significativo sobre el residuo oral. Los tratamientos de piperina o mentol no tuvieron ningun efec-
to significativo en la prevalencia de residuo faringeo ni oral. En cambio, aumentar la viscosidad del bolo
a pudin con almidon modificado aumento significativamente el residuo oral un 173,63% (p=0,0019) asi
como también el residuo faringeo un 19,89% (p=0,0376).

Al comparar el efecto de los distintos tratamientos sobre la eficacia de la deglucion, el tratamiento
con capsaicinoides (intervalo de confianza del odds ratio [0,001-0,234]) tuvo un efecto significativa-
mente superior al de mentol, tanto TmM (intervalo de confianza del odds ratio [0,226-9,102]) como
10mM (intervalo de confianza del odds ratio [0,352-2,843]), y al aumento de viscosidad a pudin con
almidon modificado (intervalo de confianza del odds ratio [1,055-6,562]). El efecto de la piperina
sobre la eficacia de la deglucion no presento diferencias significativas respecto al resto de tratami-
entos.

En cuanto a los tiempos de la RMO, el tratamiento con capsaicinoides redujo significativamente tanto el
tiempo de LVC (-24,38% p=0,001 en T1 y -6,28% p=0,040 en T2) como el de UESO (-12,73% p=0,014 en
T1). El tratamiento con piperina redujo significativamente el tiempo de LVC en las dos concentraciones
estudiadas (-25,5% p=0,001 en T1y -11,27% p=0,014 en T2 de 150uM; -14,56% p=0,018 en T1 y -15,82%
p=0,009 en T2 de TmM) pero no tuvo ningun efecto significativo sobre el tiempo de UESO. En el caso del
tratamiento con mentol, sélo su concentracion mas elevada (10mM) redujo significativamente el tiem-
po de LVC (-18,44% p=0,039enT1y-12,97% p=0,012 en T2) y tampoco tuvo ningun efecto significativo
sobre el tiempo de UESQ. Por Ultimo, aumentar la viscosidad a pudin tuvo un efecto opuesto aunque no
significativo sobre tiempo de LVC (41,73% p=0,150) y retrasé de forma significativa el tiempo de UESO
(51,16% p=0,047).

Al comparar el efecto de los distintos tratamientos sobre la RMO, el T1 con capsaicinoides tuvo un
efecto sobre el tiempo de LVC superior al T1 con mentol TmM (p=0,055). Por otro lado, aumentar
la viscosidad a pudin retrasé significativamente el tiempo de LVC respecto al efecto obtenido por
T1y T2 con capsaicinoides (p<0,001 y p=0,042 respectivamente), T1 con piperina 150uM (p=0,004),
T2 con piperina TmM (p=0,040) y T1 con mentol 10mM (p=0,036). Aumentar la viscosidad a pudin
también retrasa significativamente el tiempo de UESO respecto al efecto obtenido por T1y T2 con
capsaicinoides (p=0,003 y p=0,024 respectivamente), T1 y T2 con piperina 150uM (p=0,015 y p=0,040
respectivamente), T2 con piperina 1TmM (p=0,042) y T2 con mentol TmMy 10 mM (p=0,029 y p=0,050
respectivamente).

En cuanto a la cinética del bolo, el tratamiento con capsaicinoides aumenté la velocidad final bolo un
36,51% (p=0,008) en T1 y el tratamiento con piperina 150uM la aumentd un 23,63% (p=0,030) en T1. El
resto de tratamientos con estimulantes no consiguié un aumento significativo de la velocidad final del
bolo. Por el contrario, aumentar la viscosidad a pudin redujo significativamente la velocidad final del
bolo un -13,44% (p=0,034).

Al comparar el efecto de los distintos tratamientos sobre la cinética del bolo, aumentar la viscosidad a
pudin ralentizé significativamente la velocidad final del bolo respecto al efecto logrado por T1y T2 con
capsaicinoides (p<0,001 y p=0,006 respectivamente), T1 y T2 con piperina 150uM (p=0,005 y p=0,006
respectivamente), T1y T2 con piperina TmM (p=0,019 y p=0,006 respectivamente) y T1 y T2 con mentol
TmM (p=0,045 y p=0,010 respectivamente).
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Figura 2. Comparacion del efecto de los tratamientos sobre la respuesta motora orofaringea y la cinética de la deglucién. CAPS =
Estudio capsaicinoides; PIPE = Estudio piperina; MENT = Estudio mentol. Con # se indica la significacion estadistica del test de Wilcoxon entre
el tratamiento y el control. Con * se indica la significacion estadistica de la U de Mann-Whitney entre el efecto de dos tratamientos.
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3.4. Resumen de resultados

1)

100

En este conjunto de estudios se incluyeron pacientes ancianos, algunos de los cuales habian pa-
decido un ictus o presentaban enfermedades neurodegenerativas como principales factores de
riesgo para presentar alteraciones en la deglucion.

Todos los pacientes que participaron en el estudio presentaban disfagia orofaringea con signos cli-
nicos y videofluoroscépicos de alteracion de la seguridad de la deglucion debido a tener una RMO
retrasada y prolongada. Una gran mayoria de estos pacientes también presentaban alteracion de
la eficacia de la deglucion debido a una disminucion de fuerza de propulsion lingual del bolo.

La estimulacion de los receptores TRPV1 con capsaicinoides naturales o TRPV1/AT1 con piperina
redujo la prevalencia de sintomas videofluoroscopicos de alteraciéon de la seguridad a un nivel
similar al conseguido al aumentar la viscosidad del bolo a pudin con espesantes de almidén. La es-
timulacion de TRPM8 con mentol también redujo —aunque con menor intensidad- la prevalencia
de alteraciones de la seguridad, pero solo a concentraciones mas bajas.

A diferencia del efecto producido por el aumento de la viscosidad del bolo a pudin —que incre-
menta el residuo orofaringeo—, la estimulacion de los receptores TRPV1 mediante capsaicinoides
mejoro la eficacia de la deglucién y redujo la prevalencia de pacientes con residuo orofaringeo.
Suplementar el bolo con piperina o con mentol no produjo ningun efecto significativo sobre los
pardmetros de eficacia de la deglucion.

Mientras que el incremento de la viscosidad del bolo a viscosidad pudin reduce la prevalencia de
penetraciones del vestibulo laringeo gracias a ralentizar el proceso de deglucion y la velocidad del
bolo, la estimulacion de los receptores TRPV1, TRPAT y TRPM8 con sus respectivos agonistas logra
su efecto terapéutico sobre la sequridad de la deglucion gracias a acelerar la RMO y hacer que el
VL se cierre antes para proteger mas precozmente la via respiratoria.
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DISCUSION GENERAL

A pesar de su elevada prevalencia y de sus graves efectos tanto en la salud como en la calidad de vida
del paciente y en el coste sanitario que puede conllevar, asi como su elevada tasa de mortalidad, la DO
no tiene todavia un tratamiento farmacolégico especifico.

En esta Tesis hemos desarrollado las bases para una nueva linea de tratamiento farmacolégico especifico
para la DO mediante investigacion traslacional, partiendo de la investigacion basica (histologia y biologia
molecular) hasta llegar al ensayo de distintos tratamientos en estudios clinicos, pasando por el estudio
farmacodindmico de estos tratamientos. Estos nuevos tratamientos estan basados en la estimulacion
sensorial con agonistas farmacoldgicos de los receptores que se encuentran en la orofaringe humana
y que puedan anadirse al bolo alimentario y buscan mejorar la deglucion promoviendo una RMO mas
rapida y una mayor fuerza de propulsién lingual.

El estudio de la histologia y la inervacion de la mucosa orofaringea nos permite sentar las bases de
como se percibe normalmente el bolo durante la deglucién, mientras que el estudio de la expresion
y localizacion de los receptores TRPV1, TRPA1, TRPM8 y ASIC3 nos indica las potenciales dianas
farmacoldgicas para estimular la deglucion y asi reducir los signos clinicos de la DO.

El estudio de la farmacodindmica de los agonistas del receptor TRPV1 nos permite disefiar de forma
racional la estrategia terapéutica basada en el uso de estos agonistas. Asi podemos establecer el rango
de concentraciones que manifiestan efecto terapéutico y el efecto de la desensitizacion como posible
factor limitante de esta estrategia terapéutica.

Los estudios clinicos para evaluar el efecto de la estimulacion de TRPV1, TRPAT y TRPM8 con sus
respectivos agonistas nos permite establecer cual es el tratamiento que presenta una mayor eficacia
terapéutica. Ademas, al compararlos con el tratamiento clasico compensatorio podemos determinar las
diferencias entre sus mecanismos de accién sobre la respuesta motora orofaringea.

La integracion de todos estos resultados nos permiten proponer una nueva estrategia terapéutica para
tratar a los pacientes con DO neurogénica y sentar las bases para futuras lineas de investigacion que
busquen nuevas potenciales dianas con las que tratar la DO y que desarrollen técnicas sencillas que nos
permitan determinar qué pacientes con DO se pueden beneficiar de estos nuevos tratamientos.

1. Histologia y biologia molecular de la percepcion
sensorial orofaringea

En el primer capitulo de esta Tesis Doctoral hemos estudiado los elementos histolégicos relacionados
con la percepcién sensorial de la mucosa orofaringea humana y hemos observado que:

a)  Laestructura de la mucosa orofaringea humana a nivel histolégico es diferente en la lengua (mu-
cosa especializada) respecto a la faringe y la epiglotis (mucosa de recubrimiento).

b) Lainervacion sensorial de la mucosa orofaringea es generalmente subepitelial, aunque también
hay terminaciones nerviosas que penetran el epitelio. También hemos observado estructuras sen-
soriales especializadas como un botdn gustativo, estructuras corpusculares y células de Merkel.

c)  TRPV1yTRPAT se expresan en las regiones inervadas por los NCV, IX'y X, pero mientras TRPV1 se
localiza principalmente en la membrana de las células epiteliales, TRPA1 se localiza principalmente
por debajo del epitelio. TRPMS se expresa en la orofaringe humana, pero se localiza en las termina-
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ciones nerviosas que inervan la mucosa. ASIC3 se expresa en las regiones inervadas por los NC 'V,
X'y X'y se localiza en las terminaciones nerviosas que inervan la mucosa.

1.1. Estructura e inervacion de la mucosa orofaringea

Los resultados obtenidos muestran que la mucosa especializada que recubre el dorso de la lengua
humana es distinta y esta especializada con respecto a la mucosa de recubrimiento de la faringe y
la cara lingual de la epiglotis humana. Mientras que la mucosa especializada de la lengua presenta
papilas filiformes recubiertas por un epitelio paraqueratinizado, la mucosa de recubrimiento de la
faringe y la epiglotis presenta papilas mas similares a las de la dermis y esta cubierta por un epitelio no
queratinizado. Estas caracteristicas concuerdan con las descritas previamente (13,14) y nos sirven como
base morfolégica para poder estudiar la inervaciéon y la localizacion de los receptores en la mucosa.

Nuestros resultados muestran como los nervios que inervan la orofaringe viajan en haces gruesos en
las regiones mas profundas de la mucosa, por debajo de la membrana basal, mientras que las fibras
simples que forman las terminaciones nerviosas llegan hasta la membrana basal e incluso algunas la
atraviesan de forma esporadica, penetrando asf en el epitelio mas superficial. Sin embargo, mientras que
la inervacion subepitelial puede ser muy densa y numerosa, la inervacion intraepitelial es poco habitual
en nuestras muestras. Algunos estudios previos han mostrado la presencia de terminales nerviosos justo
por debajo de la ldmina basal, llegando incluso a contactar con ella (32) mientras que otros estudios
también han encontrado terminaciones nerviosas dentro del epitelio, llegando a capas superficiales
(35). Estas terminaciones libres son las que perciben los estimulos térmicos y quimicos a través de
receptores especializados (168) y es importante determinar donde se encuentran estas terminaciones
ya que esto puede determinar si estos estimulos pueden activar con mas facilidad y eficacia las vias
aferentes que inician la deglucion. Habitualmente se asume que estas terminales sensoriales alcanzan
las capas epiteliales mas superficiales de la orofaringe y laringe humanas y nuestro estudio demuestra
claramente que esto es infrecuente y son mucho mas frecuentes por debajo de la membrana basal.

En nuestras muestras también hemos encontrado estructuras sensoriales especializadas como
corpusculos y botones gustativos. Estudios previos ya habfan localizado estas y otras estructuras
especializadas en la mucosa oral y faringea humana y de otros animales (24,26-28,33). Estas estructuras
permiten que la mucosa orofaringea perciba estimulos térmicos, mecéanicos y quimicos, no sélo para
percibir las caracteristicas organolépticas de los alimentos, sino también para activar la deglucion
(74,104,105). Nuestro estudio confirma estas observaciones.

El estudio de la inervacion de la mucosa orofaringea a nivel histoldgico también nos permite entender
mejor los procesos fisiopatoldgicos que llevan a la pérdida de sensibilidad orofaringea en pacientes con
disfagia. En pacientes con Parkinson, Alzheimer o demencia de cuerpos de Lewis, se han encontrado
acumulaciones de a-sinucleina en los nervios que inervan la orofaringe (168); estas alteraciones se
han relacionado con el dano en los nervios sensoriales y motores periféricos que causan la disfuncion
deglutoria en estos pacientes (169,170), siendo ésta una de las causas principales de la pérdida de
sensibilidad en la orofaringe y del aumento en el riesgo de aspiraciones en pacientes de Parkinson y
otras enfermedades neurodegenerativas que afectan al sistema nervioso central (72,169,171,172).

1.2. Expresion y localizacion de los receptores sensoriales

Los resultados obtenidos durante esta tesis muestran que TRPV1, TRPAT y ASIC3 se expresan en las
regiones inervadas por los NCV, IX'y X, mientras que no hemos encontrado expresion de TRPMS8 a nivel
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de mRNA en esta region. La localizacion de estos receptores presenta diferentes patrones: mientras que
TRPV1 se encuentra principalmente en la membrana de las células epiteliales que recubren la mucosa de
estas regiones, TRPA1 se encuentra principalmente por debajo de la membrana basal, tanto en células
(posiblemente fibroblastos) como en fibras nerviosas, y TRPM8 y ASIC3 se encuentran principalmente
en las fibras nerviosas que inervan estas regiones (Figura 1A). Aunque no hemos utilizado un método
cuantitativo para el estudio de la concentraciéon de receptores sino que la figura resume nuestra
interpretacion subjetiva de los resultados obtenidos, también hemos observado diferencias claras en
la cantidad de proteina encontrada de cada uno de los receptores estudiados, siendo TRPV1 y TRPAT
los mas abundantes por encima y por debajo de la membrana basal respectivamente, TRPV1 muy
abundante por encima y TRPM8 y ASIC3 mucho menos abundantes y principalmente localizados por
debajo de la membrana basal (Figura 1B).

Epitelio

Ldmina
basal

| Receptores |
m TRPV1

O TRPAL

O TRPMS

o ASIC3

Submucosa

| T T T | I T I I I 1 T T
10 20 30 40 S0 60 70 8O 90 100 110 120

Media de fluorescencia

Figura 1. Distribucién de los receptores TRPV1, TRPAT, TRPM8 y ASIC3 en la mucosa orofaringea humana. A) Dibujo esquematico de la
distribucion de los receptores en la mucosa. B) Interpretacion subjetiva de la cantidad de receptores a ambos lados de la membrana basal.

