-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byff CORE

provided by idUS. Depésito de Investigacién Universidad de Sevilla

UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD DE MEDICINA

DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA, PEDIATRIA Y RADIOLOGIA

“DETERMINACION DE VALORES NORMALES DE SUSTANCIA
P EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO DE NEONATOS”

TESISDOCTORAL
Maria Esther Garcia Rodriguez

Sevilla, 2015


https://core.ac.uk/display/51402791?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1




BRaA. .‘I.'IARTJ& FETHER GARCIA RODRIGURZ, TICENCIADA EN MEDICINA
Y CIRUGIA POR LA UNIVERSIDAD DE SEVILLA

CENTIFICA:

Crue e lnoauters del mabaio wulada “Valores normales dz sustzacia 10 en Higguidhis
celalprraguiden o qconaias™

Fate trebiger T sido i por Dia. Maria Leise Resso Gonedlers o Tronn Sigue.
Muticz Baez, dectores en Madicing v Cimizla, v wtosdzada sos Bita. Catalicg Mirguzs
Wega, profaea asociade del deparionerio de Fammecologia, Pediabra v Radiclogi e
Iz Tacnlnd de Medicioa de la U Tversidl de Sevilla

 para quc asi vonste, s expide 2l presenie codhi Reade

En &ovilla; ¥ deootoaze de 2013

VAN SuVd

Feo Sdarf Dether Garsla Rodnguez






DR A BOR A VARIS TUTSRA ROSS0 GONFATTZ, DOOTORA B3 WE0I0 I A Y CLE L Gla
PO LATINIVERSITIATY DT S3TWVITEA,

LRRTIFICA:

Qe baiosaw divgesian e Liceaciada en’ Medicina ¥ Clngls Dofia Mavia Eslher Gercig
Hudrigues s realizade el imbajo Ciolacds SO TERMINACION DE VALORES NORMVALERS
NE SUSTANCTA PEN LIQUINO CEFALD REAQUIDED DE NEONATOS™,

BT o redmes wnsuooeilers lodie bas sorielerisioans esipThles Cosde o pomlae deowata lexal
yeelentieo pars guos concst defionzy pueca aleanzar el tivlo de Docto:sa par la Urdversideg £o

Bl Ta,

Sevilla, 23 dé Septiombes co 2015

Sl L, Maris _'.1.'i’| Wosso Uonzier






DR Q0 MIGEEL MUNDE SAEZ, BOCTOR BN MEIMCINAY CIRUIGEA POR A
LAPVERSIEALY D5 SEVILLA,

CERTITICA;

Clue B osw diescian la Liceroiada en Mecicics v Ciiveis Dofie Maria Tather Gureia
Rodrimuer s realivado el mhajo Glolade “DETERMINACTON TIE VALORES SOWMALES
DE SUSTANCIA P EN LIQUIDG CEFALORRAQUIDEG DE NEONATOS.

El teabage remad on sy oriteria todag lns cazacterisficas exizibles ceade ol punto de visa legal
e clenlilien parn gue con su delense pueda alvamar ol el de Toclor por Do Ueivessidad e

HSevilla.

Bevilla. 25 de Reptiembre e 2005

Z /}(”“/ 5

[, Tor T2 Melipuel Mufioe 8w







DA DONA  CATALINA MARDUEZ VEGA, PROFESORA  ASOCIADA  DEL
DEFARTAMENTO  DE  FARMACOLOGIA, PEDIATRIA ¥ RADIOLOGIA  DE LA
UNIVERSIDAD DE MEDICINA DE SEVILLA,

CERTIFICA:

e Bt s itarizeian o Lisencinda en Medieing y Cirugin Dodn Moria Bsther CGareis
Rodripuer ba realizado el tabaje titledo “D ETERMINACION DE VALORES NORMALES
DE SUSTANCLA P EN LIQUIIG CEFALORRAQUIDED DE NEONATOS",

F1 trthaje reéne en sy erierlo 1odas s carecteristiens exigibles desde el pumto de visma legal
y diemifen purm que con- su-defensy pueda wlennzse ef tiule de Doctora por la Umverdidad de

Sueville

Sevilla, 23 de Seplicmbre de 2003

(-9

Fo, Catelina Mamuee Vega






A mis padres
A mi hija Esther

...y aRafa






““Solo la verdad os hara libres™

San Juan

“EIl hombre encuentra a Dios detras de cada puerta que la ciencia logra abrir”

Albert Einstain






AGRADECIMIENTOS:
En primer lugar, mi méas profundo agradecimiento a mis directores Marisa y

Miguel, por su dedicacion y generosidad. Amar la ciencia es mas facil avuestro lado.

Al Dr. Antonio Pavon, director emérito. Gracias por tu carifio y paciencia, y por

estar siempre ahi.

A mis compafieros, por vuestra culpaviajo en tren dos veces cada dia.

A mis padres, sois parami g emplo de amor y entregainfinitos.

A mi hija Esther. Lo que mas me enorgullece de este trabgjo es & haber
conseguido no quitarte ni un minuto de mi tiempo para llevarlo a cabo; cada palabra ha

sido redactada mientras sofiabas...

A mis hermanos.

A mi familia, alos que estan y alos que se acaban de marchar.

A Rafa, sabes como nadie ponerme los piesen latierra






ABREVIATURAS

BHE barrera hematoencefdica

BPEG bajo peso parala edad gestacional
CCK colecistoguinina

CD céulas dendriticas

CMH células madre hematopoyéticas
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EB exceso de bases
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GABA écido gamma-aminobutirico
HIF1A factor hipoxiainducible 1a

HPL C cromatografialiquida de alta eficacia
ITU infeccion dd tracto urinario

IL interleuquina

LCR liquido cefa orraguideo

MAPK “mitogen-activated protein kinase”
MDR “multidrug resistant receptor”

HK-1 hemokinina 1

NKA (B) neurokinina A (B)

NO oOxido nitrico

NP neuropéptido

NPY neuropéptico tirosina

NPy neuropéptido gamma

NPK neuropéptido K

PAEG peso adecuado paralaedad gestacional
PCR proteina C reactiva

PIC presién intracraneal

PL puncién lumbar

PPT-I preprotaquikinina 1

PRGC péptido relacionado con € gen de la calcitonina
RAPG receptor acoplado a una proteina G
RIA radioinmunoanalisis

RN recién nacido

RNMBP recién nacido muy bajo peso
RNT recién nacido atérmino

RNPT recién nacido pretérmino

RTK receptor taquicinérgico



Sl sistemainmune

SNC sistema nervioso central

SP sustancia P

TAC (1, 2y 4) gen preprotaquiquinina (1, 2 y 4)

TACR (1, 2y 3) gen del receptor detaquiquinina (1, 2y 3)
TK taguicinina

TNF factor de necrosis tumoral

VIP péptido intestinal vasoactivo

VRS virus respiratorio sincitial
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INTRODUCCION



1. EL LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO:

El liquido cefalorraquideo (LCR), también [lamado liquido cerebrospinal por su
traduccion literal del inglés, es un liquido transparente contenido en los ventriculos
cerebrales, espacio subaracnoideo y conducto medular cuya funcion “clasica” es la de
amortiguacion, aunque también tiene un importante papel en cuanto a transporte de
sustancias involucradas en la homeostasis y metabolismo del SNC, asi como en
situaciones patologicas del mismo. Presenta un flujo continuo a través de los
mencionados espacios, siendo su produccién constante, y e equilibrio en su reabsorcion
unido ala ausencia de obstruccion a su paso contribuyen al mantenimiento constante de

lapresion intracraneal.

1.1 Formacioén, flujo y absorcién del LCR:

El LCR se forma a una velocidad de unos 500 ml diarios en € adulto, lo que
supone € triple o € cuadruple de su volumen total en todo € sistema. El volumen total
de LCR oscila en adultos entre 90 y 150 ml (la mitad intracranea y la otra mitad
espinal), mientras que en el recién nacido (RN) estas cifras oscilan entre 10 y 60 ml
(Rodriguez-Segade, 2006). Alrededor de dos tercios o0 més de esta cantidad se debe ala
secrecion desde los plexos coroideos en los cuatro ventriculos, sobre todo en los dos
ventriculos laterales. Un poco mas se produce en la superficie ependimaria de todos los
ventriculos y en la aracnoides. Un pequefio porcentaje procede del propio encéfalo a
través de los espacios perivasculares que quedan alrededor de los vasos sanguineos que
atraviesan el encéfalo. Las flechas de la Figura 1 muestran que los principales canales
para el liquido nacen en los plexos coroideos y después siguen el sistema del LCR. La
parte segregada en los ventriculos laterales pasa primero hacia el tercer ventriculo;

después, tras la incorporacion de una minima cantidad mas en esta cavidad, desciende a
2



lo largo del acueducto de Silvio hacia € cuarto ventriculo, donde aln se afiade otra
minuscula proporcion de liquido. Finalmente, sale del cuarto ventriculo por tres
pequefios orificios, los dos agujeros laterdes de Luschka y € agujero centra de
Magendie, para penetrar en la cisterna magna, un espacio de liguido que queda detras

del bulbo raquideo y debajo del cerebelo.

Wetriculos —4 --zllosicaces

|laterales T . amensiesas
Aguiga de
Mt

! Tiencls el
Termcer / cerekeln

vaniriculd”  Appeducta ﬁ I'. S
de Silvio’’ e Luarts
% vertrizule
. Wl \‘i'-glijc—n:n

e Macendis

Figura 1 Lasflechasindican el camino seguido por €l
flujo del liquido cefalorraquideo desde |os plexos coroideos
en los ventricul os lateral es hasta las vell osidades aracnoideas

que sobresalen hacia los senos de la duramadre (Guyton & Hall, 2011).