Los NCV, IX'y X permiten la percepcion de estimulos térmicos y quimicos en la orofaringe gracias a sus
terminales libres. La sefal producida por estos estimulos periféricos viaja a través de los axones de estos
nervios hasta el soma localizado en el ganglio correspondiente y después prosiguen hasta el nucleo
espinal del complejo del trigémino. Alli se produce la primera sinapsis con neuronas de seqgundo orden
que pueden seguir una de las siguientes vias: llevar la sefal hasta el CPG en el bulbo raquideo del tronco
encefdlico o llegar hasta la zona media del nucleo ventral posterior del tdlamo donde se producird
otra sinapsis para que una neurona de tercer orden lleve la sefal hasta el cortex sensorial (173). Muy
recientemente hemos revisado los circuitos neurales que controlan los mecanismos de la deglucion en
dos revisiones que se han publicado muy recientemente (74,174).
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Nuestros resultados de inmunofluorescencia muestran la presencia de TRPV1 en la membrana
celular de las células epiteliales de la lengua, la faringe y la epiglotis, asi como también en fibras
nerviosas de pequeno diametro. También hemos encontrado expresion en todas estas regiones y
hemos observado como esta expresion se reduce a medida que avanzamos craneocaudalmente
por el tracto aerodigestivo, con niveles de expresién significativamente superiores en lengua que
en epiglotis.

La expresion de TRPV1 ha sido ampliamente estudiada en modelos murinos desde que este receptor
fue identificado (123), mostrando que puede encontrarse en la orofaringe tanto en fibras nerviosas
aferentes como en células epiteliales (150,175,176). Sin embargo, hay mucha menos informacion
sobre la expresion de TRPV1 en la orofaringe humana. Hou et al encontraron expresion y localizacion
de TRPV1 en células neuronales de ganglios trigeminales humanos, asi como también colocalizaciéon
de TRPV1 con los neuropéptidos proinflamatorios CGRP y SP (177). También se ha localizado TRPV1
en terminaciones nerviosas en laringe y lengua humanas (178,179). Otros estudios han encontrado la
expresion de TRPV1 en células epiteliales de la lengua (178,180) donde, como se habia hipotetizado
previamente para la piel, laactivacion de estos receptores podria promover la liberacion de mediadores
inflamatorios que, al entrar en contacto con los terminales nerviosos, amplificarian la sefial de los
estimulos (181).

Nuestros resultados muestran la presencia de TRPA1 siempre por debajo de la [dmina basal del
epitelio, en fibroblastos y en fibras nerviosas sensoriales, en todas las regiones estudiadas. También
hemos encontrado expresion de TRPAT en regiones inervadas por los NCV, IX'y X, sin diferencias
significativas entre regiones, pero con niveles significativamente inferiores a los de TRPV1 en estas
regiones.

En estudios previos se ha descrito que el 20% de las neuronas con axones de pequefno didmetro
del ganglio trigeminal expresan TRPA1 y, ademas, todas ellas coexpresan TRPV1 y la mayoria
también presentan CGRP (135); a nivel periférico, se ha encontrado TRPAT en nervios de lengua
y faringe humanas (182,183). Fuera de la orofaringe se ha encontrado TRPA1 en células epiteliales
y fibroblastos de la piel y de la mucosa bronquial (138,139), donde podria estar involucrado en
procesos inflamatorios estimulando la sintesis y la liberacion de citoquinas como la interleuquina
8(138,139,184).

Nuestros resultados muestran la presencia de TRPM8 por debajo de la ldmina basal del epitelio, en
los haces de fibras nerviosas que recorren la submucosa asi como también en bulbos de Krause
y en las fibras nerviosas que pasan proximas a la ldmina basal y, en ocasiones, la atraviesan y
penetran en el epitelio. Las muestras de mucosa orofaringea estudiadas no presentaban expresion
de TRPMS.

La expresion y localizacion de TRPM8 en orofaringe y ganglio trigeminal se ha estudiado exclusivamente
en modelos murinos (143,185-187). Estos estudios han mostrado como TRPMS8 se expresa en neuronas
del ganglio trigeminal y en ganglios de la raiz dorsal (143,186), mas concretamente en fibras tipo C
que no expresan TRPV1T ni CGRP (143,185). A nivel periférico, estos estudios muestran como TRPM8
se encuentra en fibras que viajan justo por debajo de la ldmina basal, penetrando en ocasiones en el
epitelio (185,187), asi como también en fibras que rodean, pero no penetran, los botones gustativos de
la lengua (185).

Nuestros resultados muestran la presencia de ASIC3 por debajo de la Idmina basal del epitelio, en
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algunas de las fibras nerviosas que recorren la submucosa en haces, asi como también en algunas de
las fibras nerviosas que se encuentran justo por debajo de la ldmina basal. También hemos encontrado
expresion de ASIC3 en todas las regiones estudiadas, sin diferencias significativas de expresion entre
regiones.

La expresion y localizacion de ASIC3 se ha estudiado previamente tanto en humanos como en animales
(188), pero no en la orofaringe. Estos estudios sf han determinado que ASIC3 se expresa en neuronas
sensoriales delganglio trigeminal, del ganglionodosoy de los ganglios de las raices dorsales en humanos.
Se ha encontrado expresion de ASIC3 en neuronas de diametro pequefo y grande, o que sugiere una
participacion de este receptor tanto en funciones de nocicepcion como de mecanorrecepcion (189).
Nuestros resultados en la orofaringe son por tanto completamente novedosos.

Las diferencias encontradas entre expresion y localizacién de los receptores pueden explicarse, en
general, por el hecho que aunque no pudiéramos encontrar mRNA en las muestras estudiadas, éste
se localizaria en el soma de las neuronas en sus respectivos ganglios y la proteina seria activamente
transportada hasta los terminales nerviosos. Esto también explica los niveles de expresion mas elevados
de TRPV1 respecto al resto de receptores estudiados, ya que mientras la mayoria de receptores sélo
estan expresados en los nervios que inervan el tejido, TRPV1 se encuentra también expresado en las
células epiteliales que recubren toda la mucosa.

Estos resultados nos permiten afirmar que TRPV1, TRPAT, TRPM8 y ASIC3 pueden ser utilizados como
dianas terapéuticas para tratar la DO, ya que estos receptores se encuentran en las principales regiones
implicadas en la percepcion de las caracteristicas fisicoquimicas del bolo alimentario durante la
deglucion.

2. Farmacodinamica de los agonistas de TRPV1 y TRPA1

En el segundo capitulo de esta tesis se ha estudiado la farmacodindmica de tres agonistas naturales de
TRPV1 y TRPAT y se ha observado que:

a) La capsaicinay la piperina en un mayor grado y los capsaicinoides naturales en un grado menor
estimulan los canales de TRPV1.

b)  Unasegunda exposicion a estos agonistas disminuye su efecto sobre TRPV1, lo que sugiere proce-
sos de desensitizacion.

C) Laexposicionaunantagonista especifico de TRPV1 reduce de forma significativa el efecto de estos
agonistas, lo que nos indica que su mecanismo de accion estd mediado de forma especifica por
este receptor.

d)  Lascélulas PC3 son una herramienta util para el estudio de la farmacodindmica de agonistas de TRPV1.

Nuestros resultados muestran como la capsaicina y la piperina tienen un E__ 'y un coeficiente de Hill
similares, ademas, no hemos encontrado diferencias significativas en sus EC,.. En cambio, ensayos
previos si encontraron un menor efecto maximo para la piperina respecto a capsaicina y diferencias
significativas en su EC_ (190,191). También hemos observado que la salsa de capsaicinoides naturales
presenta una Emax significativamente inferior a la de capsaicina y piperina. La explicacion para esta
diferencia podria deberse al hecho que, como se comprobd cromatograficamente con el método AOAC
995.03 (111), la solucién utilizada contiene diferentes capsaicinoides naturales ademas de la capsaicina,
que es el vaniloide con el mayor efecto pungente (192).
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Nuestros resultados también muestran que todos los agonistas estudiados presentan fenémenos de
desensitizacion tras exposicion repetida. En estudios previos ya se habia mostrado la desensitizacion
de TRPV1 por la exposicion repetida de capsaicina (123,190,193) y piperina (190), aunque en nuestro
estudio la piperina logro niveles de desensitizacion de TRPV1 superiores.

Finalmente, el uso de SB-366791, un antagonista especifico de TRPV1, nos permitié verificar que los
agonistas utilizados producen su efecto de forma especifica a través de TRPV1. En estudios previos
se habfa utilizado capsazepina como antagonista especifico para receptores de vaniloides, pero este
antagonista también actla de forma inespecifica en otros receptores. En cambio, SB-366791 es un
antagonista con gran potencia y un perfil de selectividad mejorado respecto a otros antagonistas de
TRPV1 (194). Otra diferencia entre nuestro estudio y otros estudios previos es el uso de células PC3, un
modelo bioldgico que se ha utilizado poco en comparaciéon con células HEK293 transfectadas para
que expresen TRPV1. Nuestro estudio muestra que las células PC3 son un buen sustituto para estudiar
la farmacologia de TRPV1 y, ademas, son mas accesibles ya que al expresar de forma constitutiva el
receptor, No requieren equipamiento para realizar transfecciéon de las células.

Como ya se ha indicado previamente, TRPV1 es una prometedora diana terapéutica para tratar la DO,
especialmente en pacientes con sensibilidad orofaringea alterada. En estudios clinicos previos ya se habia
mostrado que la capsaicina y la piperina son efectivas mejorando la respuesta deglutoria (112,114). Para
poder realizar nuestros propios estudios clinicos (111,115) necesitdbamos conocer la farmacodinamica
de estos agonistas, y mas concretamente la dosis 6ptima, ya que es un hecho bien conocido que a
concentraciones elevadas estas sustancias bloguean el receptor, motivo por el cual se han utilizado
terapéuticamente como agentes anestésicos locales. Por eso realizamos nuestro propio bioensayo con
células PC3 que expresan constitutivamente TRPV1.

Nuestros resultados nos permitieron determinar que las concentraciones 6ptimas para realizar un ensayo
clinico para estudiar el efecto de estos agonistas en pacientes con DO son: 10 uM para la capsaicina,
entre 150 uM y TmM para piperina, y 150uM para la salsa de capsaicinoides naturales (111,115). Estos
resultados han sido la base del desarrollo de nuestros estudios clinicos.

3. Comparacion del efecto clinico de los tratamientos

En el tercer capitulo de esta tesis se ha estudiado el efecto clinico de tres tratamientos farmacoldgicos
en pacientes con DO haciendo un compendio de los diferentes estudios realizados individualmente en
nuestro laboratorio y se ha comparado este efecto entre ellos y respecto al tratamiento compensatorio
clasico basado en aumentar la viscosidad de los fluidos. Se ha observado que:

a)  Laestimulacion TRPV1 con capsaicinoides tiene mayor efecto terapéutico sobre los signos clinicos
de ladisfagiay la RMO que la estimulacion dual TRPV1/A1 con piperina o la estimulacion de TRPM8
con mentol.

b)  Mientras que la estimulacion de receptores TRP aumenta la velocidad del bolo y acelera la RMO,
aumentar la viscosidad con espesantes reduce la velocidad del bolo y retrasa aun mas la RMO.

Los pacientes que participaron en este estudio eran principalmente ancianos con DO moderada o
severa causada por el envejecimiento, por un ictus o por una enfermedad neurodegenerativa. Estos
pacientes presentaban una RMO lenta y retrasada y una débil propulsion del bolo, lo que provoca una
elevada prevalencia de penetraciones laringeas y de residuos orofaringeos, signos relacionados con un
elevado riesgo de complicaciones respiratorias y nutricionales (46).
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En estudios previos de nuestro grupo ya habiamos observado que los ancianos y los pacientes con
enfermedades neuroldgicas que presentan disfagia tienen una sensibilidad orofaringea reducida (73).
Una menor percepcién sensorial contribuye a una respuesta motora alterada (74,195). Es por eso que
la estrategia terapéutica probada en este estudio se basa en aumentar el estimulo sensorial utilizando
agonistas naturales de los receptores TRP que, como se ha mostrado previamente, se encuentran en la
orofaringe humana.

Nuestros resultados muestran como la respuesta motora deglutoria mejora significativamente al
estimular los receptores TRP en estos pacientes con DO. Asi, estos tratamientos logran reducir las
alteraciones en la seguridad de la deglucién con un efecto terapéutico similar al logrado por el aumento
de la viscosidad de los fluidos con espesantes. Sin embargo, el mecanismo terapéutico de los agonistas
de receptores TRP es opuesto al mecanismo compensatorio producido por el aumento de la viscosidad,
ya que una mayor viscosidad logra mejorar la seqguridad de la deglucion reduciendo la velocidad del
bolo y retrasando aun mas la RMO (69).

Con respecto a la eficacia de la deglucion, sélo la suplementacion del bolo con capsaicinoides reduce
significativamente la prevalencia de residuos faringeos, mientras que el resto de agonistas de receptores
TRP tienen un efecto neutro sobre la eficacia de la deglucién. En cambio, aumentar la viscosidad del
bolo con espesantes basados en almiddn, aumenta significativamente tanto los residuos orales como
los residuos faringeos.

En los ultimos anos se esta desarrollando y comercializando una nueva generacion de espesantes
basados en gomas en lugar de almiddn que han logrado mantener su efecto compensatorio respecto
a la seguridad de la deglucion mientras evitan el efecto no deseado sobre la eficacia producido por los
espesantes de almidon (196,197). Sin embargo, estos espesantes basados en goma xantana logran su
efecto con el mismo mecanismo compensatorio que los espesantes de almidon, es decir, retrasando el
transito del bolo a través de la faringe para evitar las penetraciones laringeas aun vy el cierre retardado
del VL (197).

Entre los distintos tratamientos farmacoldgicos comparados, los capsaicinoides son los que presentan
un mayor efecto terapéutico tanto a nivel de RMO como a nivel de signos clinicos, ya que no sélo
reduce la prevalencia de penetraciones en el vestibulo laringeo sino que también reduce la prevalencia
de residuos faringeos. Esto contrasta con lo observado en los estudios de farmacodindmica in
vitro presentados previamente, donde la piperina tenia un efecto maximo mayor que la mezcla de
capsaicinoides; una posible explicacion para esta discrepancia es que, in vivo, el pH ligeramente acido
de la salsa de capsaicinoides podria contribuir a la sensibilizaciéon de los canales de TRPV1 asi como
también actuar sobre los canales de ASIC3 descritos previamente, aumentando asi su efecto estimulante
y por tanto su efecto terapéutico.

Una posible limitacion de esta comparacion de estudios clinicos es que los resultados podrian verse
afectados por algunas de las diferencias entre las poblaciones y fenotipos que componen cada uno
de los subgrupos. Por ejemplo, el hecho que los pacientes del estudio del mentol presentaran una
mayor severidad subjetiva de DO podria reducir el efecto producido por la estimulacion con mentol. Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los subgrupos en los principales parametros
estudiados, la prevalencia de penetraciones laringeas y el tiempo de LVC. Ademas, el hecho que todos
los estudios se realizaran con el mismo disefo experimental crea un marco sélido con el que realizar
comparaciones significativas.
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En resumen, la mejor estrategia terapéutica para tratar la DO, de los métodos utilizados en este
estudio, es la estimulacion de TRPV1 con capsaicinoides naturales, ya que tienen mayor efecto
terapéutico tanto sobre los signos de la VFS como sobre la RMO que los agonistas de TRPV1/AT
o de TRPM8. Aumentar la viscosidad a pudin aumenta la seguridad de la deglucion con un efecto
terapéutico de magnitud similar, pero su efecto sobre la RMO es contrario al alcanzado por los
agonistas de receptores TRP, por lo que el valor terapéutico de esta estrategia es menor. El efecto
estimulante de los capsaicinoides puede crear sinergia con el efecto compensatorio de la viscosidad
néctar, reduciendo la prevalencia tanto de los signos de seguridad como de los signos de eficacia de
la deglucién al reducir el tiempo de LVCy aumentar la velocidad final del bolo. Asi pues, una estrategia
Optima para tratar la DO en pacientes con sensibilidad orofaringea reducida serfa combinar el efecto
terapéutico de las nuevas generaciones de espesantes con goma xantana con el efecto estimulante
de los agonistas de TRPV1.

4, Mecanismo de accion de los estimulantes

Basandonos en los resultados discutidos en esta Tesis, hemos desarrollado hipdtesis sobre el mecanismo
a través del cual los agonistas farmacolégicos de los receptores estudiados consiguen estimular
la deglucion. Para elaborar estas hipotesis hemos tenido en cuenta la localizacion en la que hemos
encontrado los receptores estudiados y el efecto de los distintos tratamientos.

Los agonistas de TRPV1 podrian actuar tanto sobre las células epiteliales que expresan este
receptor, como sobre las fibras nerviosas que presentan el receptor, tanto por debajo como por
encima de la membrana basal. Cuando el TRPV1 de las células epiteliales es activado promoveria
la produccién de anandamida (198), un segundo mensajero que puede ser liberado y activar
el TRPV1 de las fibras nerviosas que se encuentran bajo la membrana basal (181,199). De esta
manera, las células epiteliales podrian amplificar los estimulos quimicos y dirigirlos a la terminales
sensoriales aferentes.

Los agonistas de TRPAT, TRPM8 y ASIC3 pueden actuar sobre los receptores localizados en las fibras
nerviosas que se encuentran tanto por debajo como por encima de la membrana basal.

En general, se puede hipotetizar que:

a)  Losagonistas quimicos capaces de atravesar la barrera epitelial producirian su efecto ya sea direc-
tamente tanto sobre los nervios que se encuentran por debajo de la ldmina basal como de los que
estan dentro del epitelio o de forma indirecta a través de la liberacién de segundos mensajeros,
como la anandamida, producidos por células epiteliales capaces de responder a estos agonistas
(198).

b)  Los agonistas quimicos que no pueden atravesar la barrera epitelial producirian su efecto directa-
mente a través de los nervios intraepiteliales o de forma indirecta a través de segundos mensajeros
(181,199).

El contacto directo entre nerviosy células epiteliales observado con microscopia electrénica (36,200,201)
apoya la idea de los segundos mensajeros producidos por las células epiteliales. Ya sea de forma directa
0 a través de segundos mensajeros, una vez excitados, los nervios sensoriales transmiten su sefal hasta
el tronco cerebral y de alli llegar al CPG o al cértex sensorial, pero ademas, también liberan factores
proinflamatorios como la sustancia P o el CGRP que sensibilizan la orofaringe vy facilitan la deglucion y el
reflejo de la tos en caso de necesitarlo (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de los hipotéticos mecanismos de accion de los estimulantes.

Como se ha explicado previamente, los ancianos y pacientes de ictus con DO presentan una sensibilidad
orofaringea reducida, principalmente por una peor conexion entre la mucosa faringea y el cortex
sensorial y por unos patrones de activacion cortical alterados (73). Por eso creemos que aumentar el
estimulo a nivel periférico estd compensando estas alteraciones permitiendo una RMO adecuada, lo
que reduce la prevalencia de los sintomas de la DO.

La hipdtesis propuesta sobre el mecanismo de accion de los agonistas también permite explicar la
prevalencia de DO causada por sensibilidad reducida en pacientes con dafio en la mucosa, como la
mucositis producida por la radio/quimioterapia, ya que la pérdida de células epiteliales reduciria
drasticamente la liberacion de segundos mensajeros mientras que el edema y la fibrosis asociada con la
respuesta inflamatoria dafnarfan las fibras nerviosas de la submucosa.

Esta hipotesis también nos ayuda a entender mejor por qué la activacion de TRPV1 con capsaicinoides
logra un mayor efecto terapéutico que los otros estimulantes, ya que la estimulacion producida
por este agonista se veria amplificada por la barrera epitelial. En cambio, la activacion de TRPAT,
TRPM8 o ASIC3 se producirfa Unicamente sobre los nervios que se encuentran, principalmente, bajo
el epitelio.
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5. Perspectivas de futuro

Esta Tesis sienta las bases para el desarrollo de una nueva generacién de tratamientos para la DO basados
en la estimulacion de la deglucion a través de agonistas de los receptores encontrados en orofaringe
humana.

Los pacientes con DO causada por el envejecimiento o por enfermedades neurolégicas presentan,
mayoritariamente, una pérdida de sensibilidad orofaringea (70-72) causada por alteraciones de la
inervacion tanto periféricas como centrales (73,169). Esta pérdida de sensibilidad tiene una importante
repercusion tanto en la RMO como en la propulsion lingual del bolo que provocan las alteraciones de la
seguridady la eficacia en la deglucion (74,195). Es por eso que cualquier nuevo tratamiento de la DO para
estos grupos de pacientes debe cumplir los siguientes requisitos: ser facil de aplicar —preferentemente
junto al bolo alimentario —, asegurar una elevada adherencia y promover una reduccion significativa en
el tiempo de LVC, un paréametro critico para la sequridad de la deglucion (164).

Los agonistas pueden administrarse juntamente con los liquidos a la viscosidad requerida por el
paciente antes de la comida para aprovechar los fendmenos de sensitizacion desencadenados por la
activacion de estos receptores. Ademas, como se ha observado previamente, la activacion a largo plazo
de estos receptores puede promover fendmenos de plasticidad cerebral que mejoren la excitabilidad
de las neuronas que inervan la orofaringe y aumenten la presencia y liberacion de neuropéptidos como
la sustancia Py CGRP (88).

Nuestro grupo hacomprobado que larespuestaa un tratamiento de estimulaciéon sensorial con agonistas
de receptores TRP no tiene un efecto uniforme en todos los pacientes (113). Es por eso que antes de
aplicar esta nueva linea de tratamientos serfa recomendable determinar si el paciente respondera al
tratamiento de la manera esperada. Posiblemente la deteccion de sustancia P o CGRP en saliva (202,203)
permita establecer de forma sencilla si un paciente es candidato a ser tratado con agonistas de TRP.

Esta tesis abre asi dos lineas de investigacion futura. Por un lado, la busqueda de mas receptores que
se expresen y/o se encuentren localizados en la mucosa orofaringea y que al ser activados o inhibidos
aumenten la sensibilidad de la inervacion orofaringea durante la deglucion. Por otro lado, la busqueda
de un sistema sencillo y no invasivo que permita saber de antemano si un paciente con DO se puede
beneficiar de un tratamiento basado en la activacion de receptores sensoriales y permita definir los
subtipos respondedor/no respondedor.

En el futuro, el tratamiento de pacientes con DO asociada a las enfermedades neurolégicas vy al
envejecimiento se realizard de forma personalizada, con un estudio integral de la fisiopatologia del
paciente que nos permita iniciar el mejor tratamiento; desde la compensacion de los tratamientos
actuales a la rehabilitacion de la funcion deglutoria de los tratamientos futuros.
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1. La inervacién sensorial de la orofaringe humana se encuentra principalmente por debajo de la
membrana basal, ya sea en terminales libres o estructuras sensoriales especializadas. Aunque hemos
observado algunos nervios intraepiteliales, estos se encuentran en menor proporcién que por
debajo de la membrana basal.

2. Losreceptores TRPV1, TRPAT, TRPM8y ASIC3 se encuentran expresados y/o localizados en orofaringe
humana.

2.1. Mediante técnicas de biologia molecular hemos observado expresion (mMRNA) de TRPVT,
TRPAT y ASIC3 en las regiones inervadas por los NC V, IX'y X en la mucosa orofaringea
humana de individuos sanos; en cambio no hemos encontrado expresion de TRPM8 en las
muestras estudiadas. TRPV1 es el que presenta el mayor nivel de expresion de los receptores
estudiados.

2.2. Mediante técnicas de inmunohistoquimica hemos observado localizacion (proteina) de TRPVT,
TRPAT, TRPM8 y ASIC3 en las regiones inervadas por los NCV, IX'y X en la mucosa orofaringea
humana. Su patrén de localizacién presenta diferencias claras, siendo TRPV1 un receptor
encontrado principalmente en las células epiteliales situadas por encima de la membrana basal,
mientras que el resto de receptores se encuentran principalmente bajo la membrana basal en
los terminales nerviosos que inervan la mucosa.

3. Las células PC-3 son un modelo valido para estudiar la farmacodindmica de los agonistas de TRPV1.

3.1. La capsaicina, la piperina los capsaicinoides estimulan los canales TRPV1 de una forma
concentracion dependiente. Los capsaicinoides presentan un efecto maximo inferior al del
resto de agonistas.

3.2. Todos los agonistas TRPV1 estudiados muestran fenémenos de desensitizacion por exposicion
repetida.

3.3. La incubacién con un antagonista especifico de TRPV1 abole el efecto de los agonistas
estudiados, lo que demuestra que su efecto se produce de forma especifica a través de este
receptor.

4. La estimulacion de los receptores TRPV1, TRPAT y TRPM8 con agonistas afadidos al bolo
alimentario reduce la prevalencia de signos videofluoroscépicos de alteracion de la seguridad
en la deglucion a un nivel similar al efecto terapéutico observado al aumentar la viscosidad del
bolo. El mecanismo terapéutico del tratamiento farmacéutico es el opuesto al que se consigue
aumentando la viscosidad del bolo; mientras que la estimulacion mejora la respuesta deglutoria,
el aumento de la viscosidad solo compensa la respuesta alterada en estos pacientes retrasando
aun mas la deglucion.

4.1. La estimulacion de TRPV1 con capsaicinoides es el tratamiento con mayor efecto terapéutico,
reduciendo tanto la prevalencia de signos de alteracion de la sequridad como la prevalencia
de signos de alteracion de la eficacia. La estimulacion de TRPM8 con mentol es el tratamiento
con menor efecto terapéutico en pacientes ancianos, post-ictus y con enfermedades
neurodegenerativas con DO.
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4.2. Laestimulacion de TRPV1 con capsaicinoides tiene el mayor efecto terapéutico probablemente
gracias a la potencial funcién amplificadora de las células epiteliales que expresan TRPV1 en la
mucosa orofaringea humana.

5. Elfuturo tratamiento de la DO en pacientes con pérdida de sensibilidad orofaringea se basara en la
adicion de estimulantes naturales de la deglucion en el bolo alimentario. Esto originard un cambio
en el paradigma de tratamiento desde el efecto compensador de los estimulantes hasta el efecto
estimulante de estos farmacos: de la compensacion a la recuperacién de la funciéon deglutoria.
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Oropharyngeal dysphagia (OD) affects older and neurological patients, causing malnutrition and dehydration and
increasing the risk for aspiration pneumonia. There is evidence that sensory deficits in those populations are
closely related to swallowing disorders, and several research groups are developing new therapies based on sensory
stimulation of this area. More information on the sensory innervation participating in the swallow response is
needed to better understand the pathophysiology of OD and to develop new treatments. This review focuses on the
sensory innervation of the human oropharynx and larynx in healthy people compared with patients with swallowing
disorders in order to unravel the abnormalities that may lead to the loss of sensitivity in patients with OD. We also
hypothesize the pathway through which active sensory-enhancement treatments may elicit their therapeutic effect on
patients with swallowing dysfunctions. As far as we know, this is the first time a review covers the anatomy, histology,
ultrastructure, and molecular biology of the sensory innervation of the swallowing function.

Keywords: afferent pathways; oropharynx; larynx; anatomy; histology; molecular biology

Introduction due to decreased swallowing efficacy and respira-
tory infection and aspiration pneumonia due to
decreased swallowing safety, which allows bolus
penetration into the laryngeal vestibule and, in the
most severe cases, tracheobronchial aspiration.&9
OD is mainly treated with compensatory strategies,
such as food and liquid bolus adaptation, postures,
and swallow maneuvers,'®!! and as yet there is no
specific pharmacological treatment.

Oropharyngeal dysphagia (OD) is a symptom des-
cribed as difficulty or discomfort while transporting
the alimentary bolus from the mouth to the esoph-
agus, classified with the codes ICD-9 (787.2) and
ICD-10 (R13) in the latest editions of the Interna-
tional Classification of Diseases (ICD) and Related
Health Problems promoted by the World Health

Organization. OD is a geriatric syndrome affecting . . .
institutionalized (up to 51%) and independently The pathophysiology of OD and alterations in

living (23%) older people.|> OD s also a frequent the biomechanics of the swallow response, bolus
T . 45 Kkinematics, and motor response in older patients
poststroke complication (over 40% incidence)®

. o . . and neurological patients have been recently
and is a common condition in patients with neu- . .3 . .
) ) . . characterized.® Most studies have found that OD is
rodegenerative diseases, such as Parkinson disease

(PD) (35-82% prevalence) and Alzheimer’s disease caused by prolonged swalloW response and delayed
(19-84% prevalence).*” The main complications oropharyngeal recgnﬁguratlon, leading to unsafe
caused by OD are malnutrition and dehydration swallowing and aspiration, and also by weak tongue
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Figure 1. Sensory pathways and swallow response integration. Schematic representation of the neuronal pathways perceiving
stimuli in the oropharynx and larynx that lead to the integration of all the information as the swallow response in the central pattern

generator in the brain stem.

bolus propulsion, characteristic in patients with
oropharyngeal residue.® In addition to these motor
impairments, there is evidence linking swallow-
ing impairment with the oropharyngeal sensory
deficit of older stroke and PD patients with OD.
This sensory deficit has in turn been related to
higher prevalence of aspirations,'*!> which has led
several groups to develop new therapeutic strate-
gies based on enhancing the sensory stimuli on
the oropharynx to compensate for the loss of
oropharyngeal sensitivity in OD. Treatments include
chemical,'?* mechanical,?® thermal,?*%° and elec-
trical stimuli.?”>?® However, there is no consensus on
the oropharyngeal receptors, pathways, and mecha-
nisms by which those treatments improve the swal-
lowing function.