La cisterna magna se contintia con €l espacio subaracnoideo que rodea a encéfalo y la
médula espinal en su integridad. Casi todo e LCR asciende a continuacion desde la
cisterna magna a través de estos espacios subaracnoideos arededor del cerebro. Desde
aqui, penetra por las mlltiples vellosidades aracnoideas que sobresalen hacia el gran
Seno venoso sagital y otros senos venosos cerebrales, y las atraviesa. Por tanto, todo €
liguido sobrante se vierte hacia la sangre venosa a través de los poros de estas

vellosidades.



Secrecion por € plexo coroideo.

El plexo coroideo, cuyo corte se observa en laFigura 2, estd formado por una marafia de
vasos sanguineos recubierta por una delgada capa de células epiteliales. Este plexo se
proyecta hacia €l asta temporal de cada ventriculo lateral, la porcion posterior del tercer

ventriculo y el techo del cuarto ventriculo.
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Figura 2 Plexo coroideo en un ventriculo lateral (Guyton & Hall, 2011).

La secrecion de liquido hacia los ventriculos por € plexo coroideo depende sobre todo
del transporte activo de iones sodio a través de las células epiteliales que tapizan su
parte externa. A su vez, los iones sodio arrastran también grandes cantidades de iones
cloruro debido a que su carga positiva atrae la negativa de estos ultimos. Los dos
combinados elevan € contenido de cloruro sddico en € LCR, que est4 dotado de
actividad osmética, por 1o que a continuacion provoca la 6smosis casi inmediata de
agua a través de la membrana, para aportar € liquido de la secrecion. Otros procesos de
transporte menos importantes desplazan pequefias cantidades de glucosa haciael LCR y

extraen iones potasio y bicarbonato hacia los capilares desde su interior. Por tanto, las



caracteristicas findes ddl LCR pasan a ser las siguientes. presion osmdtica,
aproximadamente igua ala dd plasma; concentracion de iones sodio, similar a la del
plasma; iones cloruro, en torno a un 15% mayor que en € plasma; iones potasio un 40%

menos, y glucosa, aproximadamente un 30% menos.

Absorcion del LCR atravésdelas vellosidades aracnoideas.

Las vellosidades aracnoideas son proyecciones digitiformes microscopicas de la
aracnoides hacia dentro que atraviesan las paredes y van dirigidas hacia los senos
venosos. Sus conglomerados forman estructuras macroscopicas |lamadas granul aciones
aracnoideas, que pueden verse sobresalir hacia los senos. Con e microscopio
electronico se ha observado que las células endoteliadles que cubren las vellosidades
presentan pasadizos vesiculares directos a través de su soma con unas dimensiones
suficientes como para permitir € flujo relativamente libre hacia la sangre venosa de:
LCR, moléculas proteicas disueltas, y hasta particulas del tamafio de los glébulos rojos y

blancos (Guyton & Hall, 2011).

Espacios perivascularesy LCR.

Las grandes arterias y venas del encéfalo se hallan sobre su superficie, pero su tramo
final penetra hacia € interior, y arrastra una capa de piamadre, |la membrana que cubre
al encéfalo, seglin se observa en la Figura 3. La piamadre estA muy poco adherida a los
vasos, por |o que existe un espacio, € espacio perivascular, entre ella'y cada vaso. Asi
pues, l0s espacios perivasculares siguen alas arterias y las venas hacia e encéfalo hasta

llegar alas arteriolas y las vénulas.



Aracnoides

- -f"‘?— Trabécula aracnoides

Espacio subarscnoideo

Fiamadre

Espacio perivasceular

Waso sanguines
penetrants

Tejico cerebral

Figura 3 Drenge de un espacio perivascular hacia el espacio
subaracnoideo (Ranson, 1959.)

Funcion linfatica de los espacios perivascular es.

Como sucede en cuaquier otra parte del cuerpo, una pequefia cantidad de
proteinas se filtra desde | os capilares del encéfalo hacia sus espacios intersticiales. Dado
gue en € tegjido cerebral no existen auténticos vasos linféticos, este exceso proteico sale
contenido en € liquido a través de los espacios perivasculares hasta los espacios
subaracnoideos. Al llegar a €llos, las proteinas pasan a circular con e LCR, para
absorberse hacia las grandes venas cerebrales a través de las vellosidades aracnoideas.
Por tanto, los espacios perivasculares en realidad constituyen un sistema linfético
especializado para € encéfalo. Ademas de transportar liquido y proteinas, también
sacan del encéfalo sustancias sdlidas extrafias. Por gemplo, siempre que hay una
infeccion encefdlica, los globulos blancos muertos y otros residuos infecciosos se
expulsan por los espacios perivasculares (Guyton & Hall, 2011). Asi, la entrada de
leucocitos dentro del parénquima cerebral esta controlada por diferentes componentes
celulares a nivel de las vénulas postcapilares. La regulacion de la entrada celular se
llevaa cabo por lamigracion através de dos estructuras distintas: la pared vascular y las

céulas glides subyacentes, con sus correspondientes membranas basales. De este



modo, esta “migracion” supondria los dos pasos fundamentales de la neuroinflamacion

(Owens, 2008).

Funcién amortiguadora del LCR

Una funcion fundamental del LCR consiste en amortiguar € encéfalo dentro de
su béveda solida. El encéfalo y e LCR poseen aproximadamente la misma densidad
especifica (tan solo difieren en un 4% més o menos), de modo que el encéfalo se limita
a flotar en e seno del liquido. Por tanto, un golpe en la cabeza, s no es demasiado
fuerte, desplaza todo € encéfalo a la vez que € craneo, lo que evita que cuaquier

porcion suya sufra una torsion transitoria por su accion.

Participacion del LCR en e mantenimiento de la presion intracraneal
(PIC)
La presién normal del sistema del LCR en una persona tumbada en posicion

horizontal mide como promedio 130 mm de agua (10 mmHg), aunque puede bajar hasta

65 mm de agua o subir hasta 195 mm de agua incluso en una persona normal sana.

Regulacion dela presion del LCR por las vellosidades aracnoideas.

La velocidad normal de formacion del LCR permanece muy constante, por lo
gue sus cambios rara vez constituyen un factor que influya en e control de la presion.
En cambio, las vellosidades aracnoideas funcionan como vavulas que permiten la salida
sin problemas del LCR y de su contenido hacia la sangre de |os senos venosos mientras
que impiden €l retroceso de la sangre en un sentido opuesto. Normalmente, esta accion

valvular de las vellosidades deja que el LCR comience a fluir hacia la sangre cuando su
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presion supera en unos 1,5 mmHg ala de la sangre en |os senos venosos. Después, si la
presion del LCR todavia sube maés, las vélvulas se abren con mayor amplitud. En
condiciones normales, esta variable casi nunca asciende mas que unos pocos milimetros
de mercurio por encima de la presion en €l interior de |0s senos venosos cerebrales. Por
el contrario, en los estados patol gicos, a veces las vellosidades quedan blogqueadas por
grandes particulas solidas, por una fibrosis o por un exceso de células sanguineas que se
hayan filtrado haciael LCR en los casos de una enfermedad cerebral. Tal bloqueo puede

elevar lapresion dd LCR.

Medicién dela presion del LCR.

El procedimiento habitual para medir la presion del LCR es sencillo. En primer
lugar, la persona se tumba en posicién totalmente horizontal sobre su costado para que
la presiéon del liquido en e conducto raquideo sea idéntica a la que hay en la bdveda
craneal. A continuacion, se introduce una aguja de puncién en la zona lumbar del
conducto raquideo por debajo del extremo inferior de la médula, y se conecta a un tubo
vertical de vidrio cuyo extremo superior esta abierto al aire. Se dgja que € liquido del
conducto vertebral suba por €l tubo todo lo que pueda. Si asciende hasta una altura de
136 mm por encima del nivel de la aguja, se dice que su valor es de 136 mm de presion
de agua o, dividiendo esta cifra por 13,6, que es la densidad especifica del mercurio, de

unos 10 mmHg de presion.

Hidrocefalia
“Hidrocefalia” significa exceso de agua en la béveda craneal. Este proceso suele
dividirse en dos tipos: la hidrocefalia comunicante y la hidrocefalia no comunicante. En

laprimera, € liquido circula sin problemas desde el sistema ventricular hacia el espacio
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subaracnoideo, mientras que en la segunda esta blogueada su salida fuera de uno de los
ventriculos como minimo. Normalmente € tipo no comunicante de hidrocefaia esta
ocasionado por un bloqueo en e acueducto de Silvio, araiz de la atresia (o cierre) que
se produce en muchos bebés antes del nacimiento, o del blogueo por un tumor cerebral a
cualquier edad. Como € liquido se forma en |os plexos coroideos de |os dos ventricul os
laterales y del tercero, el volumen de estas tres cavidades crece mucho. Esto comprime
el cerebro contra €l craneo convirtiéndolo en un delgado caparazén. En los RN, la
elevacion de la presion también hace que se hinche toda la cabeza debido a que los
huesos del craneo aln no se han fusionado. El tipo de hidrocefalia comunicante suele
estar causado por e bloqueo que sufre e flujo de liquido en los espacios subaracnoi deos
en torno a las regiones basales del encéfalo o por € blogueo de las vellosidades
aracnoideas donde normamente se produce su absorcién hacia los senos venosos. Por
tanto, se acumulatanto en el exterior del encéfalo como, en menor medida, dentro de los
ventriculos. Esto también hara que la cabeza se hinche tremendamente si sucede en €l
periodo de lactancia, cuando €l craneo todavia es maleable y puede extenderse, aunque
es capaz de dafiar e encéfalo a cualquier edad. Un método para tratar 10s numerosos
tipos de hidrocefalia consiste en la colocacién quirdrgica de una derivacion mediante un
tubo de silicona que vaya desde uno de los ventriculos cerebrales hasta la cavidad

peritoneal, donde & exceso de liquido puede absorberse hacia la sangre.

1.2 Barreras hematocefalorraquidea y hematoencefalica

Y a se ha sefidado que la concentracion de varios componentes importantes del
LCR no coincide con las ddl liquido extracelular en cualquier otro punto del cuerpo.
Ademas, muchas sustancias moleculares grandes apenas consiguen pasar desde la

sangre hacia € LCR o hacia los liquidos intersticiales del encéfalo, aunque estas
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mismas sustancias salen con facilidad hacia los liquidos intersticiales habituales del
organismo. Por tanto, se dice que existen barreras, llamadas barrera
hematocefalorraquidea (BHC) y barrera hematoencefaica (BHE), que separan la sangre
del LCRy del liquido encefalico, respectivamente (Guyton & Hall, 2011). Mientras que
se considera que la BHE se localiza a nivel de las células endotelides de la
microvasculatura del SNC, la BHC queda localizada en las células epitdiales de los
plexos coroideos. La funcion tanto secretora de LCR como de barrera de las células
epiteliales de los plexos coroideos se lleva a cabo mediante la expresion de numerosos
sistemas de transporte que permiten e transporte directo deionesy nutrientesal LCR y
la retirada de agentes toxicos fuera de éste. En caso de patologia del SNC, ambas
barreras se adteran, conduciendo a la formacion de edemay a reclutamiento de células
inflamatorias hacia el SNC (Engelhadrt, 2009). Hay barreras en los plexos coroideos y
en las membranas de los capilares tisulares préacticamente en cualquier region del
parénquima cerebral excepto en algunas zonas del hipotdlamo, la glandula pineal y €
area postrema, donde las sustancias difunden sin tantos problemas hacia los espacios
tisulares. La facilidad de difusién es notable en estas regiones porque poseen receptores
sensitivos que responden a cambios especificos ocurridos en los liquidos corporales,
como las variaciones de la osmolaridad y de |a concentracion de glucosa, asi como otros
receptores para hormonas peptidicas encargadas de regular la sed, como la angiotensina
[1. La BHE también contiene moléculas transportadoras especificas que facilitan €
transporte de hormonas, como la leptina, desde la sangre hacia el hipotdlamo, donde se
unen a unos receptores especificos que controlan funciones como € apetito y la
actividad del sistema nervioso simpético.

En general, las barreras BHC y BHE son muy permeables al agua, diéxido de

carbono, oxigeno y la mayoria de sustancias liposolubles, como € acohol y los
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anestésicos, parcialmente permeables a electrdlitos, como e sodio, € cloruro y €
potasio, y casi totalmente impermeables a las proteinas plasmaticas y a la mayor parte
de las moléculas orgéanicas grandes no liposolubles. Por tanto, las barreras BHC y BHE
muchas veces hacen que sea imposible lograr unas concentraciones eficaces de los
medicamentos terapéuticos en € LCR o en @ parénquima cerebral, como los
anticuerpos proteicos y los farmacos no liposolubles. La causa de la baja permeabilidad
gue presentan |las barreras BHC y BHE radica en el modo como estén unidas entre si las
células endoteliales de los capilares en € tegjido cerebral, mediante las denominadas
“uniones intercelulares herméticas o estrechas”. Esto es, las membranas de las células
endoteliales adyacentes estan intimamente fusionadas en vez de poseer grandes poros de
hendidura entre ellas, como ocurre con la mayor parte del resto de capilares del
organismo (Guyton & Hall, 2011). Se considera que la BHE del neonato es inmadura,
presentando un aumento de la permeabilidad de los capilares endoteliales a ciertas

macromoléculas (Rapoport, 1976; Seller, 1975y 1975; Adinolfi, 1976).

Estructuradela barrera hematoencefalica

La estructura bésica de la BHE ha sido descrita hace més de 100 afios. Desde
entonces se han hecho muchos progresos en € intento de dilucidar los programas que
gobiernan la biogénesis de las uniones estrechas y muchos de los principaes
componentes moleculares del complejo que conforma la union estrecha endotelial, el
cual congtituye la principal barrera fisica paracelular que se ha identificado en la BHE
(Bauer, 2014). Como consecuencia de estas peculiares uniones intercelulares la BHE
restringe el paso de sustancias hidrofilicas a una ruta transcelular en lugar de tomar una
ruta paracelular, como ocurre en otros territorios capilares. Ademas, las uniones

intercelulares estrechas determinan |la polaridad funcional de las células endoteliales,
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resultando la division en un dominio apical y otro basal con diferente expresion de
canales ionicos y transportadores a la cara lumina (frente a torrente sanguineo) y
abluminal (frente al liquido intersticia cerebra) de la membrana. La unidad funcional
de la unién intercelular estrecha consiste en un complejo proteico que incluye 2 grupos
de proteinas: proteinas transmembrana como las “ocludinas”, “claudinas” y las
“moléculas asociadas a la union”, que abarcan el espacio intercelular y conectan células
endotdliales adyacentes;, y otro grupo de proteinas reguladoras y de soporte
citoplasmico, como las proteinas “zonula ocludens”, que conectan las proteinas
transmembrana con € citoesqueleto, e inician ciertos mecanismos de sefiales via
interaccion proteina-proteina (Figura 4). Lafuncion principa de las ocludinas dentro de
la union estrecha es reguladora (Huber, 2001; Hawkins y Davis, 2005). Las claudinas
forman parte del “sello” o fijacion primaria de la union estrecha. Las “moléculas
asociadas a la union” probablemente median € ensamblaje precoz de membranas

celulares adyacentes.
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Funciones dela barrera hematoencefalica

La BHE restringe €l paso de iones y fluidos entre la sangre y € cerebro, aporta
nutrientes esenciales para € parénquima cerebral y participa en la eiminacion de
productos potencialmente toxicos y de desecho. Las células endoteliales cerebrales que
forma la BHE expresan proteinas de transporte, la mayoria de las cuales poseen una
distribucion polarizada con expresion en lacaralumina o abluminal. Asi mismo existen
receptores que median el paso transendotelial de péptidos y proteinas, y enzimas que
metabolizan neurotransmisores 0 sus precursores (Figura 5). Transporte ionico: La
BHE posee una alta densidad de mitocondrias debido a las altas demandas energéticas
el transporte activo ATP-dependiente de iones sodio, potasio, cloro, hidrégeno,
bicarbonato y calcio. Mediado por transportador: Miembros de la superfamilia de
“transportadores solubles” llevan a cabo el transporte especifico de nutrientes como
glucosa, aminoacidos, acidos monocarboxilicos, nucledsidos, purinas, aminas y
vitaminas através de las células endoteliales. Un g emplo importante es el transportador
de glucosa GLUT1, que se expresa a una mayor concentracion en la cara abluminal que
en la luminal y media € transporte facilitado de glucosa a través de la BHE. La
expresion de GLUT1 esta controlada por el “factor-1 hipoxia-inducible” (HIF-1) y
aumenta en e caso de hipoxia y disponibilidad reducida de sustrato en plasma
(Zlokovic, 2008). Transportadores ATP-binding cassette (ABC) y transporte por
flujo: Los transportadores tipo ABC median € flujo activo de moléculas liposolubles
hacia el exterior del endotelio capilar cerebral y sistema nervioso central (Dauchy,
2008). Estos transportadores tienen una funcién protectora del SNC retirando moléculas
enddgenas 0 xenobidticas potencialmente neurotoxicas, o bien reduciendo la

penetracion de determinadas drogas dentro del SNC. Un importante giemplo es la P-
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glicoproteina o MDR1 (multidrug resistant protein 1, que se expresa en la cara luminal
y en menor medida en la abluminal. Ciertos antiepilépticos son transportados de este
modo (Aronica, 2012; Zhang, 2012). Transporte de péptidos y proteinas. Las células
endoteliales de la BHE expresan ciertos sistemas de transporte para péptidos
neuroactivos, como arginina-vasopresing, encefalinas, citoquinas y quimioquinas. Las
proteinas grandes, como la transferrina, lipoproteinas de baja densidad , leptina,
inmunoglobulina G, insulina y factor de crecimiento insulin-like son transportadas
mediante transcitosis mediada por receptor para atravesar la BHE (Figura 5) (Zlokovic,
2008). Este proceso requiere la union de estas proteinas a su receptor especifico en la
membrana celular, seguido de endocitosis del complgo ligando-receptor, paso a
citoplasma y exocitosis a polo opuesto de la c8ula. Otro mecanismo de transporte de
macromoléculas es via caveolas, las cuales son vesiculas que se forman a partir de
balsas lipidicas de la membrana plasmatica que controla la permeabilidad transcelular
delaBHE. Transporte enzimético: las células endoteliaes de la BHE expresan enzimas
cuyo objetivo son moléculas enddgenas y exdgenas, incluidos neurotransmisores como
catecolaminas y encefalinas y otros mediadores quimicos como los leucotrienos.
Ejemplos que utilizan este tipo de transporte son la monoaminooxidasa, gammag|utamil
transpeptidasa, enzima convertidora de angiotensina y ecto o endopeptidasas (Black,
1994; Brownson, 1994). Migracién transendotelial de leucocitos circulantes. La
informacion bidireccional entre la cdlulainmune y € endotelio constituye un elemento
esencia parae normal funcionamiento del sistema inmunitario, asi como en el caso de
un proceso inflamatorio. Los monocitos circulantes son capaces de penetrar la BHE
intacta mediante un proceso de diapédesis a través del citoplasma de las células
endoteliales; estos monocitos poseen funciones complementarias a las de la microglia

de la zona, o incluso se puede transformar fenotipicamente en microglia. El patron y
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ruta de la migracion leucocitaria a través de la BHE viene determinado por
interacciones entre las moléculas de adhesion a las células endoteliales (CAMS), como
laintercelular (ICAM-1), lavascular (VCAM-1) y la plaguetaria (PECAM), e integrinas

expresadas en los leucocitos, especialmente a4 y p2-integrinas (Greenwood, 2011).
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Figura 5. Mecanismos de transporte de la BHE. (Benarroch, 2012).