Sensory input from physicochemical properties
of the bolus is required during bolus prepara-
tion and can trigger and/or modulate the strength
and duration of swallow response through complex
biofeedback mechanisms.? Taste, pressure, temper-
ature, and nociceptive and general somatic stimuli
from the oropharynx and larynx are transported
through cranial nerves V, VII, IX, and X to the

central pattern generator within the nucleus tractus
solitarius, where they are integrated and organized
with information from the cortex.*® The somatic
sensorial input required for proper swallowing is
perceived by the lingual branches of the trigeminal
(TG) and glossopharyngeal nerves, the pharyngeal
branches of the glossopharyngeal and vagus nerves,
and the laryngeal branch of the vagus nerve. The
swallow response is elicited in the brain stem swal-
lowing center, which receives strong modulating
inputs from both the oropharynx and the cortex?’
(Fig. 1).

Accurate information on the characteristics of
peripheral sensory innervation in health and dis-
ease and on the structures involved in the response
to sensorial enhancement treatments is needed to
develop these new active strategies to treat patients
with OD. The aim of this review is to collect and ana-
lyze the evidence on the sensory innervation of the
human oropharynx and larynx in healthy persons
versus patients with swallowing disorder in order to
describe the alterations that may cause the loss of
sensitivity in the oropharynx and contribute to OD.
This review will also allow us to make a hypothesis

2 Ann. N.Y. Acad. Sci. xxxx (2016) 1-17 © 2016 New York Academy of Sciences.
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Figure 2. Distribution of the oropharyngeal sensory innervation. Schematic representation of the distribution of the sensory
branches of CN'V, VII, IX, and X innervating the oropharyngeal mucosa. Based on the Sihler’s stain images from Refs. 31-33 and 35.

about the identity of the pathway through which
active sensory enhancement treatments elicit their
therapeutic effects on patients with swallowing dis-
orders. This information is critically needed to pro-
mote the development of dysphagia treatment from
compensation to the recovery of the swallowing
function.

Sensory innervation of the oral cavity
and pharynx

The sensory innervation of the human oral cavity
and pharynx occurs via the laryngeal branch of the

vagus nerve (CN X), the pharyngeal branches of the
glossopharyngeal (CN IX) and vagus nerves, lingual
branches of the TG (CN V) and glossopharyngeal
nerves, and some fibers from the chorda tympani
from the facial nerve (CN VII; Fig. 2).

The sensorial innervation of the tongue occurs
via the lingual branches of the TG, facial, and glos-
sopharyngeal nerves (Fig. 2). Two of the major
subdivisions of the L-IX innervate the mucosa of
the posterior third of the tongue and its papil-
lae. The L-IX subdivision that supplies the mucosa
splits into tertiary branches and twigs that run

Ann. N.Y. Acad. Sci. xxxx (2016) 1-17 © 2016 New York Academy of Sciences. 3
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toward the midline of the tongue, where they merge
with the ones coming from the opposite side. The
L-IX subdivision that supplies the papillae splits into
lateral and medial branches; the lateral branches
innervate the foliate papillae and the lateral cir-
cumvallate papillae; while the medial branches
innervate ipsilaterally, most circumvallate papillae.
The central circumvallate papillae are innervated by
the L-IX branches from both sides.”! The lingual
nerve (LN), comprising the lingual branch of the
TG nerve (V) and some fibers from the corda tim-
pani (facial nerve, VII) penetrates the tongue ante-
rior to the circumvallate papillae and innervates the
mucosa of the anterior and middle thirds of the
tongue. The LN subdivides into lateral and medial
branches; the medial branches innervate the ven-
trolateral tongue mucosa, while the lateral branches
innervate the lateral part of the tongue to its anterior
tip. Both lateral and middle branches form anas-
tomosis with the hypoglossal nerve (XII) running
medial to the tongue.*® The LN also forms an anas-
tomosis with the L-IX fibers at the edge of the pos-
terior third of the tongue.”?

Oropharyngeal sensorial innervation occurs via
the pharyngeal and lingual branches of the glos-
sopharyngeal nerve (IX) and the pharyngeal branch
of the vagus nerve (X; Fig. 2). The pharyngeal branch
of the glossopharyngeal nerve (Ph-IX) splits into
three main subdivisions, the superior and middle
ones being the main sensory branches of Ph-IX that,
together with the sensory division of the pharyngeal
branch of the vagus nerve (Ph-X), innervate the lat-
eral and posterior walls of the pharynx. These two
groups of terminal nerve branches form a dense
plexus in the mucosa of this region.’! The lingual
branch of the glossopharyngeal nerve (L-IX) subdi-
vides into four main branches, two of which provide
sensory innervation to the tonsils and peritonsil-
lar areas and the lingual surface of the epiglottis.
The L-IX subdivision that supplies the tonsils and
peritonsillar area splits into two or three tertiary
branches that surround the tonsils. The subdivision
that supplies the epiglottis also splits into two or
three tertiary sensorial branches; one of them inner-
vates the lingual surface of the epiglottis and the oth-
ers form an anastomosis with the superior branch
of the internal superior laryngeal nerve (ISLN).*!

The hypopharyngeal sensorial innervation occurs
via the laryngeal branches of the vagus nerve. The
ISLN penetrates the thyrohyoid membrane and sub-

Alvarez-Berdugo et al.

divides into three branches.** According to Sanders
and Mu, using Sihler’s stain, the superior branch
innervates the laryngeal surface of the epiglottis,®
but Olthoff er al. later demonstrated by cadaver dis-
section that, in fact, the superior branch of the ISLN
is found in the lingual surface of the epiglottis and
penetrates it through foramina;*® either way, the
superior branch of the ISLN penetrates the epiglot-
tis from both sides through the aryepiglottic fold
and subdivides into twigs that form a dense network
and merge with the ones coming from the opposite
side.***> The middle branch of the ISLN supplies
the aryepiglottic fold, the laryngeal vestibule, and
the vocal folds; it trespasses the thyrohyoid mem-
brane as well and subdivides into secondary and ter-
tiary branches. It then innervates the mucosa with
a network of interconnected twigs.*** The inferior
branch is the one with the largest diameter and its
distribution is the most complex: it innervates the
arytenoid cartilage with its superior subdivisions,
the posterior surface of the arytenoid region and
the interarytenoid muscle with its middle subdivi-
sions, and the mucosa of the anterior wall of the
hypopharynx with its inferior subdivisions.’**>

In previous studies, topical anesthesia on
oropharyngeal innervation reduced activation of
the primary motor cortex and impaired control
of the muscles involved in deglutition in healthy
volunteers.”” Moreover, experiments on animals
in which the ISLN was sectioned caused swal-
lowing dysfunction®® and weakened the thryroar-
ytenoid muscle.®® All of these facts correlate
with the anatomical and functional connections
between afferent and efferent pathways, both at
the periphery®® and the central nervous system,’’
and suggest a strong relationship between decreased
oropharyngeal sensitivity and impaired swallowing
motor response.

Histology of the oropharyngeal mucosa
and its innervation

The structures in the oral cavity, the oropharynx,
and the hypopharynx are covered, according to their
function, by three types of mucosa, while the struc-
tures of the larynx, including the laryngeal surface
of the epiglottis, are covered by respiratory mucosa.
The mucosa covering structures supporting higher
shear force, such as the gingival mucosa or the
hard palate mucosa, is called masticatory mucosa.
The mucosa covering most other structures, except

4 Ann. N.Y. Acad. Sci. xxxx (2016) 1-17 © 2016 New York Academy of Sciences.

136



Anexos - Articulos de revision publicados

Alvarez-Berdugo et al.

Stratum corneum

Stratum granulosum

O Q &) Q o

Stratum spinosum

® ¢ 0 o o

Stratum basale

» Basal membrane

Submucosa

Oropharyngeal innervation in swallowing disorders

[ ] [ == —

o =S

Superficial layer

e ® 6 o o

Intermediate layer

® © 6 o o

0000000010

Basal Layer

» Basalm

Submucosa

Figure 3. Structure of the oropharyngeal mucosa. Schematic representation of the two kinds of epithelium covering oropharyngeal
cavities. (A) Keratinized epithelium: from bottom to top, there is the basal lamina, the stratum basale, the stratum spinosum, the
stratum granulosum, and the stratum corneum. (B) Nonkeratinized epithelium: from bottom to top, there is the basal layer, the

intermediate layer, and the superficial layer.

for the dorsal tongue and the soft palate, is named
lining mucosa. The specialized mucosa covering the
dorsal tongue and soft palate contains filiform papil-
lae, covered by keratinized epithelia, and fungi-
form, foliate, and circumvallate papillae, covered
by nonkeratinized epithelia (Fig. 3). These nonker-
atinized structures are specialized in perceiving
taste sensation through the taste buds located in
the ridges around the circumvallate papillae and
on the fungiform and foliate papillae. The biggest
nerve fibers and vascular vessels are found in the
deeper layers of the connective tissue. The smaller
ones supply the most superficial layers, originating
capillary loops and nerve filaments that innervate
the papillary elements of the mucosa, reaching the
basal lamina and trespassing it in some cases*""*?
(Fig. S1).

The taste buds, the taste-sensing elements that can
distinguish between the five basic tastes (salt, sweet,
bitter, sour, and umami), are located on the fungi-
form papillae of the soft palate and the dorsal surface
of the anterior two-thirds of the tongue and on the
circumvallate and foliate papillae of the posterior
third of the tongue. Taste buds on fungiform papil-
lae are innervated by the facial nerve fibers (VII)
contained in the LN. Taste buds on the circumval-
late and foliate papillae are innervated by the L-IX
nerve fibers. Taste buds are onion-like structures

formed by specialized epithelial cells;*>** these cells

were initially classified as types I, II, and III accord-
ing to their morphology,* but specific functionality
was later identified for each of these cell types. Type
I cells are the most abundant (50-75% of taste bud
cells), play a role as support cells,*® and seem to
be implicated in salt taste transduction.*” Type II
cells are implicated in the umami, sweet, and bit-
ter taste transduction, depending on the special-
ized receptor they express.*®*° Type III cells present
synaptic junctions with the nerve terminal®® and
are implicated in sour and salt taste transduction.*’
Taste cells are all connected, so that type I cells sup-
port the sensing and synaptic functions of types II
and III cells; type II cells are the ones that finely
perceive tastes and transmit the signal to type III
cells, which finally send the stimuli information to
the nerve terminal.*® The nerve terminal, indepen-
dent of the nerve branch it comes from, penetrates
the basal lamina and emits processes that surround
type I1I cells, thus forming a synapse®®>! (Fig. 4).
Mechanical, thermal, and noxious stimuli are
perceived in the oral cavity and oropharynx by
the corresponding branches of the CN V, IX, and
X nerves through specialized sensory structures
mainly located in the submucosa (Fig. 4). Lamel-
lar corpuscles and Merkel cells perceive mechan-
ical stimuli, and free nerve endings and Krause
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®_.

Figure 4. Specialized sensory structures found in the mucosa. Schematic representation of the specialized sensory structures
perceiving mechanical, thermal, and chemical stimuli in the oropharyngeal mucosa. (A) Meissner corpuscles. (B) Merkel cells. (C)
Pacini corpuscle. (D) Krause bulb. (E) Free nerve ending. (F) Taste bud.

6 Ann. N.Y. Acad. Sci. xxxx (2016) 1-17 © 2016 New York Academy of Sciences.
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corpuscles perceive thermal and noxious stimuli.
Lamellar corpuscles can be found in the most super-
ficial layer of the subepithelial connective tissue.
The intensity of the stimuli they perceive depends
on their morphology and precise location. Meissner
corpuscles are located in groups inside the papillary
space disposed in different directions,>? are supplied
by one to three myelinated nerve fibers that may
form branches inside the corpuscle and are cov-
ered by a connective tissue capsule that separates
it from the basal lamina of the epithelium,52’53 and
perceive light touch without pain. Pacini corpuscles
are located deep inside the subepithelial connec-
tive tissue, are supplied by a single myelinated nerve
fiber that runs straight inside the corpuscle,*>* and
perceive deep touch without pain. Merkel cells are
located either alone or grouped in the basal layer
of the epithelium and have granules at the bot-
tom where they contact myelinated nerve fibers;*®>’
Merkel cells perceive the lightest touch without pain.
Krause bulbs, also known as bulboid corpuscles, are
located in the lamina propria in the papillary space
and, like Meissner corpuscles, they are supplied by
one to three nerve fibers and are covered by a cap-
sule, but the nerve fibers supplying Krause bulbs
are both myelinated and nonm}lelin21ted;58’59 Krause
bulbs perceive light touch and cold stimuli. Finally,
there is no agreement on the location of free nerve
endings: most authors have described close contact
between the free nerve endings below the basal lam-
ina and the epithelial cells of the basal layer of the
epithelium,”” and some have also stated that free
nerve endings penetrate the epithelium and reach
more superficial layers.®® In any case, intraepithelial
fibers have been described as scarce in the orophar-
ynx; free nerve endings perceive pain and chemical
and thermal stimuli (Fig. 4).

Some studies have found histological alterations
in peripheral sensory nerves of the oropharynx
in patients at high risk for swallowing disor-
ders. For instance, a-synuclein disorders have been
found in the nerves innervating the oropharynx in
patients with neurodegenerative diseases, such as
PD, Alzheimer’s disease, or dementia with Lewy
bodies:®! a-synuclein disorders have been related
to dysphagia in PD patients with damage in either
the sensory or motor oropharyngeal peripheral
nerves®>®? and are among the leading causes of the
decreased oropharyngeal sensitivity and the higher
risk of aspiration found in PD patients and those

Oropharyngeal innervation in swallowing disorders

with other neurodegenerative diseases resulting
from damage in the central nervous system, 156264

Ultrastructure of the specialized sensory
structures

Meissner corpuscles are supplied by one to three
axon terminals that lose their myelin sheaths before
entering the corpuscle, forming branches®>® or pre-
senting a discoid shape.®® The axon terminal is sur-
rounded by several layers of cytoplasmic lamellae,
with lamellae interspaces occupied by collagen fibers
and a collagen capsule that contacts the basal lam-
ina. Desmosome-like junctions are present between
lamellae and between the inner lamellae and the
axon terminal. The axon is filled with mitochondria,
microtubules, and vesicles.’>>*%>%¢ The interspaces
between the axon terminal and the inner cytoplas-
mic lamellae are not filled with collagen fibers, but
the axon terminal presents projections that tres-
pass the first line of lamellae and reach the collagen
fibers in the interlamellae space; these projections
are characterized by containing many vesicles®>%¢
(Fig. S2A).

Krause corpuscles or corpuscular nerve endings
are supplied by one to three nerve terminals; unlike
Meissner corpuscles, these terminals can be myeli-
nated or nonmyelinated, and, if both types run into
the same corpuscle, they do not make contact.’®
Myelinated fibers lose the myelin sheath just before
entering the corpuscle, run in coils inside the cor-
puscle, and divide into several axon terminals that
end in varicosities full of vesicles, neurofilaments,
microtubules, and mitochondria. These nerve end-
ings present axolemas that make close contact
with the cytoplasmic lamellae and the intercellular
substance.’®> The cytoplasmic lamellae covering all
nerve fibers are derived from Schwann cells®® con-
taining microfilaments, vesicles, and sparse mito-
chondria. The junctions between axon terminals
and lamellae are desmosome-like. Covering the cor-
puscle, there is a capsule formed by a single layer of
a few fibroblast cells and many collagen fibers®®>
(Fig. S2B).

Merkel cells are supplied by axon terminals that
penetrate the basal lamina after losing their myelin
sheaths;*®%7:%% each Merkel cell has its basal por-
tion covered by a meniscoid nerve terminal.” The
nerve terminal is packed with mitochondria and
does not go further up into the epithelium; although
some authors describe a membrane thickening,68
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generally no junction has been observed between
the Merkel cell and the nerve terminal.’*%” Merkel
cells present protrusions in their apical portion that
penetrate the invaginations of neighboring epithe-
lial cells. Their nuclei are lobulated, and they present
many electron-dense granules in their basal por-
tion; Merkel cells present a few underdeveloped
desmosome-like junctions with neighboring epithe-
lial cells and are always in contact with the basal
lamina®7® (Fig. S2D).

Free nerve endings divide into branches and
form varicosities beneath the basal lamina; those
varicosities are partially covered by Schwann cells
that are in close contact with the basal lamina.
Desmosome-like junctions are present between the
nerve varicosity and the Schwann cell membranes.
In some places, both the Schwann cell and the basal
lamina become thinner, and axonal processes
trespass them and reach the stratum basale of the
epithelium. While the varicosities are packed with
mitochondria, the axonal processes trespassing the
basal lamina are packed with vesicles, and no mem-
brane junction is observed between the axonal pro-
cess and the epithelial cells around it.®*7! Free nerve
endings can be distributed as clusters of nerve fibers
beneath the basal layer forming glomerular cor-
puscular endings that culminate in the varicosities
described above”® (Fig. S2C).

In gingival epithelium, free nerve endings go past
the stratum basale and axon terminals penetrate
the stratum spinosum, sheathed by epithelial cells,
which gives them the appearance of intracytoplas-
mic fibers when examined with light microscopes;
the junctions between two epithelial cells sheath-
ing the neurite resembles that of a Ranvier’s node.”?
Similar observations have been made in the epi-
dermis. These axon terminals present mitochondria
within the epidermis.60 In either case, the fibers are
scarce and present no junction structures with adja-
cent epithelial cells.

No studies have demonstrated that ultrastruc-
ture changes in nerves are related to oropharyn-
geal dysphagia or decreased oropharyngeal sensory
innervation.

Receptors for chemosensation
and thermosensation

Specialized sensory structures of the TG (V), glos-
sopharyngeal (IX), and vagus (X) nerves can be
activated by physical stimuli (mechanical forces and
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temperature) and by a huge array of chemical agents
that evoke sensory responses with broad perceptual
qualities.”> Chemosensation and thermosensation
in these sensory nerves is achieved mainly through a
family of specialized multimodal ion channels called
transient receptor potential (TRP) channels that
open under certain conditions, generating a cellular
calcium influx. Most of these channels respond to
more than one kind of stimulus, some of them being
sensitive to temperature, pH, and several irritant
substances at the same time. As previously stated,
the perception of all these stimuli is required during
bolus preparation to trigger and/or modulate the
strength and duration of the swallow response.?’
These channels are mainly expressed in neural gan-
glia and found in free nerve ending terminals, but
can also be expressed in nonneuronal cells, such as
epithelial cells.”*

TRP cation channel subfamily V member 1
(TRPV1) was the first multimodal transducer iden-
tified, in 1997, by Caterina et al.”> TRPV 1 is activated
by several stimuli, such as noxious heat tempera-
tures (>43 °C), extracellular protons, some endoge-
nous molecules released during tissue damage and
inflammatory processes, and exogenous irritant and
pungent compounds, such as capsaicin, the main
component of red pepper (Capsicum spp.; Table 1).
TRPV1 was initially thought to be expressed only in
sensory neurons from TG and dorsal root ganglia,
but now it is clear that TRPV1 is expressed in many
other cellular types and tissues (reviewed in Ref. 76).
Of particular interest is the finding that TRPV1
is coexpressed in keratinocytes with proinflam-
matory factors (interleukin (IL) 8, prostaglandin
E,) that are released upon activation of TRPV1,
which suggests that keratinocytes might amplify
noxious stimuli with the release of these inflamma-
tory mediators, which may act on free nerve endings,
enhancing the neurogenic inflammation and noci-
ceptive signaling.”” In the oral cavity and orophar-
ynx, TRPV1 has been detected at both the mRNA
and protein levels in the tongue mucosa in nerve
terminals and epithelial cells;”*® immunoreactiv-
ity to TRPV1 has also been found in nerve fibers
innervating the human larynx.8"%? A recent study
also found TRPV1 expression in the mucosa of the
human tongue, pharynx, and epiglottis and TRPV1
immunoreactivity on the membranes of epithelial
cells of these regions, as well as on nerve fibers and
leukocytes®® (Fig. S3). In experiments using animal
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Table 1. Natural agonists and physical activators of TRPV1, TRPA1, and TRPM8

TRPV1 TRPA1

TRPMS

Temperature (=43 °C)

Acidic pH 1,4-Dihydropyridines

2-APB Allicin (garlic)

Allicin (garlic) Allyl isothiocyanate (mustard)
Anandamide Bradykinin

Camphor (camphor laurel)
Cannabidiol (cannabis)
Cannabigerol (cannabis)
Capsaicin (chili peppers)
Eugenol (cloves)

Temperature (<17 °C)

Cannabichromene (cannabis)

Temperature (<25 °C)
Eucalyptol (eucalyptus)
Geraniol (geranium, lemon)
Icilin

Linalool (tejpat)

Menthol (peppermint)

Cannabidiol (cannabis)
Cannabinol (cannabis)
Capsiate (chili peppers)
Cinnamaldehyde (cinnamon)

Gingerol (ginger) Curcumin (turmeric)
Hydrogen sulfide Eugenol (cloves)
Nitric oxide Gingerol (ginger)
Piperine (black pepper) Hydrogen sulfide
Polygodial (Dorrigo pepper) Icilin

Nitric oxide

Tetrahydrocannabinol (cannabis)

Note: Natural source in parentheses.

tissue, TRPV1 has been located in nerves supplying
rat pharynx, epiglottis, and soft palate.®*

After TRPV1 characterization, many other TRP
receptors have been identified; among them,
TRPMS8 and TRPA1 (formerly ANKTM1) are the
main candidates to perceive cold stimuli (15-30 °C
and <18 °C, respectively).®>” There is still con-
troversy around which of them is the noxious cold
receptor; in vitro, the fact that TRPAI coexpresses
with inflammatory mediators (substance P (SP) and
calcitonin gene-related peptide (CGRP)) makes it
the best candidate,®*8 but in vivo experiments seem
to suggest otherwise.®!

TRPMS and TRPAL1 are also activated by cooling
compounds, such as menthol: low concentrations of
menthol activate TRPA1, while high concentrations
of menthol block TRPA1 and activate TRPM8.%8
TRPALI is also activated by many other natural and
synthetic irritants, such as allyl isothiocyanate (in
mustard oil), cinnamaldehyde (in cinnamon oil),
allicin and diallyl disulfide (in garlic extract), methyl
salicylate (in wintergreen oil), ginger, and carvacrol
(in oregano)®? (Table 1).

Animal studies have revealed that TRPMS is
expressed in a subpopulation (10—15%) of small-
diameter, cold-sensitive peripheral sensory neu-
rons,® while TRPA1 is coexpressed in a TRPV1—
CGRP subpopulation.?® TRPA1 is exclusively

expressed in C-fibers, while TRPMS8 is expressed
both in AS- and C-fibers.”® To date, there is no
experimental evidence of the localization of TRPM8
in the human oropharynx, but, in animal experi-
ments, TRPM8 has been located in rat fungiform,
foliate, and circumvallate papillae supplying fibers
from the TG and glossopharyngeal nerves,” as well
as in the epithelial cells, taste buds, and the nerve
fibers supplying the rat soft palate, epiglottis, and
pharynx.”® TRPAI1, however, has been located in
nerve fibers supplying the human pharyngeal fungi-
form papillae epithelium,”® and other studies have
found TRPAI localization in keratinocytes.”””® A
recent study from our group found TRPA1 expres-
sion in the mucosa of the human oropharynx and
oral cavity and TRPA1 immunoreactivity on subep-
ithelial elements, such as nerve fibers and fibrob-
lasts, in these areas®® (Fig. S3). TRPA1 has also been
located in rat TG and dorsal root ganglia and in
odontoblasts.?®?

Besides TRPV1, TRPA1, and TRPMS, there are
other TRP channels involved in sensory stimuli
perception. For instance, TRPV2 responds to nox-
ious thermal stimuli (>52 °C),” TRPV3 responds
to temperature changes in the range of physio-
logical temperatures (between 22 and 40 °C),'%
and TRPV4 responds to osmotic and mechani-
cal noxious stimuli.!’"1%2 TRPV2 has been located
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on nerves innervating the rat pharynx, soft palate,
epiglottis, and larynx mucosa.?* TRPV3 expression
has been found in mouse and rat keratinocytes and
neurons.!%1% TRPV4 expression has been found in
human trachea and salivary glands.!° Beyond the
TRPV family, TRPCI and TRPC6 are also involved
in mechanical noxious stimuli perception in coor-
dination with TRPV4.,1%?

No studies have related changes in the expression
or localization of TRP family channels to increased
risk of OD or decreased oropharyngeal sensitivity. In
contrast, patients with nonerosive reflux disease and
erosive esophagitis with heartburn presentincreased
expression of TRPV1 at both the mRNA and protein
levels in the esophagus, which is directly related to
a higher perception of burning pain and the release
of proinflammatory factors in the esophagus.'”’
Thus, while higher expression of TRPV1 is related
to increased sensitivity, it can be hypothesized that
lower expression of TRPV1 might be closely related
to reduced oropharyngeal sensitivity.

Discussion

Following the results obtained from this review, we
believe that knowledge on the sensory innervation
and the receptors expressed in the human orophar-
ynx and larynx is limited, and we need further
research to better understand the pathophysiology
of OD and to develop new active therapeutic strate-
gies for patients with swallowing disorders. Our
review further supports the relevant role of impaired
oropharyngeal sensitivity in the pathophysiology of
oropharyngeal dysphagia and the principles for dys-
phagia treatments based on oropharyngeal sensory
stimulation as promising therapeutic strategies for
patients with swallowing disorders.*°

Despite the anatomical complexity of the oropha-
ryngeal afferent innervation, there is wide consensus
that sensory input is collected by CN 'V, VII, IX, and
X in this area. These afferent nerves innervate the
oropharyngeal mucosa with dense networks, and
their distribution throughout the oropharynx is well
known from an anatomical perspective. This dense
distribution of oropharyngeal innervation accounts
for the fine perception required for proper coor-
dination of the swallowing response. Among those
nerves, Ph-IX and ISLN are the main ones related
to the swallow response, and several animal studies
have explored which one is more relevant for elic-
iting it.’»1%112 In these studies, surgical damage
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of Ph-IX caused abolition of swallow response,'%
while surgical damage of ISLN was related to higher
effort requirement to elicit swallow response but
not abolition.!”” Those studies also pointed out that
swallowing response was more effectively elicited by
stimulation of the posterior edge of the soft palate,
the palatopharyngeal arch, and the posterior pha-
ryngeal wall, mainly innervated by Ph-I1X.!% Other
studies using electrical stimulation have shown that
both Ph-IX and ISLN have to be stimulated to elicit
swallow response,'*!!! which suggests coordinated
stimuli perception through both nerves to elicit
swallow response.

Oropharyngeal mucosa perceives a wide range of
sensations through specialized structures and recep-
tors located below or within. Mechanical stimuli are
perceived through specialized structures below the
epithelium, while chemical and thermal stimuli are
perceived either through taste buds for flavors or
through sensory receptors on free nerve endings
for other chemical compounds and thermal stim-
uli. All of these structures and receptors perceive
bolus position and other sensory stimuli important
for the activation of the swallowing response and
the experience of eating and drinking (Table 1).
Many groups have tried to use those stimuli to
improve deglutition in patients with swallowing
diseases. For instance, the use of flavor has been
proved to affect swallowing response in neurogenic
and head and neck cancer patients with OD.'®!!?
Salty flavor prolonged swallowing, while sweet fla-
vor shortened swallow response with a short-term
effect.!!® The flavor with the greatest effect in both
studies was sour, with a consistent shortening of
swallow response. However, sour flavor can also be
perceived by nociceptive receptors''* and thus affect
swallowing response through the same pathways
as temperature. Chemoreceptors expressed in the
oro- and hypopharynx and the mechanical sensing
structures within the oropharyngeal mucosa have
also been used to increase sensory input in patients
with reduced sensibility, such as older, stroke and
neurodegenerative disease patients, or can be used
to block hypersensitivity causing chronic cough.!'®
Several studies have obtained promising results
using chemical substances to increase sensory input
to improve the swallowing response in older and
stroke patients,”‘l(”’n’116 and mechanical stimuli
provided with air pulses have also proved to be
effective in improving swallow response in stroke
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patients®® (Table S1). Some of these studies have
even enhanced neural plasticity with long-term
chemical treatment'” without known issues related
to the sensitization of the oropharynx.!”!8

However, there is still controversy over the reach
of free nerve endings in the oropharyngeal mucosa
and the way that thermal and chemical stimuli
elicit responses on these afferent nerves. It is known
that free nerve endings penetrate the epithelium in
the skin,!'” but there is little evidence about their
presence within the oropharyngeal epithelium. The
evidence collected in our review and many of our
experiments on human tissue® indicate a dense sub-
mucosal innervation in contrast to scarce cases of
intraepithelial fibers (Fig. S1). On the other hand,
some chemoreceptors, such as TRPV1 and TRPA1,
are coexpressed in neurons with CGRP and Sp,79:86
inflammatory mediators that are released upon acti-
vation of these channels, promoting the release of
proinflammatory cytokines and thus enhancing the
sensitization of the area.!'®!!® It is known that SP
is a neuropeptide that enhances the swallow and
cough reflex and probably acts as a neurotransmit-
ter in the pharyngeal mucosa in response to local
stimuli.'?®!2! Sputum levels of SP were reduced in
elderly patients with aspiration pneumonia,'** and
aspiration after stroke may also be related to low SP
concentration.!??

All of this information leads to the following
hypothesis of how chemical stimuli elicit sensory
perception: chemical stimulants capable of trespass-
ing the epithelial barrier elicit their effect either
directly on subepithelial or intraepithelial nerves
or through release of a second messenger, such
as anandamide, produced by responsive epithelial
cells;'** chemical stimulants unable to permeate
through epithelia elicit their effects either through
second messengers’”!?* or directly on intraepithe-
lial nerves. Thus, epithelial cells could work as
amplifiers of chemical stimuli. The direct contact
between epithelial cells and nerves seen on elec-
tron microscopes®*~’! supports the idea of second
messengers produced by epithelial cells while not
denying the direct activation of nerve receptors by
chemical substances reaching deep epithelial layers.
Once excited, the sensory nerves release proinflam-
matory factors that sensitize the area and promote
swallow and cough reflex if needed (Fig. 5).