Las uniones estrechas son ahora consideradas estructuras dinamicas donde
multiples rutas de sefiales convergen, adaptando e lecho vascular cerebral de la BHE
con un ato grado de plasticidad en respuesta a estimulos fisiolégicos y patol 6gicos.
Aparte de la adhesion célula a célula, procesos como la polarizacion celular,
reordenamientos del citoesqueleto, adhesion a la matriz extracelular mediada por
integrinas y conduccién  polarizada son fundamentales para e funcionamiento
fisiologico de la BHE. Ya que para € tratamiento de muchas enfermedades

neurol 6gicas constituye un impedimento la dificultad parala entrada a través de la BHE

15



de determinados farmacos, seria de gran utilidad conseguir una modulacién transitoria
para la apertura de las uniones estrechas intercelulares. Asi, indudablemente un mayor
conocimiento de la complegja estructura y fisiologia de las uniones estrechas endoteliales
a nivel de la BHE aportaria nuevas soluciones para la préctica clinica (Bauer, 2014).
AUn quedan por responder algunas cuestiones clave para la comprension del normal
desarrollo y funcionamiento normal de la BHE en humanos, por giemplo, la expresion
de ciertas claudinas en el endotelio cerebral de fetos, prematuros y neonatos a término
todavia no se ha constatado. La morfologia de la cara gliovascular de lamatriz germinal
comparada con otras areas del cortex cerébral en humanos alin no ha sido
adecuadamente estudiada, 10 cual seria clave para comprender por qué los vasos
sanguineos de la matriz germina son tan fragiles y tan propensos a sangrado en
prematuros. Ademas, existen otras cuestiones pendientes de estudio en profundidad:
cémo se ensamblan exactamente las uniones estrechas intercelulares, como se regulan
en determinadas situaciones fisiolégicas, como interactlan con ciertos mediadores,

neurotransmisores y farmacos, como se alteran segun la patologia... (Balabh, 2004).

Correacionesclinicas con la alteracion dela BHE

Patofisiologia de la apertura de la BHE:

Como ya se ha mencionado, en condiciones fisioldgicas |la BHE es rel ativamente
impermeable. En condiciones patoldgicas, existen ciertos mediadores quimicos que al
ser liberados aumentan la permeabilidad de la BHE. Algunos de estos mediadores de la
apertura de la BHE han sido estudiados en experimentos tanto in vivo como in vitro, e
incluyen aspartato, glutamato, taurina, ATP, endotelin-1, NO, factor de necrosis
tumoral-a e interleukina-, que son producidos por los astrocitos (Abbott, 2000, 2002;

Chen, 2000; Kustova, 1999; Magistretti, 1999). Otros agentes humorales en los que se
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ha demostrado que aumentan la permeabilidad de la BHE son bradiquinina, serotonina,
histamina, trombina, uridin trifosfato (UTP), uridin monofosfato (UMP), SP, acido
quinolinico, factor activador plaquetario y radicales libres (Abbott, 2002; Annunziata,
1998; Pan, 2001; St’astny, 2000). Algunos de estos agentes son liberados por €
endotelio, y e mismo endotelio responde ante algunos de estos agentes liberados. En
condiciones fisioldgicas, |as terminaciones nerviosas de | as neuronas discurren cercanas
a los vasos sanguineos donde son liberados estos mediadores, como histamina, SP y

glutamato, que influyen en la permeabilidad de la BHE (Ballabh, 2003).

Estados patol 6gicos asociados con disfuncion dela BHE

La disfuncion de la BHE es un componente patofisiolégico de una amplia
variedad de desordenes neuroldgicos. Entre estos se incluyen: traumatismo cerebral
(Tomkins, 2008; Nag, 2011), infarto (Baeten, 2011; Yang, 2011), epilepsia (Aronica,
2012, Friedman, 2011; Fabene, 2008), esclerosis multiple (Mandel, 2011; Simka, 2009),
neuromielitis Optica (Shimizu, 2012), hemorragia de la matriz germina (Ballahb, 2003;
Ghazi-Birry, 1997), encefalopatia por VIH (Roberts, 2010; Xu, 2012; Strazza, 2011,
Yang, 2009; Eugenin, 2006), glioblastoma (Ishihara, 2008; Warth, 2004), enfermedad
de Alzheimer y otros procesos neurodegenerativos (Aluise, 2008; Zlokovic, 2008 y
2011, Grammas, 2011), falo hepatico (Skowronska, 2012) y enfermedades por
depdsito lisosomal (Begley, 2008).

Los distintos mecanismos de disfuncion de la BHE incluyen la disrupcion de las
uniones intercelulares estrechas, alteracion en la expresion y funcién de transportadores
de membrana 0 enzimas, aumento del paso de células inflamatorias desde la sangre
hasta e SNC, y disfuncion de los astrocitos y otros componentes de la unidad

neuromuscular. La activacion de la microglia exacerba la evolucién de la enfermedad.
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Estas alteraciones conllevan edema vasogénico, acumulacién de sustancias toxicas en €
liquido intersticial cerebral, estrés oxidativo, deterioro de la homeostasis hidrica e
ionica, desacoplamiento de las unidades neurovascular y neurometabdlica, angiogénesis
aberrante y neuroinflamacion, todas estas ateraciones a menudo combinadas unas con

otras (Coisne, 2012; Willis, 2011; Semple, 2010; Takata, 2011).

Transferencia de farmacos hasta el SNC:

La exhaustiva regulacién del entorno del SNC llevada a cabo gracias a la BHE
proporciona un serio obstéculo para la entrada y actuacién de los farmacos en €.
Algunas técnicas han sido investigadas para conseguir que ciertos farmacos atraviesen
la BHE, incluidas la disrupcion fisica de la BHE, modificaciones en la estructura de los
propios farmacos, y “troyanos” que utilizan propiedades de transporte propias de la
BHE (Hossain, 2010; Soni, 2010).

El shock osmético inducido, mediante la inyeccién carotidea de una solucion
hiperosmética de manitol, ha demostrado aumentar la permeabilidad a la entrada al
SNC de ciertos agentes terapéuticos para € tratamiento de tumores cerebrales. Aungue
efectivo en cuanto a la disrupcion de la BHE, este proceso sin embargo induce
convulsiones como efecto secundario, de ahi la limitacion en su uso (Haluska, 2004;
Marchi, 2007, Siegal, 2000). Para pequefias moléculas que son expulsadas a través de
transportadores de la BHE, se han investigado modificaciones en algunos de sus
componentes, retirandoles el sustrato especifico de union a las MDR1 y otros
transportadores, asi como € desarrollo de inhibidores de |os transportadores MDR1 que
puedan ser coadministrados con € farmaco activo. Ejemplos de estos inhibidores son €
verapamilo, quinidina, ciclosporina A, valspodar y biricodar, que han demostrado mas o

menos éxito en cuanto a selectividad y potencia (Loscher, 2005). También se han
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empleado sistemas de transporte enddgeno “piratas” mediante la modificacion de
algunos de sus componentes. Es € caso de la L-Dopa para € tratamiento de la
enfermedad de Parkinson. En € caso de moléculas grandes, como son anticuerpos y
otras proteinas, han utilizado como transporte transcitosis enddgena mediada por
receptor (por giemplo, €l receptor de insulina) (Boado, 2007). Asi, estos anticuerpos han
sido utilizados para transportar moléculas, proteinas quiméricas, o0 grandes
nanoparticulas, incluidos liposomas, micelas, 0 nanocdpsulas conteniendo compuestos
activos (Roger, 2011; Yang, 2010). Un problema comun con estos avances es que € que
un compuesto concreto consiga atravesar € endotelio de la BHE, esto no garantiza que
consiga alcanzar su tipo celular objetivo, neuronal o glial. EI compuesto alin necesitara
atravesar la membrana basal, los macrofagos perivasculares y los podocitos
astrocitarios, y solo entonces podran dirigirse a su objetivo celular. Recientes evidencias
sugieren que disminuyendo la afinidad de un anticuerpo dirigido contra €l receptor de
transferrina permite una mayor liberacién del anticuerpo ala cara abluminal del vaso y

asi introducirse en el parénquima (Y u, 2011).