This hypothesis could explain reduced pharyn-
geal sensitivity and OD in patients with mucosal
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damage, such as mucositis caused by chemoradio-
therapy, as the loss of epithelial cells would hamper
the release of second messengers and the edema and
fibrosis associated with the inflammatory response
would impair the submucosal fibers.

As previously stated, decreased oropharyngeal
sensitivity has been related to unsafe swallowing in
older, stroke, and PD patients.!*"'> Furthermore,
besides the direct relationship between decreased
oropharyngeal sensitivity and aspiration,'?® reduced
oropharyngeal afferent input to the cortex has been
shown to lead to a lack of cortical modulation of the
swallowing motor response, which increases the risk
of unsafe deglutition.!?” Laryngeal and hypopha-
ryngeal sensory innervation play an important role
in airway protection. Delay in laryngeal vestibule
closure due to reduced sensitivity is closely related to
aspirations and penetrations to the airway in older,
stroke, and PD patients,>'?"1> and these are well-
known risk factors for the development of aspiration
pneumonia.’

A thorough knowledge of the oropharyngeal and
hypopharyngeal innervation would lead to greater
understanding of the pathophysiology of several dis-
eases affecting these regions and establish the basis
for new therapeutic strategies, to move from the
compensation of those disorders to effective treat-
ments. For instance, intrapharyngeal and transcu-
taneous electrical sensory stimulation have proven
effective in the treatment of oropharyngeal dys-
phagia in stroke patients.””** A better understand-
ing of the sensory perception pathways would also
help develop new treatments based on the sensory
enhancement strategies already tested in previous
studies.'®2? That is why this review ends up with
a hypothesis for chemical stimuli perception in the
oropharynx; its main aim is to pave the way for
future pharmacological treatments for dysphagia
patients. However, this review does not explore the
mechanical stimuli perception that is also relevant
for the normal physiology of swallow response or
the role TRP channels play in mechanical trans-
duction (reviewed in Ref. 128). The contribution of
TRP channels to mechanical transduction and the
molecular pathways underlying the different modal-
ities of mechanosensation are important topics that
require further research and a specific review.

This review highlights the need for further
research in three of the matters examined: whether
free nerve endings reach intermediate or superficial
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Figure 5. Hypothesis for chemical and thermal stimulation of the oropharyngeal mucosa. Schematic representation of the
hypothetical mechanisms through which stimuli are perceived through free nerve endings in the oropharyngeal mucosa.
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layers of the epithelium in the oropharyngeal
mucosa, how TRP channels are expressed and
localized in healthy human oropharynx, and what
changes can be found at the sensory innervation
level in OD patients and whether there are changes
in the expression and localization of TRP channels
in those patients.

Oropharyngeal peripheral innervation is a topic
that involves anatomical, histological, and molecu-
lar disciplines and provides information to under-
stand both taste and swallowing functions. A great
understanding of the oropharyngeal swallowing
innervation could help develop novel strategies to
treat swallowing disorders.
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Figure S1. Histological 100x micrographs of the
human oropharyngeal mucosa. (A) Hematoxylin—
eosin (H&E) stain of a lingual filiform papilla cov-
ered by parakeratinized epithelium. (B) Neuron-
specific enolase (NSE) immunohistochemistry
(IHC) of a lingual filiform papilla filled with sev-
eral submucosal nerve fibers and one intraepithelial
nerve fiber (arrow). (C) H&E stain of pharyngeal
posterior wall mucosa covered by nonkeratinized
epithelium. (D) NSE IHC of pharyngeal posterior
wall mucosa showing nerve fibers below the basal
lamina (arrow heads) and nerve fibers innervating a
submucosal gland (asterisks). (E) H&E stain of the
lingual surface of the epiglottis mucosa covered by
nonkeratinized epithelium. (F) NSE THC of the lin-
gual surface of the epiglottis mucosa showing thick
nerve fibers running deep below the basal lamina
(arrowheads).

Figure S2. Electron micrographs of (A) Meissner
corpuscles in monkey fungiform papillae 3000 x ¢
(EP, epithelial cells; AT, axon terminal in the cor-
puscle); (B) Krause bulb in human oral mucosa
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10,000 x°® (CI, cells of the inner core; CL, cytoplas-
miclamellae; N, nerve fibers; NE, nerve endings; CB,
collagen “belts”; CF, collagen fibers); (C) free nerve
ending in contact with the basal lamina in human
epiglottis mucosa 15000x”° (P, nerve process; B,
epithelial cells of the basal layer); and (D) Merkel
cells in human gingival mucosa 3250x°¢ (#1—4 =
Merkel cells; hollow arrow = part of the Merkel cell
#2; thin full arrows = basal lamina close to the sep-
arated part of Merkel cell #2; asterisk = spine from
Merkel cell #2; N = lobulated nucleus of Merkel cell
#3; solid thick arrow = contact between Merkel cell
#4 and basal lamina).

Figure S3. TRPV1 and TRPAI fluorescent IHC
400x micrographs of human oropharyngeal
mucosa. TRPV1 immunoreactivity (A, C, E) in red
islocalized on epithelial cells of tongue (A), pharynx
(C), and epiglottis (E), while TRPA1 immunoreac-
tivity (B, D, F) in red is localized on subepithelial
elements of tongue (B), pharynx (D), and epiglottis
(F).

Table S1. Stimulation strategies to treat oropharyn-
geal dysphagia with the potentially stimulated target
and their clinical study reference.
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disfagia orofaringia funcional en malalties neurolégiques i en ancians: el
Mentol. Codi de protocol MA01-11/2012 (Protocol i Full d’Informacié al pacient i
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Es compleixen els requisits necessaris d'idoneitat del protocol en relacié amb els
objectius de l'estudi i estan justificats els riscos i molésties previsibles per al
subjecte.

La capacitat de l'investigador i els mitjans disponibles sén apropiats per a dur a
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Key Messages

e Previous studies have provided supportive evidence to suggest that TRPV1 and TRPA1 agonists improve
swallow response on neurogenic OD patients, but little is known about the expression and localization of these

receptors in the oropharynx.

e This study explores the expression and localization of TRPV1 and TRPA1 in human oropharyngeal samples

with RT-qPCR and fluorescent immunohistochemistry.

e TRPV1 and TPRAI1 expression is found throughout the oropharynx and these receptors are immunolocalized
with two specific patterns. TRPV1 is found on epithelial cells and submucosal sensory nerves, whereas TRPA1

is only found below the basal lamina.

e Oropharyngeal TRPV1/Al receptors are promising therapeutic targets to develop active treatments for OD

patients.

Abstract

Background Previous studies have found that TRPV1
and TRPA1 receptor agonists improve swallow
response in patients with oropharyngeal dysphagia
(OD), but little is known about the expression of these
receptors in the human oropharynx. The aim of this
study was to assess the expression and localization of
TRPV1 and TRPA1 in human samples from the
oropharynx of healthy patients, to provide the basis
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for new pharmacological treatments for OD. Methods
Samples from oropharyngeal regions innervated by
cranial nerves V, IX, and X (tongue, pharynx, and
epiglottis) were obtained during ENT surgery and
processed either for mRNA (21 patients) or for
immunohistochemical assays (seven patients). The
expression analysis was performed with RT-gPCR
using ACTBh as reference gene. Hemotoxylin and
eosin staining was used to study the histology; the
immunohistochemical assay used (i) neuron-specific
enolase to detect nerve fibers or (ii) fluorescent probes
to locate TRPV1 and TRPAI1. Results TRPV1 was
expressed in the three studied regions, with higher
levels in CN V region (tongue) than in CN X region
(epiglottis; p < 0.05), and was localized at epithelial
cells and nociceptive fibers in all studied regions.
TRPA1 was also expressed in all studied regions, but
was always localized below the basal lamina. No
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immunoreactivity for TRPA1 was found on epithelial
cells. Conclusions e’ Inferences TRPV1 and TRPA1
are widely expressed in the human oropharynx with
two distinct patterns. Our study further confirms that
TRPV1/A1 receptors are promising therapeutic targets
to develop active treatments for OD patients.

Keywords Ankyrin-like with transmembrane domains
protein 1, oropharyngeal dysphagia, sensory input,
vanilloid receptor 1.

INTRODUCTION

Oropharyngeal dysphagia (OD) is a geriatric syndrome
affecting 23% of independently living and up to 51% of
institutionalized older people.!™ Oropharyngeal dys-
phagia causes two groups of clinically relevant com-
plications: decreased efficacy of swallowing that can
lead to malnutrition and dehydration, and decreased
safety of deglutition that can involve bolus penetration
into the laryngeal vestibule and, in the most severe
cases, tracheobronchial aspiration, leading to aspira-
tion pneumonia.*® Oropharyngeal dysphagia is also a
highly frequent poststroke complaint with an inci-
dence of over 40%%” and is a common condition in
patients with neurodegenerative diseases such as
Parkinson’s and Alzheimer’s disease, with reported
prevalence of 35-82% and 19-84%, respectively.®’
There is no pharmacological treatment for OD yet and
its management is mainly based on compensatory
strategies such as food and liquid bolus adaptation,
postures, and swallow maneuvers.'%!!

Old and neurogenic patients with OD present
decreased sensitivity in the oropharynx.!*'® Afferent
myelinated nerve fibers in the superior laryngeal nerve
have been observed to decrease with age and may be the
cause of age-related sensory dysfunction of the orophar-
ynx.'*1% In stroke patients, lack of sensitivity could be
caused by interference in the connection between the
sensory afferents and the cortex and the brainstem'® and
the disruption of afferent information processing at the
cortex due to cortical lesion. These sensory deficits may
lead to delayed swallowing response* and predispose to
aspiration and aspiration pneurnonia.17

It has been hypothesized that increasing the sensory
input in these patients could modulate the cortical
swallowing motor pathway and thus improve the
swallowing response.'®'° This hypothesis led us to
perform clinical assays to test capsaicinoids (TRPV1
agonist) and piperine (TRPV1/Al agonist) as a pharma-
cological approach to treat OD, with the results that
swallow safety and efficacy were significantly

Neurogastroenterology and Motility

increased by improved oropharyngeal motor
response.”’?! However, more knowledge is needed
about the mechanisms by which this approach works.

Caterinaet al identified the transient receptor poten-
tial cation channel, subfamily V, member 1 (TRPV1) as
the vanilloid receptor®? and, since then, TRPV1 expres-
sion has been found in several human tissues; in
neuronal tissues such as the dorsal root ganglia®® and
the trigeminal ganglia,®* and also in epithelial cells like
bladder epithelial cells in the human urothelium?® and
keratinocytes of human epidermis.?® Following TRPV1
identification, several polymodal receptors have been
identified. Among them, Story et al. identified the
transient receptor potential cation channel, subfamily
A, member 1 (TRPA1) as a cold activated receptor.2’
TRPALI is also activated by piperine and low concentra-
tions of menthol.2*?° However, little is known about
the expression and localization of TRPV1 and TRPA1
within the human oropharynx.

The aim of this study was to explore the expression
and localization of TRPVI and TRPAI in areas of the
human oropharynx, including those innervated by
trigeminal (cranial nerve V), glossopharyngeal (cranial
nerve IX), and vagus (cranial nerve X) nerves. This
knowledge may provide the basis to develop specific
pharmacologic strategies with TRPV1 and TRPAIl
agonists to treat patients with OD.

PATIENTS, MATERIALS, AND METHODS

Sample collection

Human biopsies were obtained during routine major ENT surgical
interventions once patients had granted informed consent. The
samples were innervated by cranial nerves V (tongue), IX (faucial
pillars and pharynx), and X (pharynx and epiglottis) with an
average size of 8§ mm x 8 mm x 4 mm for histological proce-
dures and 3 mm x 3 mm x 3 mm for molecular biology proce-
dures. The patients had head and neck cancer located at oral
cavity (21.4%), pharynx (17.9%), or larynx (53.6%), more than half
of them at early stage (53.8% TINOMO), or had undergone
tonsillectomy for benign disease (7.1%) and had not received
chemo- or radiotherapy prior to the surgical intervention; all
tissues used in the study were examined to confirm that they were
free from pathology. Samples from seven patients (mean age
52.6 + 16.0, 85.7% males) were processed to study both the
histology and the innervation of the oropharynx and to localize
TRPV1 and TRPA1 within tissues by immunohistochemistry.
Samples from 21 patients (mean age 63.7 + 11.4, 85.7% males)
were processed to quantify TRPV1 and TRPA1 expression through
RT-qPCR.

Tissue collection and storage were performed according to the
recommendations from the ‘Human Tissue Act’ of 21 October
2002 in the HHW Department of USA and obeying the current
Spanish law about the use and storage of human tissue (Ley 14/
2007 Titulo V Capitulo ITI). The Ethical Committee of the Consorci
Sanitari del Maresme approved the study under the code 22/09.

© 2015 John Wiley & Sons Ltd
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Histological sample preparation

Samples destined to immunohistochemistry were collected in
paraformaldehyde 5% and incubated at 4 °C for 1-2 h. Biopsies
were then cut in half, one part for colorimetric and the other for
fluorescent immunohistochemistry procedures. The colorimetric
immunohistochemistry samples were processed with the routine
protocol of infiltration using the Tissue-Tek VIP Vacuum Infil-
tration Processor and reactives (Sakura Finetek, Tokyo, Japan) and
then oriented by a pathologist and embedded in paraffin blocks.
The samples were cut in 4-pm slices at room temperature and
processed. For fluorescent immunohistochemistry, samples were
washed with phosphate buffer saline and incubated in cryopro-
tective solution (20% sucrose in phosphate buffer 0.1 M) at 4 °C
O/N, then frozen in Optimal Cutting Temperature compound
(Sakura Finetek) and stored at —80 °C until used. The samples
were cut in 6-10 pm slices at —20 °C in a cryostat, set in FLEX
THC microscope slides (Dako, Glostrup, Denmark) and stored at
—20 °C until used.®®

Colorimetric immunohistochemistry

Histological preparations were dyed with (i) hematoxylin and
eosin to examine the structure of oropharyngeal mucosa and
submucosa using the Leica ST4020 device and reactives (Leica
Biosystems, Nussloch, Germany) or (ii) with colorimetric
immunohistochemistry with the anti-Neuron-Specific Enolase
antibody to find the location of nerve fibers using the Autostain-
erLink 48 (Dako). Histological preparations were observed under a
Nikon Eclipse E600 optical microscope (Nikon, Tokyo, Japan) and
microscopic photographs were taken with an Olympus DP20
digital camera (Olympus, Tokyo, Japan).