1.3 Estudiodel LCR

El estudio del LCR resulta atamente interesante para €l diagnodstico de distintas
patologias, de las que las més importantes por su frecuencia y por requerir de una
actuacion urgente son las que suponen algun tipo de infeccion meningea y/o encefdlica.
Para ello se requiere larealizacion de una puncion para acceder alos espacios en |os que

esta albergado, es decir, los ventriculos y €l espacio subaracnoideo. La que se practica
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habitualmente es la puncién lumbar. En e siguiente apartado veremos la técnica
correcta para su realizacion en lactantes y nifios, segun las Ultimas evidencias.

Para € estudio del LCR nos interesa obtener informacion sobre la presion, e
aspecto y la composicion:

a) Presion: Se puede medir con un mandmetro acoplado a trocar, aunque
habitualmente se mide grosso modo observando cémo fluye del trécar. En condiciones
normales, este flujo es a modo de goteo continuo, mientras que cuando la presion
aumenta fluye a chorro, y s esta disminuida gotea muy lentamente o incluso no fluye.
La presion estara aumentada en los casos de sindrome de hipertension intracraneal,
puesto que € aumento de presion dentro del crdneo se transmite a espacio
subaracnoideo perimedular. La presiéon puede estar disminuida cuando existe blogqueo
de este espacio en casos de sindrome de compresién medular.

b) Aspecto: Recogido en un tubo de ensayo, € LCR, que en condiciones
normales es claro y transparente (“como agua de roca”, segun la expresion clasica), en
situaciones patol 6gicas puede tener |as siguientes caracteristicas.

- opaino o turbio: Tiene este aspecto cuando contiene leucocitos
polimorfonucleares en las meningitis bacterianas.

- rojo: Debe este color a la presencia de sangre procedente de la rotura de
aneurismas de las arterias del poligono de Willis (situado precisamente en € espacio
subaracnoideo de la base del craneo), o de hemorragias en €l seno del cerebro s se
abren paso a los ventriculos (muy frecuentes en e prematuro y mas a mayor
prematuridad las hemorragias de la matriz germinal). De todos modos la causa més
frecuente en la obtencién de un LCR rojo tras puncién lumbar es una mala técnica, con
la obtencion de sangre no procedente del espacio subaracnoideo, o bien LCR tefiido de

dla
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- xantocromico: Significa que es amarillento, color que adquiere cuando ha
pasado algun tiempo desde la incorporacién de sangre y, por tanto, la hemoglobina se
ha transformado, o bien cuando es muy rico en proteinas, gue es lo que ocurre en €
sindrome de compresion medular con bloqueo del espacio subaracnoideo.

c) Composicion: al respecto interesa conocer datos citoldgicos, bioquimicos, y
bacterioldgicos y seroldgicos. Méas adelante conoceremos las peculiaridades de estos
valores en el neonato, a seguir siendo algo controvertidos.

Datos citologicos. EI LCR normal en e adulto contiene solo 1-3 células /
mme. El aumento o pleocitosis es propio de las meningitis y meningoencefalitis. Es a
base de leucocitos polimorfonucleares en las meningitis bacterianas en general y de
linfocitos en la tuberculosa y en las viricas. Estas células proceden de la sangre y pasan
al LCR porque debido a la inflamacion aumenta la permeabilidad capilar de la BHC.
También pueden observarse células tumoraes desprendidas de las meninges cuando
estén infiltradas.

Datos bioguimicos: los parametros solicitados habitualmente son proteinas y
glucosa. La hiperproteinorraquia (> 0,4 g/l) se observa en meningitis, en algunos
tumoresy en & sindrome de compresién medular. En general, las proteinas proceden de
la sangre y aumentan, al igual que las células, por €l aumento de la permeabilidad de la
BHC. En d caso dd sindrome de compresién medular las proteinas aumentan por
concentracion en € liquido que queda aislado por debgjo del bloqueo. Asi, la regla
general es que aumenten paralelamente las proteinas y las células. Cuando aumentan las
proteinas y no las células se habla de disociacion abumino-citologica, que es
caracteristica de las polineuropatias, en las que la lesién se extiende a las raices
(incluidas en @ espacio subaracnoideo), y del sindrome de compresion medular. Con

respecto a la glucosa, tiene interés la hipoglucorraquia (valores de glucosa por debgjo
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del 60% de la sanguinea), que es constante en las meningitis bacterianas y tubercul osa.
Otros datos bioquimicos que pueden interesar segin la Situacion  serian
inmunoglobulinas, enzimas, neurotransmisores...etc.

Datos bacterioldgicos y serolégicos. Se pueden aplicar a LCR las mismas
técnicas que se utilizan en la sangre y en otros liquidos bioldgicos para identificar los
agentes vivos causantes de la inflamacion de las meninges y de los centros nerviosos

(Castro del Pozo, 1996).

Puncién lumbar. Técnica

La puncién lumbar (PL) es una técnica mediante la cua se accede a espacio
subaracnoideo espina anivel de la cisterna lumbar utilizando una aguja. En la mayoria
de las ocasiones, la PL se redliza para extraer una muestra de LCR con fines
diagnosticos, siendo de gran utilidad en enfermedades del SNC (meningitis, encefalitis,
enfermedad de Guillain-Barré, enfermedades desmielinizantes, infiltracion leucémica,
hemorragia subaracnoidea, etc...) (Straus, 2006), aunque también se utiliza para la
administracion de medicaciéon intratecal, fundamentalmente en € tratamiento de
enfermedades oncol 6gicas con infiltracion del sistema nervioso central. Esta técnica fue
descrita por primera vez en 1891 por Quincke (Quincke, 1891 y 1902) y se utiliza con
gran frecuencia en pediatria. Las contraindicaciones de este procedimiento son escasas:
hipertensién intracraneal, infeccion local de punto de puncion, trombopenia e
inestabilidad hemodindmica. La PL es un procedimiento invasivo no exento de
complicaciones, algunas de €llas en relacion con una mala técnica. Las més frecuentes
son € dolor de espalda en € lugar de la puncién y la cefalea pospuncién. Son més raros
el dolor neurdlgico de un miembro inferior durante e procedimiento, la hemorragia

epidural, subdural o subaracnoidea, la herniacion cerebral (cuando se realiza una PL en
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un paciente con hipertension intracraneal), 1os tumores raguideos epidermoides (debidos
a uso de agujas sin fiador), |os abscesos retroperitoneal es (por goteo de LCR infectado)
o la hipoxia en recién nacidos (por obstruccion de la via aérea a mantener la posicion
de flexién cervical) (Reynolds, 2008; Per, 2009, Lee, 2007; Chordas, 2001). La técnica
Ilevada a cabo con precision y experiencia ala hora de realizar una PL es fundamental.
Storch de Gracia y colaboradores han recogido en la siguiente tabla las Ultimas
evidencias sobre la manera mas éptima de realizar una puncion lumbar, paso a paso
(Tabla l).
Andlisiscitoquimico del LCR en el neonato

El andlisis del LCR obtenido en la mayoria de las ocasiones por puncién lumbar
congtituye una gran ayuda para los clinicos a la hora de identificar con carécter de
urgencia pacientes con meningitis/encefalitis. Por lo tanto, requiere del conocimiento de
valores de referencia precisos, especidmente del recuento de glébulos blancos o
leucocitos. Determinar |os valores aceptados como normales de leucocitos en neonatos
supone un reto desde tiempo atrés, debido a que no es ético realizar una puncién lumbar
a un neonato sano y asintoméatico, tratandose de una técnica dolorosa y con potenciales
complicaciones, y més aln cuando por si mismos no pueden otorgar un consentimiento

informado.
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Tabla1l: TécnicadelaPL en pediatria (Storch De Gracia, 2012).

Prepar acion-
control dela
ansiedad

Control del dolor
(anestesia local)

Posicion

Asepsia

Tipo deaguja

Tamano dela
aguja

Punto de entrada

Sedacion no far macol 6gica: - Ambiente tranquilo.- Padre o madre
presente.- Si € nifio tiene edad para comprender, se le debe explicar
el objetivo y & desarrollo de la prueba.Sedacién far macol 6gica: -
Pacientes colaboradores (mayores de 4-6 afios): éxido nitroso al
50% con oxigeno inhalado- Pacientes no colaboradores: midazolam
(ord, intranasal o intravenoso) o ketamina (intramuscular o
intravenosa) (Doyle, 2008; Shavit, 2006).

- Cremade lidocaina al 2,5% asociada a prilocaina al 2,5%.- Cloruro
deetilo

En decubito lateral o sedestacion

Se aplica un antiséptico en la parte inferior de la espalda, con un
movimiento circular desde el centro haciala periferia, incluyendo
ambos flancos, € inicio de los gliteos y ambas crestas iliacas. Se
debe establecer un campo estéil

Agujasdetipo Quincke (traumaticas):- El orificio esdistal con un
bisel afilado- Son las més utilizadas en nuestro medio Agujas de
tipo Whitacrey tipo Sprotte (atraumaticas): - El orificio estaen
un lateral delaaguja- La puntaesroma, sin filo- Asocian menor
incidencia de CPP (Strupp, 2008).

Se ha de utilizar la aguja de menor tamafio que permita extraer la
muestra de LCR de forma adecuada (22 G, generamente)

Se ha de buscar € punto de entrada palpando € espacio
interespinoso que queda por debajo de lalinea que une las dos
crestas iliacas, que se corresponderia con el cuerpo vertebral L4 o €l
espacio intervertebral L4-L5. Se debe puncionar en €l primer o
segundo espacio intervertebral inmediatamente inferior aestalinea,
gue corresponderia con los espacios L4-L5 o L5-S1, ambos
inferiores alaterminacién de lamédula espinal en € nifio (en €
nivel L3 aproximadamente) (Boon, 2004).

Orientacion del bisel dela aguja con las agujastipo Quincke:
paralelo alasfibras longitudinales de la duramadre, para evitar €
desarrollo de cefa ea postraumatica (Richman, 2006; Ansaloni,
2000; Dooner, 1989; Fink, 1989):- Paciente sentado: bisel hacia un
lado - Paciente en decubito lateral: bisel hacia arriba o hacia abagjo.

I ntroduccién de la Se hade insertar la aguja con unainclinacion aproximada de 15° en

aguja

Recogida de
muestras
Retirada dela
aguja

direccién a ombligo. Ruidos o sensaciones percibidas con €
avance dela aguja: se corresponden con la perforacion de distintas
estructuras. La mas constante aparece al atravesar €l ligamento
amarillo (que une las l&minas vertebrales). Coincide con una
disminucion de laresistencia al avance de la aguja. En ese momento
seretira el fiador para comprobar si hay flujo de LCR a su través
La muestra debe ser recogida directamente en un tubo estéril. Nunca
se debe aspirar
Al terminar, se debe reinsertar el fiador siempre antes de retirar la
aguja
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Asi, clasicamente en todos | os estudios se evalUan |os valores considerados normales en
RN con factores de riesgo y/o cierta sintomatologia con indicacion clara de realizacion
de puncion lumbar, en los que finalmente se descarta infeccion meningea o encefdlica.
En esto se basa la amplia variedad de referencias bibliogréficas disponibles para ayudar
a clinico a interpretar los valores de leucocitos en LCR, entre ellos libros de texto y
manuales de pediatria general (Behrman, 2004; McMillan, 2006; Robertson, 2005), de
enfermedades infecciosas (Feigin, 2004; Remington, 2006), medicina hospitaaria
(Frank, 2005; Perkin, 2008; Zaoutis, 2007), medicina de urgencias (Barem, 2008;
Fleisher, 2006), neonatologia (Taeusch, 1998), y neurologia (Menkes, 2000; Swaiman,
1999). Estos parametros suelen estar basados en otros textos de referencia o en estudios
con importantes limitaciones (Tabla 2). En los siete estudios que se muestran (de 1925 a
1968) parece haber acuerdo general en que la media del recuento de leucocitos en LCR

de RN es de 6-7 células/mm?®.

CEF colls! mm®

No. | .

Refercnie wafanls Ape I Mean Range
Kobens (1523)° 423 | day 6.3 2-17
Woile (1928 i 02 wh R 5-20
Soson (1531 NR 2wk A

1-4 wk I3 e 2/3
Todes A mo 3 0-5
-6 mo P 143 03 1/3
Chila (194Ry 2em® il wk L MR
15iF 2wk 13 NR
3A-(F) -4 wk % NE
20¢TY 2 whs-3 mo L4
Wy ers and MR iy B3 0-29
RBakkcr
(1054)>
Widell {1928y NR 1wk .1
07wk .5 k15
Maidoo 1 GRET 35 (T Ay 5 MR
20T 1 wk k| MR

MR = not recorded.
*(Pt = Preterm baboss.
(T = Turm bahies,

Tabla2: Primeros estudios de recuento de leucocitos en LCR de RN (Sarff, 1976).
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Asi, ciertos estudios disponibles incluyen punciones trauméticas (Stewart, 1928; Widell,
1958; Naidoo, 1968; Portnoy, 1985; Sarff, 1976; Roberts, 1925; Wolf, 1961),
convulsiones (Naidoo, 1968), sepsis (Nascimento-Carvalho, 1998) e infecciones
congeénitas (Roberts, 1925; Fielkow, 1991).

Los valores que contindan teniendo vigencia como méas aceptados
internacionalmente como “normales” son los publicados por Sarff et al (The Journal of
Pediatrics, 1976). Estudiaron los hallazgos del LCR de 117 RN de ato riesgo sin
evidencia de enfermedad bacteriana o viricadel SNC, comparando estos valores con los
obtenidos en la valoracion inicial del LCR de RN con meningitis bacteriana. El grupo
de ato riesgo se constituyd por circunstancias tales como rotura prolongada de
membranas, prematuridad, corioamnionitis, ictericia inexplicada, desprendimiento de
placenta, fiebre materna o toxemia. De los 132 sujetos iniciales se excluyeron 15 por
puncion francamente hemorrégica (4), serologia positiva a sifilis (7) y demostracion
mi crobiol 6gica de meningitis bacteriana o virica (4). Los 117 RN incluidos en €l estudio
demostraron cultivo de sangre, orina y LCR estéril, ademas de no presentar
sintomatologia alguna compatible con infeccion virica o bacteriana. De los 117 RN
incluidos, 87 eran RNT, 28 RNPT con PAEG, y 2 RNPT con BPEG. 111 de los 117
RN eran menores de 7 dias de edad. Se compar6 este grupo de alto riesgo con un grupo
de 135 RN con infeccién bacteriana: 98 con meningitis por gram negativo, 21 con
meningitis por streptococo grupo B, y 16 con sepsis sin meningitis. Los resultados se

muestran en la siguiente tabla (Tabla 3) (Sarff , 1976).
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derm Preterm

—

WEC count (cells/mm?)

Mo, of infants 87 an
Mean B2 a0
Median 5 il
S 7.1 E.2
Ruange 0-32 0-29
= 25D (-22.4 254
Percentage PMN® 61.3% 37.2%
Protein (mg/dl)
Moy, of infants 33 17
Mean a0 115
Range 20=170 G5-150
Glucose (mg/dl)
Mo of infants 5k 23
Mean 52 50
Range 14-119 24-63
CSF/blood glucose (%)
M, of infants 5 23
Mean al 74
Hange 44-248 55-1035

Tabla 3: Parametros obtenidos en LCR para RN de ato riesgo sin meningitis (Sarff, 1976).

Se gprecia que lamedia de leucocitos en LCR paralos 117 RN de alto riesgo fue
de 8,4 células / mm?3, lo cual es concordante con lo obtenido previamente para RN
sanos (Roberts, 1925; Waitz, 1928; Samson, 1931; Otila, 1948; Wyers, 1954; Widell,
1958; Naidoo, 1968). 2DS sobre la media resultaron ser 23 células / mm®, y 3DS 31
células / mm?, que incluye & 99% de valores. Se observo un nlimero decreciente en la
celularidad en los RNT durante la primera semana de vida, y decreciente en los RNPT
durante € mismo periodo, al igua que en e estudio previo de Otila E. (Otila, 1948).
Con respecto a los valores de proteinas, hay acuerdo general en todos estos estudios en
gue estos valores son mayores en RN gue en lactantes mayores y nifios. El contenido de
glucosa en LCR en relacion ala glucosa sanguinea es proporcionalmente mayor en RN
gue en edades posteriores. Se detectaron en este estudio de Sarff valores de glucosa en

LCR deentre d 75y 80% de la glucosa sanguinea (al igual que lo detectado en estudios
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previos), lo cua nuevamente es considerablemente més elevado que los valores del 40

al 60% paranifiosy adultos.

Las razones por las cuales los niveles de células, glucosa y proteinas son mas
elevadas en RN (tanto sanos como de alto riesgo) que en lactantes mayores, nifos y
adultos permanecen aun desconocidas. Originariamente se postulé que podria ser
debido a pequefias hemorragias cerebrales o infecciones virales 0 protozoarias ocultas
(Roberts, 1925), aunque esto parece descartado. Como ya se ha comentado en €
apartado previo, existen indicios de que pueda ser debido a un aumento de la
permeabilidad de la BHE a estas edades tempranas. Ademas, esta tendencia parece
agudizarse conforme disminuye la edad gestacional. De todos modos, se precisan méas

estudios para considerar cierta esta teoria.

En e estudio de Sarff, a comparar con € grupo de primera evaluacion de RN
con meningitis bacteriana, quedé manifiesto que los valores de LCR estaban claramente
alterados, muy por encima de |los limites superiores establecidos como normales (Figura
6). Tan sdlo un RN con meningitis de los 119 evaluados presentd en la primera
evaluacion un LCR completamente normal (encontrandose ya francamente alterado en

las siguientes).
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Figura 6: Comparacion del recuento de leucocitos en LCR de RN con y sin meningitis
(Sarff, 1976)

Para recién nacidos de muy bao peso (RNMBP) los limites de
celularidad, glucosa y proteinas en LCR clasicamente considerados son los publicados
por Rodriguez et al (Rodriguez, 1990). Estudiaron € LCR de 43 RNMBP (<1500 g)
obtenidos en las primeras 12 semanas de vida. Como criterios de inclusion, habian de
ser RN de peso adecuado para la edad gestacional, con cultivo de LCR negativo para
bacterias y sin evidencia de sangrado intracraneal mediante ecografia. Obtuvieron los
resultados que se muestran, segin peso, edad cronoldgica y edad postconcepcional

(Tablas4,5,6y 7).