Fluorescent immunohistochemistry

To locate TRP receptors, histological preparations were fixed with
paraformaldehyde 4% in Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)
0.1 M, permeated with Triton 0.5%, blocked with HBSS-goat
serum 10%, incubated with 1 : 500 dilution of anti-TRPV1 or
anti-TRPA1 goat antibody (Alomone Labs, Jerusalem, Israel)
diluted in HBSS-goat serum 10% at 4 °C O/N. They were washed
and then incubated with Rb-A568 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Carlsbad, CA, USA) as secondary antibody diluted in HBSS-Goat
serum 10% at 37 °C for 1 h. Finally, preparations were incubated
with Hoechst (Thermo Fisher Scientific Inc.) and mounted with
Fluoprep (BioMérieux, Rhone-Alpes, France). Histological prepa-
rations were observed and recorded with a Leica’s laser confocal
microscope SP5 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) with
40x or 20x objectives. Three controls were performed for each
antibody in each studied region: one using the antigenic peptide
provided by the manufacturer at saturating concentration as
blocking control, another without the primary antibody to check
for unspecific binding of the secondary antibody and the last one
without antibodies to check for tissue autofluorescence.

mRNA extraction

Samples intended for molecular biology were collected in
RNAlater® solution (Thermo Fisher Scientific Inc.), incubated
O/N at 4°C and stored at —20 °C until used. mRNA was
extracted using TRIzol® (Thermo Fisher Scientific Inc.) protocol,
its purity and concentration was assessed with spectrophotometer
and it was stored in DEPC-treated water (Thermo Fisher Scientific
Inc.) at —20 °C until used.

© 2015 John Wiley & Sons Ltd

TRPV1 and TRPA1 in the human oropharynx

Retrotranscription and RT-qPCR

Samples were treated with DNase I recombinant, RNase-free
(Roche, Basel, Switzerland) to eliminate all traces of genomic
DNA. mRNA was retrotranscribed using Transcriptor First Strand
c¢DNA Synthesis Kit (Roche) to obtain cDNA. The RT-qPCR was
performed with a Roche’s LightCycler® 2.0 using LighCycler®
TaqgMan® Master kit (Roche). The PCR programs consisted of a
10-min, 95 °C pre-incubation phase followed by 30-60 amplifica-
tion cycles with an annealing temperature of 64°. The expression
of human B-actin (ACTBh) as reference gene and TRPV1 and
TRPAI1 as target genes were analyzed by this method. All primers
(Table 1) were designed through the Universal Probe Library
software (Roche).

Data analysis

The TRPV1 and TRPA1 patterns of localization were analyzed
using the mean intensity of signal of two consecutive 10 x 10 pm
ROIs containing 700 pixels each. These mean intensities were
graphed relative to the distance between the most superficial side
of the ROIs and the basal lamina. The standard error was
calculated for each of these means. TRPV1 and TRPAI relative
expressions to ACTBh were obtained using standard curves of the
target and reference genes. The relative expression of all regions
was compared using Kruskal-Wallis test and then Mann-Whitney
U-test was used to confirm differences between pairs; p < 0.05
was considered as statistically significant. Results are expressed
as the mean relative expression + SEM. Statistical analysis was
performed with GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc, San
Diego, CA, USA).

RESULTS

Colorimetric histology

Histology and innervation of the oropharynx Tongue
mucosa had the characteristics of masticatory mucosa,
with para-keratinized epithelium covering the filiform
papillae (Fig. 1A). Pharynx (Fig. 1C) and epiglottis
(Fig. 1E) mucosa had the aspect of lining mucosa, with
non-keratinized epithelia at the outer layers of the
mucosa. The basal lamina was identified between the
epithelium and the submucosa in all regions. All
regions showed abundant innervation consisting in
thick fiber bundles at deep areas of the submucosa and

Table 1 Primers used for the RT-qPCR

Gene UPL Primers

B-actin (ACTBh) 64 Left: 5'-ccaaccgcgagaagatga-3'
Right: 5'-tccatcacgatgecagtg-3’

TRP subfamily V 41 Left: 5'-cagctacagtgagatgettttctt-3/

member 1 (TRPV1) Right: 5'-atggaagccacatactecttg-3'

TRP subfamily A 32 Left: 5'-tcaccatgagctagcagactattt-3’

member 1 (TRPAI) Right: 5'-gagagcgtccttcagaateg-3’

TRP, transient receptor potential channel; UPL, universal probe
library.
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Figure 1 Hematoxylin and eosin stain (HE) (top) and Neuronal Specific Enolase (NSE) (bottom) histological preparations under optical microscope.
(A) Mucosa and submucosa of the mid third of the tongue with para-keratinized epithelia over the filiform papillae. (B) Region near A; most nerve
fibers travel below the epithelium (arrowheads) and some nerve fibers contact the epithelial cells of the basal layer (arrow). (C and E) Lining mucosa of
the posterior wall of the pharynx and the lingual surface of the epiglottis with non-keratinized epithelia. (D) Region near C; a single nerve fiber
runs below the basal lamina (arrowhead). (F) Region near E; single fibers and fiber bundles run below the basal lamina (arrowheads) and a sensory
nerve structure contacts it (arrow). Top images were obtained under 100x and bars measure 50 pm; bottom images were obtained under 200x and

bars measure 30 pm.

single fibers approaching the epithelium, some of them
reaching the basal lamina in tongue (Fig. 1B) and
lingual surface of epiglottis (Fig. 1F). However, no
nerve fibers were seen above the basal lamina in any
sample of the studied regions.

Fluorescent immunohistochemistry

TRPV1 localization TRPV1 immunofluorescence was
localized on the plasma membrane of the epithelial
cells in all studied areas, showing a stronger signal in
epithelial cells of the basal and intermediate layers and
weaker signal on epithelial cells of more superficial
and mature layers of the epithelium (Fig. 2). TRPV1
was also found in nociceptive Ad fibers and polymor-
phonuclear leukocytes in the submucosa near the basal
lamina (Fig. 2C). The primary antibody control with
specific blocking peptide showed no signal, suggesting
that the immunoreactivity found is specific for TRPV1
(data not shown).

TRPAT1 localization The TRPA1 was found below the
basal lamina in all regions, on cells that morphologi-

cally resembled submucosal fibroblasts. No signal was
found on the epithelial cells (Fig. 3). Specificity control
of the primary antibody with blocking peptide showed
no signal, suggesting that the immunoreactivity was
specific for TRPA1 (data not shown).

TRPV1/A1 localization patterns The TRPV1 and
TRPA1 showed two distinct patterns of localization
in the three areas (CN V, IX, X) of the human
oropharynx: TRPV1 was localized in the epithelium
with greater intensity near the basal lamina and
gradually decreasing toward the superficial layers of
the epithelium, and in nerve fibers of the submucosa.
In contrast, TRPA1 was only localized in sparse cells
and submucosal structures below the basal lamina; the
morphology of immunoreactive cells resembled that of
fibroblasts (Fig. 4).

RT-qPCR

Quantitative mRNA TRPV1 analysis The relative
expression of TRPV1 to B-actin was
25.43 x 107° 4+ 2.117 x 107° in the region innervated

© 2015 John Wiley & Sons Ltd
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TRPV1 and TRPA1 in the human oropharynx
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Figure 2 TRPVI (red) immunoreactivity (IR) in fluorescent immunohistochemistry preparations with Hoechst staining of nuclei (blue) under
confocal microscope. (A) Tongue mucosa and submucosa with TRPV1 IR on the membrane of epithelial cells from the basal layer of the epithelium;
signal progressively fades in outer layers of the epithelium. (B) Pharynx mucosa and submucosa with intense TRPV1 IR on the membrane of epithelial
cells from the basal layer of the epithelium; weaker TRPV1 IR is seen under the epithelium on blood vessel (asterisk) endothelial cells. (C)
Epiglottis mucosa and submucosa with TRPV1 IR on the membrane of epithelial cells from the basal layer of the epithelium; TRPV1 IR can also be

seen on polymorphonuclear leukocytes (arrowheads) and on a 4-5 pum thick fiber-like structure resembling an Ad nerve fiber (arrow). Images were
obtained under 400x; bars measure 30 pm.

B D F
= [e—

Figure 3 TRPAI (red) immunoreactivity (IR) in fluorescent immunohistochemistry preparations with Hoechst staining of nuclei (blue) under
confocal microscope. (A and B) Tongue mucosa and submucosa with TRPA1 IR on subepithelial elements, both between the filiform papillae and
deeper into the submucosa. (C-F) Pharynx (C and D) and epiglottis (E and F) mucosa and submucosa with TRPA1 IR on scattered subepithelial

elements. No signal is found on epithelial cells in any of the images. Images were obtained under 200x (top) or 400x (bottom). Bars measure 100 pm
(top) or 30 pm (bottom).

© 2015 John Wiley & Sons Ltd 5
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by CN V (tongue), 20.97 x 107° £ 2.056 x 107° in the
region innervated by CN IX and X (faucial pillars and
pharynx) and 16.59 x 107° + 1.494 x 10™° in the
region innervated by CN X (lingual surface of epiglot-
tis), showing a significantly higher relative expression
of TRPV1 to B-actin in the tongue than in the epiglottis
(p < 0.05; Fig. 5A).

Quantitative mRNA TRPA1 analysis The relative
expression of TRPAl to B-actin was 2.736 x
107° + 7.805 x 107 in the region innervated by CN
V (tongue), 1.493 x 107° + 2.684 x 107% in the region
innervated by CN IX (faucial pillars), and
2.432 x 107° + 7.970 x 107¢ in the region innervated
by CN X (lingual surface of epiglottis), without signif-
icant differences between these areas (Fig. 5A).

The TRPAI1 relative expression was significantly
lower than the TRPV1 relative expression in all the
studied areas (p < 0.001; Fig. 5A). The relative expres-
sion of TRPV1 to TRPA1l was 38.44 + 13.11 in the
region innervated by CN V (tongue), 16.71 + 3.24 in
the region innervated by CN IX (faucial pillars) and
27.14 £+ 9.52 in the region innervated by CN X (lingual
surface of epiglottis), showing higher expression of
TRPVI1 in a consistent proportion in all areas (Fig. 5B).
Nevertheless, it should be noted that the biopsies
contained proportionally more epithelial cells express-
ing TRPV1 than the subepithelial elements expressing
TRPA1, which could affect the comparative assess-
ment.
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Figure 4 TRPVI1 and TRPAL1 distribution
pattern. (A) Schematic drawing of the
distribution pattern of TRPVI (red) and
TRPAL (green) in the oropharynx. Nerves
and fibroblasts are depicted in the
submucosa. (B) Fluorescence intensity for
TRPV1 (red) and TRPA1 (green) relative to
the distance from the basal lamina of the
epithelium of the oropharyngeal mucosa.
Values of the X-axis correspond to the
distance between the most superficial side
of the ROI and the basal lamina. Positive
values of the X-axis correspond to positions
above the basal lamina (epithelium) and
negative values correspond to positions
below the basal lamina (submucosa).
Intensity values are given as the mean of
two correlative 10 x 10 pm regions of
interest (ROIs). The SEM of each bar is
displayed. A straight line is drawn in the
position 0 of the X-axis corresponding to the
basal lamina.

60 20 100

DISCUSSION

Our results show that the TRPV1 and TRPA1 channels
are expressed throughout the regions innervated by the
cranial nerves V, IX, and X and are localized in two
distinct patterns: TRPV1 is localized in epithelial cells
and a few sensory fibers in the oropharyngeal submu-
cosa, whereas TRPAI is localized below the basal
lamina but not in epithelial cells from the oropharynx.

The cranial nerves V, IX and X provide oropharyn-
geal chemosensation through free endings of their
axons. Signals elicited by stimuli travel along these
axons to the cell bodies located in the corresponding
ganglia and then continue to the spinal nucleus of the
trigeminal complex of the brainstem.?!

Our results show how the oropharyngeal nerve fibers
travel in bundles in deep layers of the submucosa,
whereas the single axons reach the basal lamina and
even contact the epithelial cells of the basal layer of the
epithelium. However, no fibers were observed in the
epithelium beyond the basal lamina. The presence of
the free nerve endings in the epithelium has been
debated in the literature. Some studies have shown the
presence of free nerve endings in contact with the basal
lamina®? and even penetrating it to reach superficial
layers of the epithelium.®® The nerve endings found in
our study might be the ones responding to chemical,
thermal, and noxious stimuli in the oropharynx.

Our results show the presence of TRPVI on the
epithelial cells of tongue, pharynx, and epiglottis and
in the AS fibers of the submucosa and TRPVI1 expres-

© 2015 John Wiley & Sons Ltd
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Figure 5 TRPVI and TRPAI expression analysis. (A) Relative expression of TRPV1 (right) and TRPAI (left) to B-actin (ACTBh) in the areas
innervated by the trigeminal (CN V), glossopharyngeal (CN IX) and vagus (CN X) nerves; *p < 0.05. (B) Relative expression of TRPV1 to TRPA1 in the
areas innervated by the trigeminal (CN V), glossopharyngeal (CN IX) and vagus (CN X) nerves.

sion in the regions innervated by the cranial nerves V,
IX, and X. Furthermore, the results show decreasing
expression of TRPV1 the lower the studied region, with
significantly different levels of expression between the
tongue and epiglottis.

The TRPVI1 expression has been thoroughly exam-
ined in murine models, providing evidence of its
presence both at the epithelial cells and in afferent
fibers throughout the oropharynx.>*® However, there

© 2015 John Wiley & Sons Ltd

is less information on TRPVI1 expression and localiza-
tion in the human oropharynx. Hou et al. found
TRPVI1 expression and immunoreactivity in human
trigeminal ganglia neuronal cells and colocalization
with CGRP and SP.3” TRPV1 has been also localized in
peripheral free nerve endings of the human larynx®®
and tongue.®’ Some studies have also found the
expression and localization of TRPVI1 in epithelial
cells from the tongue®*° where, as previously hypoth-
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esized, it could trigger the release of inflammatory
mediators that would interact with neuronal terminals
and so amplify the signaling.*!

From a functional point of view, it can be hypoth-
esized that TRPV1 agonists, such as capsaicin, elicit
their effect at both epithelial cells of the basal layer and
afferent fibers in the submucosa. Capsaicin is a
lipophilic molecule which permeates epithelial lay-
ers*®* and so can travel through the epithelium and
bind TRPVI1 expressed by epithelial cells. This then
activates Ca®>* inward currents in those cells which in
turn activate the biosynthesis of endocannabinoids or
other molecules known to modulate TRPV1** and
are synthesized in the epithelium®’; these endogenous
agonists, along with the exogenous TRPVI1 agonists,
activate TRPV1 on the nerve fibers. Localized effect of
capsaicin is, thus, amplified by the epithelium to elicit
its pungent sensation through the afferent fibers of the
submucosa.

Regarding TRPAI1, our results show TRPAIl
immunoreactivity on the surface of cells, presumably
fibroblasts, below the basal lamina in all studied
regions, but not in epithelial cells. We found that
TRPA1 expression is similar in all the regions inner-
vated by the cranial nerves V, IX, and X, and at
considerably lower levels than the relative expression
of TRPV1.