Eroup 1 {=1W000 gm} {n = 38"} Graup 2 (10044500 am) (n — 337

Maon = 50 Range Mean Range -
Birih vginh; ¢ gm] Ted + 115 520080 1278 = |32 1020 | 5070
Liestasmnal age (wk) ho10 e et | X+l d L
Loukoeytss ) e d+1 14 [ 044 ME
Erytheacyizs/mn® 1T + 1290 12 RR TAEE L 1B 09350
PMN leukecyies (%) 6ot 15 -6t &= |7 0-/0 ye
P M leukoexbes (4] Bl L3l 34100 45 & M 13-1na
Glueoe (mgfd) Bl = 32 39217 w2 I-[Lw WE
Deatzin (mzedl) 150) £ 56 G50 132 147 £5.217 N5

A, POl siga feart (o UL Y, wenanue el
®Mumbar of U8F sascEmenn

Tabla4: Valores de leucocitos en LCR de RNMBP seguin €l peso a nacimiento (Rodriguez, 1990)
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Tabla5: Valores de leucocitos en LCR de RNMBP <1.000g segtin la edad cronolégica (Rodriguez, 1990)

Pastnatal age {days)

0-7 (& infams:; 228 {41 InFants: 29-84 (¢ infanls;
n-— 07 n— ) n=H

Mear : 50 Range Mean + 30 Range Mean - 5D Rangs
hrth weight (gm] 1423 _ 107 RSBS00 1245 - 16* N2 1S40 M+ 3F N
Crewtutiznal wige a1 birth (wkj 3= 1E 15-2% =12 731 0107 17
I koo e:  mm? 1=1 1-1 =11 n-4£ 43 -2
I-.".r-,l!'-T|.'n‘,_,f1-rsr-'m-n'I F [ =480 [T I 19750 Al o+ 1193 - 3R
Pl (%) 4= 10 Ceid 13 = 1% =50 11+ 1% 18
Glacose tmz/dll = | At adizrdd S L Ca IT=7h
Protein (g, dl) 8 O BE-ITH 137 — a6 T4-227 12 + 47 43187

*pluinker of LY F soemimens
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Tabla6: Valores de leucocitos en LCR de RNMBP 1.001-1.500 g seguin la edad cronol égica (Rodriguez,
1990).
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Tabla7: Valores de leucocitos en LCR de RNMBP seglin la edad postconcepcional. (Rodriguez, 1990)

La media de leucocitos en LCR observada, en este caso para RNMBP, fue de 5
células/ mm?, con un méximo en e rango de 44 células/ mm3, lo cual es comparable a
lo obtenido en estudios previos para RNPT sanos y RNT (Sarff, 1975; Naidoo, 1968).
En este caso, € recuento de leucocitos no sufrié variacion significativa durante las
primeras 12 semanas de vida, pero si se observd un aumento significativo en las
concentraciones de proteinas y glucosa en LCR para RN de menos de 28 semanas de
edad postconcepcional (Rodriguez, 1990). Concluyen que estas observaciones son
concordantes con la teoria de aumento de la permeabilidad de la BHE a ciertas

macromoléculas en RNMBP (Seller, 1975; Adinolfi, 1976).
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Martin-Ancel et a (Martin-Ancel, 2006), van mas alay estudian € recuento de
leucocitos en 30 RN con riesgo de transmision vertica de toxoplasmosis tras
descartarse ésta por los métodos habituales. Asi evitan €l posible sesgo que supone €l
estudio en RN de “alto riesgo” tras descartar afeccién meningea y no en RN realmente
“sanos”. De los 30, 19 estaban asintométicos y 11 con algun tipo de sintomatologia.
Obtuvieron un recuento de leucocitos para los RN asintométicos de 1 células / mm? de
media (rango de 0 a 5), y para los sintométicos de 7 células / mm3, diferencia
estadisticamente significativa (p<0,001). En la siguiente figura se muestran ademas los

diagnosticos finales de |os sujetos sintomaticos incluidos en el estudio (Figura 7).
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Figura 7: Recuento de leucocitos en RN “normales” y “sintomaticos” (Martin-Ancel, 2006)

Concluyen que el recuento de leucocitos en RN “normales” es similar al del adulto (<5
leucocitos / mm?3), lo cual es concordante con un estricto control al paso de estas células
a SNC por parte de la BHE. Una leve pleocitosis podria asi encontrarse en RN
sintomaticos sin infeccion del SNC, pero no ser un hallazgo dentro de la normalidad
como se sospechaba hasta e momento. Esto podria ser particularmente relevante en el
caso de RN asintomaticos con riesgo de infeccion, ya que € hallazgo de una leve

pleocitosis podria ser el signo temprano de la participacion del SNC en una infeccion
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congénita. La mayor permeabilidad a proteinas de la BHE neonatal permitiria un paso
mas facil de ciertas sustancias circulantes, tanto moléculas provenientes de
microorganismos como mediadores proinflamatorios. Y esta seria la causa de la leve

pleocitosis observada en RN sintomaticos sin implicacion del SNC (Martin-Ancel,

2006).

Syrogiannopoulos et al, en base a estudio previo de Bergstrom et a (Bergstrom,
1972) llevaron a cabo un estudio mediante € cual realizaron PL como evaluacion inicial
a 117 de los 206 lactantes menores de 3 meses ingresados por ITU confirmada
bacteriol6gicamente. De los 117, en 15 se hall6 una pleocitosis estéril en LCR segun se
muestra a continuacion (Tabla 8), definiendo pleocitosis como recuento leucocitario en
LCR de hasta 35, 21 y 15 células / mm?® en & primero, segundo y tercer mes de vida

respectivamente.

Masrcihy ol Liii

Imdex Lt and rd
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Bangn 4 1d 246 3B Bl B
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Lsohoriclha ocly L J

Mlobhgielie pneurmanioo 1

Hrofows velgams 1
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Tabla8: Edad, patdgeno urinario y recuento de leucocitos en LCR en 15 lactantescon ITU y pleocitosis
estéril en LCR concomitante (Syrogiannopoulos, 2001)
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Estos resultados implican que e 12,8% de |os lactantes menores de 3 meses con
ITU presentan una pleocitosis estéril concomitante. El germen urinario més
frecuentemente asociado a pleocitosis estéril fue E. Coli, aunque algunos patégenos
Gram positivos también pueden causarla. En ninguno de los 117 sujetos con ITU
estudiados € cultivo de LCR resulté positivo (Syrogiannopoulos, 2001), lo cua es
concordante con lo observado por Ginsburg and McCracken, que cultivaron € LCR de
88 lactantes con ITU y todos resultaron estériles (Ginsburg y McCracken, 1982).
Basandose en estas observaciones, Syrogiannopoulos et al concluyen que en menores de
3 meses con ITU presentar una meningitis concomitante por € mismo germen es
altamente improbable, incluso en los casos con bacteriemia afiadida. Por ello, los
esfuerzos terapéuticos deben ir encaminados Unicamente a tratar lalTU, y no prolongar
el tratamiento ni sustituirlo por farmacos de mayor penetracién de la BHE con la
intencion de tratar la eventual inflamacion meningea. EI mecanismo por € cual se
produciria una leve inflamacién meningea en los casos de ITU neonatal no es bien
conocido. La pleocitosis estéril podria aparecer también unida a otras infecciones a
distancia, como neumoniau onfalitis. A este fendmeno se le ha denominado “meningitis
simpatica” (Olson, 1985). Aungue la infeccion bacteriana del espacio subaracnoideo,
con escasa siembra bacteriana, no puede ser descartada, 10 mas probable es que la
inflamacion meningea en pacientes con ITU se debida, al menos en algunos casos, ala
endotoxina de bacterias Gram negativas, 0 a potentes moléculas proinflamatorias de
patdgenos urinarios Gram positivos. El lipopolisacarido de la endotoxina activa los
genes que codifican el receptor “Toll-like” 4 y de la membrana CD14. Un reciente
estudio muestra que las regiones periventriculares desprovistas de BHE expresan

receptores Toll-like 4 y de membrana CD14. La activaciéon por € lipopolisacérido
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circulante posiblemente podria explicar la respuesta inmune innata del cerebro

(Laflamme, 2001).

2. SUSTANCIA PY RECEPTOR NK-1

2.1 NEURONAS, SINAPSISY NEUROTRANSMISORES

Neuronas

El sistema nervioso es Unico en cuanto a la enorme complejidad de procesos de
pensamiento y acciones de control que es capaz de redizar. Cada minuto son
literalmente millones los fragmentos de informacion que recibe procedentes de los
distintos nervios y 6rganos sensitivos y a continuacion integra todo este cimulo para
generar las respuestas que vaya a emitir e organismo. Consta de vias aferentes (nervios
sensitivos) para recoger informacion en la periferia del organismo y transmitirla a los
centros (médula, troncoencéfalo y encéfalo), que utilizan esta informacion para
controlar las funciones mediante las vias eferentes (nervios motores y secretores)
(Castro del Pozo, 1996).

Dentro de este excepciona sistema la neurona adquiere un papel primordial
como unidad funciona bésica del sistema nervioso central. Al hablar de la neurona
merece mencion especial e cientifico y Premio Nobel espafiol D. Santiago Ramoén y
Cqal (1852-1934). Y es que los mas de 30 articul os publicados por este cientifico entre
1888 y 1892, resumidos en su primera revision sobre la estructura del sistema nervioso
(Ramon y Cagal, 1892), sumados a sus ilustrativos dibujos (Figura 8) establecieron
claramente la base de la teoria neuronal. Esta teoria establece los principios

fundamentales de la organizacion y funcion del sistema nervioso a afirmar que las
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neuronas son las unidades anatomicas, fisioldgicas, genéticas y metabdlicas del mismo
(Jones, 1994; Shepherd, 1991). Del mismo modo, los trabajos de Cga supusieron la
base para la creacion de la atmosfera cientifica necesaria origind € nacimiento de la

neurociencia moderna (DeFelipe, 2002).
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Figura 8. Dibujos redizados por Caja de diferentes estructuras del SNC (A, células piramidales
impregnadas con el método de Golgi; B, células microgliales de la corteza cerebral; C, diversos tipos de
espinas dendriticas de células piramidales; D, espinas dendriticas con diferentes tinciones; E, células
piramidales impregnadas con € método de Golgi; F, astrocitos de la sustancia blanca de la corteza
cerebral (Imagenes modificadas de DeFelipe, 2005).