Bautista et al. described that the population of
trigeminal ganglia neurons expressing TRPA1 repre-
sents 20% of small diameter axon neurons, all of
which colocalized TRPA1 and TRPV1, whereas most
of them also colocalized CGRP. They suggested that
TRPA1 activates a subpopulation of peptidergic
sensory neurons which are sensitive to capsaicin
and produce peptidic inflammatory mediators.*” As
for peripheral localization of TRPAI1, previous stud-
ies have also found evidence of the presence of
TRPAI on nerves in human tongue*® and pharynx*
and in epithelial cells and fibroblasts of human skin
and bronchial epithelia.’®®! At these locations, it
could be involved in inflammatory processes by
stimulating the synthesis and release of cytokines
such as interleukin 8.%9°°%

As stated above, the lower TRPA1 expression rela-
tive to TRPV1 in the studied regions could be due to
the fact that biopsies contain proportionally more
epithelial cells expressing TRPV1 than subepithelial
elements expressing TRPA1; further research should

Neurogastroenterology and Motility

be done to determine the difference of expression
between TRPV1 and TRPA1 in peripheral tissues of the
oropharynx.

Several studies have pointed out that oropharyngeal
sensitivity is reduced in older people due to a decrease
in myelinated sensory fibers.'>%1° This study has not
checked the effect of age on the expression of TRPV1
and TRPAI, but considers it would be of great interest
to assess the effect of age on expression in future
research.

In summary, this study confirms the presence of
TRPVI1 and TRPAI in the regions where capsaicinoids
and piperine were thought to elicit their pharmacolog-
ical effect by enhancing afferent sensory inputs to the
cortex and swallowing centers.2>?! The study presents
two distinct patterns for the localization of TRPV1 and
TRPA1: TRPVI1 is found within epithelial cells of the
oropharynx, whereas TRPA1 is found below the basal
lamina. The anatomical and histological map of TRPV1
and TRPA1 expression may help to explain the way
TRPV1 and TRPA1 respond to stimuli from both
capsaicinoids and piperine and set the basis for future
use of both agonists to treat OD. These studies should
also consider the possible chemical desensitization of
these receptors after continuous long-term exposure to
high doses of the agonists.
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Purpose. TRPV1 is a multimodal channel mainly expressed in sensory neurons. We aimed to explore the pharmacodynamics of
the TRPV1 agonists, capsaicin, natural capsaicinoids, and piperine in an in vitro bioassay using human PC-3 cells and to examine
desensitization and the effect of the specific antagonist SB366791. Methods. PC-3 cells expressing TRPV1 were incubated with Fluo-4.
Fluorescence emission changes following exposition to agonists with and without preincubation with antagonists were assessed
and referred to maximal fluorescence following the addition of ionomycin. Concentration-response curves were fitted to the Hill
equation. Results. Capsaicin and piperine had similar pharmacodynamics (E,,, 204.8 + 184.3% piperine versus 176.6 + 35.83%
capsaicin, P = 0.8814, Hill coefficient 0.70 + 0.50 piperine versus 1.59 + 0.86 capsaicin, P = 0.3752). In contrast, capsaicinoids had
lower E, . (40.99 + 6.14% capsaicinoids versus 176.6 + 35.83% capsaicin, P < 0.001). All the TRPV1 agonists showed significant
desensitization after the second exposition and their effects were strongly inhibited by SB366791. Conclusion. TRPV1 receptor is
successfully stimulated by capsaicin, piperine, and natural capsaicinoids. These agonists present desensitization and their effect
is significantly reduced by a TRPVI-specific antagonist. In addition, PC-3 cell bioassays proved useful in the study of TRPV1

pharmacodynamics.

1. Introduction

The transient receptor potential family V member 1 cation
channel (TRPV1) is a nonselective channel that responds to
noxious stimuli such as low pH, painful heat, and irritants.
Identification of TRPV1 through molecular cloning such as
the capsaicin receptor [1] represented a milestone in the study
of noxious stimuli. Since then, many studies have tried to
determine its druggability and pharmacological characteriza-
tion [2-4].

TRPV1 is mainly expressed in unmyelinated C fibers and
in Ad thinly myelinated fibers of the dorsal root (DRG),
trigeminal ganglion (TG), and visceral afferent fibers and it
plays an important role in temperature and pain perception.
However, TRPV1 expression is not exclusive to neuronal
tissue but can be found in other locations such as urothelial
and epithelial cells [5, 6], which respond first to irritating

and inflammatory stimuli together with afferent nociceptors
(7, 8].

Upregulation of TRPV1 expression has been observed in
various diseases [9] including those associated with visceral
hypersensitivity such as irritable bowel syndrome [10] and
other diseases like chronic cough [11] and neuropathic pain
[12]. Downregulation of TRPV1 has been observed in some
diseases such as periodontitis [13]. Strategies aiming to block
or desensitize TRPV1 have been explored to treat several dis-
eases such as neuropathic pain, spinal detrusor hyperreflexia,
bladder hypersensitivity, and pruritus [3]. Hence, TRPV1 ago-
nists and antagonists have become essential pharmacological
tools to address the treatment of these disorders.

Most bioassays aiming to characterize the pharmacody-
namics of these TRPVI ligands use human cells such as
HEK?293 heterologously expressing TRPV1 [14]. However,
this technology is not available for most research groups
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and has some limitations in studies concerning excitable
receptors due to the differences between the original cell and
the engineered one [15]. There are also problems derived from
the heterologous expression technique such as insertional
alterations. Recently, Sdnchez et al. [16] demonstrated the
natural expression of TRPVI in two human prostate cell
cultures: PC-3 and LNCaP. They did this by means of retro-
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR), Western
Blot, and binding studies. Thus, PC-3 was shown to be a
human prostate epithelial cancer cell line that could be used
to examine TRPV family receptors pharmacodynamics in
future studies.

The aim of the present study was to explore the pharma-
codynamics of TRPV1 agonists (capsaicin, natural capsaici-
noids, and piperine) in a bioassay using human PC-3 cells
prior to performing a clinical study.

2. Material and Methods

2.1. Experimental Design. In this bioassay, we compared
the pharmacodynamics of capsaicin, natural capsaicinoids,
and piperine and studied the effect of desensitization after
repeated exposure and the effect of the specific TRPVI
antagonist, SB366791.

2.2. Cell Culture and Calcium Imaging. Human Caucasian
prostate adenocarcinoma PC-3 cells expressing TRPV1
(ECACC Catalogue no. 90112714, Salisbury, UK) were grown
in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal bovine
serum, 100 UI/mL penicillin G, 100 yg/mL streptomycin, and
0.25 ug/mL amphotericin B (all from Invitrogen, Paisley,
UK) at 37°C and 5% CO,. Cells were passed every 3-4
days and only cells from passage 25 or lower were used in
the study. Twenty-four hours before the experiment, cells
were passed to a 35 mm plate with a glass cover slip. Before
the assay, cells were incubated with extracellular medium
(140 mM NaCl, 4.8 mMKCl, 1mM MgCl,-6H,0, 1.8 mM
CaCl,-2H,0, 10 mM glucose, and 10 mM HEPES; pH 7) con-
taining 3.64 uM of Fluo-4 AM (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) at room temperature for 45 min. Cover slips were
then mounted in an imaging chamber and continuously per-
fused with the extracellular medium. The cells were imaged
with IX-FLA equipment (Olympus Biosystems, Heidelberg,
Germany) connected to an Olympus IX70 microscope with a
20x lens. The timing of the experiments consisted of 10 s ago-
nist expositions, 5 min antagonist incubations, and 10 min of
interexposition periods. Ionomycin (10 #uM) was added at the
end of each experiment as a control of fluorescence. Images
were recorded for 40 s at 2.5 Hz, and fluorescence emission
changes were measured after each agonist addition at 488 nm.

2.3. Drugs and Reagents. Capsaicin, SB366791 (both from
Tocris, Bristol, UK), piperine, and ionomycin (from Sigma
Aldrich, St Louis, MO, USA) were dissolved in dimethyl
sulfoxide (DMSQO) 1 mM. Final concentrations were obtained
by dissolution of drugs in extracellular medium. Capsaicinoid
concentration in capsaicinoid sauce (McIlhenny Co, Avery
Island, LA, USA) was determined using liquid chromatog-
raphy (AOAC 995.03) and was 185.5 ug/g, the final desired
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concentration being obtained by dissolution in extracellular
medium.

2.4. Data Analysis. The analysis was performed with the
Cell software (Olympus Biosystems, Heidelberg, Germany).
Fluorescence from individual cells was monitored as a func-
tion of time by drawing a region surrounding the inner
part of the cell membrane, the region of interest (ROI), and
measuring the total fluorescent signal from this region. A
total of 10 ROI were selected from each plate. Maximum
intensity of fluorescence (F,,,) was measured at the end
of the experiment following the application of the Ca®*
ionophore, ionomycin (1 4M). Background fluorescence was
determined by measuring the fluorescent signal of a ROI
without a cell and was subtracted from the increases in
cell fluorescence (AF). These were calculated as the mean
of the peak fluorescence value and the fluorescence value
of 2 frames before and 2 frames after the peak, minus the
basal fluorescence at the onset of the recording (the mean
fluorescence value over the 10 first frames) (Figure 1). All
experiments were carried out at room temperature (18-20°C).

2.5. Statistical Methods. Concentration-response curves were
fitted to the Hill equation. Variables in the equation are shown
as mean + SEM and contrasted by means of a Student ¢-
test for nonpaired data. The nonparametric Mann-Whitney
U test was used to analyze desensitization and antagonism.
Statistical significance was accepted if P values were less
than 0.05. Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism 5.01 (San Diego, CA, USA).

3. Results

3.1. Pharmacodynamics of TRPVI Agonists. Capsaicin, the
reference agonist of TRPV1, and piperine caused a concen-
tration-dependent response in PC-3 cells, achieving maximal
effect at 10 and 107 M, respectively, with similar E
(204.8 +184.3% piperine versus 176.6 + 35.83% capsaicin, P =
0.8814) and Hill coefficient (0.70 + 0.50 piperine versus 1.59 +
0.86 capsaicin, P = 0.3752) and not significantly different
EC,, (4.14- 10™* M piperine versus 1.90 - 10~® M capsaicin, P =
0.0675). Natural capsaicinoids also caused a concentration-
dependent intracellular calcium increase, with significantly
lower E,_,, than capsaicin (40.99 + 6.14% capsaicinoids
versus 176.6 + 35.83% capsaicin, P < 0.001), and similar ECg
(4.36 - 10°° M capsaicinoids versus 1.90 - 10 M capsaicin,
P = 0.1601) and Hill coefficient (1.18 + 0.45 capsaicinoids
versus 1.59 + 0.86 capsaicin, P = 0.674) (Figure 2).

3.2. Specificity: Desensitization and the Effect of an Antagonist.
Repetitive expositions to capsaicin (10~° M, 10 min interexpo-
sition), piperine (10> M and 10~* M, 10 min interexposition),
or natural capsaicinoids 1.2 - 107> M (10 min interexposition)
significantly reduced the response of PC-3 cells. The effect of
capsaicin was reduced by 38.31 + 4.08%, piperine by 67.61 +
5.31%, and capsaicinoids by 22.30 + 2.24% after second
exposition (Figure 3). In addition, 5min incubation with
the specific TRPV1 antagonist SB366791 (10> M), strongly
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FIGURE 1: Calcium imaging data analysis. The regions of interest (ROIs) of 10 cells per plate (colored ellipsis) are marked to measure changes
in fluorescence and a ROI without cells (dark red rectangle) is also marked to measure the background signal (a). Increases in fluorescence
are plotted as a time function for each cell. The increase of fluorescence (AF) is calculated as the difference between the mean of the peak and
2 frames backward and forward (narrow rectangle measurements) and the mean of the measurements of 10 frames before agonist exposition
(wide rectangle of measurements); the background signal (red line) is then subtracted (b).

antagonized the response of capsaicin (107 M), piperine
(107> M), and capsaicinoids (1.2 - 10> M). Following 5 min
incubation with the antagonist and 5 min wash before second
exposition, the effect of capsaicin was reduced by 74.66 +
2.93%; piperine by 100 £ 0.005%, and capsaicinoids by 91.71+
2.76% (Figure 3).

4. Discussion

The results show that capsaicin and piperine to a greater
degree and natural capsaicinoids to a lesser degree success-
fully stimulate the TRPV1 channel. Repeated exposition of
these agonists decreases the effect on TRPVI, suggesting
desensitization. Moreover, their effect is significantly reduced
by a TRPVI1-specific antagonist, showing their action to be
specific to this receptor. PC-3 cells were found to be perfectly
adequate tools to study TRPVI pharmacodynamics.

Caterina et al. studied the pharmacology of rVRI when
they first cloned it [1]. Since then, several groups have
evaluated the use of TRPV1 as a therapeutic target to treat
various diseases [3, 4]. In our research, TRPV1 is a promising
target to treat oropharyngeal dysphagia, a major complaint
among the elderly and patients with neurological diseases,
and one characterized by pharyngeal and laryngeal sensory
deficits and delayed and prolonged swallow response [17].
Previous clinical studies showed capsaicin and piperine to be
effective in improving the swallowing response [18, 19] but we
needed more knowledge of the TRPV1 agonists’ pharmaco-
dynamics to design a clinical trial to assess proof of concept
[20]. We used a bioassay to evaluate the pharmacology
of capsaicin, piperine, and natural capsaicinoids on human
TRPVI1 constitutively expressed in PC-3 cells.

In our study, capsaicin and piperine had similar E_,,
and Hill coefficient values and we did not find significant
differences in their ECg, values, while comparable assays
found a lower maximum effect for piperine and significant
differences in their ECs, [21, 22]. We also found that natural
capsaicinoid sauce has lower E_ . than capsaicin or piperine.
This could be explained by the fact that capsaicinoid sauce
contains different capsaicinoids, one of which is capsaicin,
found in previous studies to have the greatest pungent effect
among vanilloids [23]. Our results helped us determine the
following optimal concentrations for the clinical trial: 10 uM
for capsaicin, 150 uM to 1 mM for piperine, and 150 uM for
capsaicinoid sauce [20].

Our results also showed that all the agonists tested
undergo desensitization after repeated exposition. Capsaicin
had already been shown to desensitize TRPV1 action [1,
21, 24], and Liu and Simon had shown that piperine also
desensitizes TRPV1 action [21], but in our assay piperine
desensitized TRPV1 action to a greater degree.

Finally, the use of TRPVI-specific antagonist SB-366791
allowed us to verify that the effect of our agonists is specific to
TRPV1. In previous studies, capsazepine was used as a specific
vanilloid receptor antagonist to assess agonist specificity, but
it has nonselective actions on other receptors and apparent
modality-specific properties. SB-366791, however, isa TRPV1
antagonist with high potency and improved selectivity profile
with respect to other commonly used TRPV1 antagonists
[25]. Another difference between our study and previous ones
is the assay design with PC-3 cells, a system that has been
rarely used in comparison with transfected HEK293 cells.
This study shows that PC-3 cells are a good surrogate to test
TRPVI1 pharmacology and more accessible as they do not
require transfection.
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response curve for each agonist. Each point represents the mean + SEM of 3 independent experiments (n = 10) (b, d, and f).
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5. Conclusion

In summary, we have examined the pharmacological param-
eters of TRPV1 agonists and analysed desensitization and
the effect of the antagonist SB366791 using an alternative
methodology more easily accessible to most research groups.
We reached our goal of testing capsaicin, piperine, and nat-
ural capsaicinoid pharmacodynamics for subsequent clinical
assays.
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