El SNC contiene més de cien mil millones de neuronas. Su estructura bésica se
detalla en las siguientes figuras (Figuras 9 y 10). Las sefides de entrada llegan a ellaa
través de las singpsis situadas fundamentalmente en las dendritas neuronaes, pero
también en e soma celular. Segin los diversos tipos de neuronas, las conexiones
sindpticas procedentes de las fibras aferentes pueden ser tan slo unos cientos o Ilegar
hasta 200.000. Por €l contrario, la sefial de salida vigja por € Unico axén que abandona
la neurona. A continuacién, este axdn da origen a numerosas ramas independientes que
se dirigen hacia otras zonas del sistema nervioso o de la periferia corporal. Un rasgo

especial de la mayoria de las sinapsis consiste en que normalmente la sefia sblo circula
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en sentido anterdgrado (desde €l axén de una neurona precedente hasta las dendritas en
la membrana celular de las neuronas ulteriores). Esto obliga a la sefial a vigar en la

direccién exigida parallevar a cabo las funciones nerviosas especificas.
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Figura9: Estructurade una neurona grande perteneciente
al encéfalo, con sus porciones funcionales mas importantes.
(Reproducido a partir de Guyton, 1987.)
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Figura 10: Fotografia a microscopio Gptico de una gran motoneurona (X100, H.E.) (Imagen modificada
de Mescher, 2010).

Una tipica motoneurona anterior situada en el asta anterior de la médula espinal
esta compuesta por tres partes fundamentales: el soma, que es el cuerpo principa de la
neurona; el Unico axon, que se extiende desde el soma hacia un nervio periférico para
abandonar la médula espinal, y las dendritas, que constituyen una gran cantidad de
prolongaciones ramificadas del soma con unas dimensiones hasta de 1 mm de recorrido
hacia las zonas adyacentes en la médula. Sobre la superficie de las dendritas y del soma
de la motoneurona se hallan entre 10.000 y 200.000 diminutos botones sindpticos
[lamados terminales presinapticos, estando aproximadamente del 80 a 95% en las
dendritas y solo del 5 al 20% en & soma. Estos terminales presinapticos ocupan el
extremo final de las fibrillas nerviosas originadas en muchas otras neuronas. En gran
parte son excitadores. es decir, segregan una sustancia transmisora que estimula a la
neurona postsinptica; sin embargo, otras son inhibidoras, y segregan una sustancia

transmisora que inhibe a la neurona postsinaptica, aunque como veremos mas adelante
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el proceso puede ser mucho mas complejo. Las neuronas pertenecientes a otras
porciones de la médula y € encéfao se distinguen de la motoneurona anterior en los
siguientes aspectos. 1) las dimensiones del soma celular; 2) lalongitud, € tamafio y €
nimero de dendritas, que oscila desde casi 0 a muchos centimetros; 3) la longitud y el
tamafio del axdn, y 4) e nimero de terminales presinapticos, que puede oscilar desde
tan solo unos pocos hasta llegar a 200.000. Estas variaciones hacen que las neuronas
Situadas en las diversas partes del sistema nervioso reaccionen de forma dispar a las

sefides sinapticas llegadas y, por tanto, g ecuten muchas funciones diferentes.

Sinapsis

Lainformacion recorre el SNC sobre todo bajo la forma de potenciales de accién
nerviosos, Ilamados simplemente «impulsos nerviosos», a través de una sucesion de
neuronas, una después de la otra. Sin embargo, ademas, cada impulso puede: 1) quedar
bloqueado en su transmisién de una neurona a la siguiente; 2) convertirse en una cadena
repetitiva a partir de un solo impulso, o 3) integrarse con los procedentes de otras
células para originar patrones muy intrincados en las neuronas sucesivas. Todas estas
actividades pueden clasificarse como funciones sindpticas de |las neuronas.

Hay dos tipos principales de sinapsis. 1) la sinapsis quimica y 2) la sinapsis
eléctrica. Las sinapsis el éctricas se caracterizan por la presencia de unos canales fluidos
abiertos que conducen electricidad directamente desde una célula a la siguiente. La
mayoria de ellos consta de pequefias estructuras proteicas tubulares llamadas uniones en
hendidura que permiten el movimiento libre de los iones desde € interior de una célula
hasta el interior de la siguiente. Los potenciaes de accion se transmiten através de ellas
y de otras uniones semejantes desde una fibra muscular lisa hasta la siguiente en €

musculo liso visceral y desde un miocito cardiaco a siguiente en el musculo cardiaco.
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Sin embargo, casi todas las sinapsis utilizadas para la transmision de sefiadles en el SNC
del ser humano son sinapsis quimicas. En ellas, la primera neurona segrega un producto
quimico denominado neurotransmisor a nivel de la terminacion nerviosa, que a su vez
actla sobre las proteinas receptoras presentes en la membrana de la neurona siguiente

para excitarla, inhibirlao modificar su sensibilidad de algin otro modo (Figura 11).
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Figura 11: Anatomiafisiolégicade la sinapsis (Guyton, 2011)

Las sinapsis quimicas poseen una caracteristica sumamente importante que las
convierte en un elemento muy conveniente para transmitir la mayor parte de las sefiales
en € sistema nervioso. Siempre conducen las sefiales en un solo sentido: es decir, desde
la neurona que segrega la sustancia transmisora, denominada neurona presinaptica,
hasta la neurona sobre la que actia € transmisor, llamada neurona postsinptica. Este es
el principio de la conduccion unidirecciona de las singpsis quimicas y se aga bastante
de la conduccion atraveés de las sinapsis el éctricas, que muchas veces transmiten sefiales
en ambos sentidos. Este mecanismo de conduccion unidireccional es de extraordinaria
importancia. Da la oportunidad de enviar sefiales dirigidas hacia objetivos especificos.
En efecto, es esta transmision especifica hacia regiones separadas y muy focalizadas,

tanto en el sistema nervioso como en los terminales de los nervios periféricos, o que le
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permite llevar a cabo sus incontables funciones de sensibilidad, control motor, memoria
y otras muchas.

Los estudios efectuados sobre los terminales presindpticos con € microscopio
electronico muestran que poseen variadas formas anatdmicas, pero en su mayoria se
parecen a pequefios botones redondos u ovalados y, por tanto, a veces se les llama
botones terminales, botones, pies terminales o botones singpticos. El termina esta
separado del soma neuronal postsingptico por una hendidura singptica cuya anchura
suele medir de 200 a 300 angstroms. En é existen dos estructuras internas de
importancia para la funcion excitadora o inhibidora de la singpsis: las vesiculas
transmisoras y las mitocondrias. Las vesiculas transmisoras contienen la sustancia
transmisora que, cuando se libera a la hendidura sinaptica, excita o inhibe la neurona
postsindptica (excita si la membrana neurona posee receptores excitadores e inhibe si
tiene receptores inhibidores). Las mitocondrias aportan trifosfato de adenosina (ATP),
gue a su vez suministra energia para sintetizar més sustancia transmisora. Cuando se
propaga un potencial de accion por un terminal presinaptico, la despolarizacion de su
membrana hace que una pequefia cantidad de vesiculas viertan su contenido hacia la
hendidura. Por su parte, el transmisor liberado provoca un cambio inmediato en las
caracteristicas de permeabilidad de |la membrana neuronal postsingpticay esto originala
excitacion o la inhibicién de la cdlula, en funcién de las propiedades del receptor
neuronal .

La membrana del termina presingptico se llama membrana presindptica
Contiene una gran abundancia de canales de calcio dependientes de voltge. Cuando un
potencial de accidn la despolariza, estos canales se abren y permiten la entrada en €
terminal de un nUmero importante de iones calcio. La cantidad de sustancia transmisora

gue sale a continuacion hacia la hendidura singptica desde € terminal es directamente
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proporcional al total de iones calcio que penetran. No se conoce el mecanismo exacto
por € que estos iones propician su liberacién, pero se piensa que es @ siguiente:
Cuando losiones calcio llegan a termina presingptico, parecen unirse a unas moléculas
proteicas especides situadas sobre la cara interna de la membrana presingptica,
Ilamadas puntos de liberacién. A su vez, este enlace suscita la apertura de los puntos de
liberacion a través de la membrana, y asi permite que unas pocas vesicul as transmisoras
suelten su contenido hacia la hendidura después de cada potencial de accion. En € caso
de las vesiculas que amacenan € neurotransmisor acetilcolina, existen entre 2.000 y
10.000 moléculas de esta sustancia en cada una y en e termina presinaptico hay
suficientes vesiculas como para transmitir desde unos cuantos cientos hasta mas de
10.000 potenciales de accion.

La membrana de la neurona postsingptica contiene una gran cantidad de
proteinas receptoras. Las moléculas de estos receptores poseen dos elementos
importantes: un componente de unién que sobresale fuera desde la membrana hacia la
hendidura singptica y donde se fija € neurotransmisor procedente del terminal
presinaptico, y un componente ion6foro que atraviesa toda la membrana postsinaptica
hasta el interior de la neurona postsinaptica. Por su parte, este elemento se desdobla en
dos clases: un canal i6nico que permite e paso de determinados tipos de iones a través
de lamembrana o un activador de “segundos mensajeros” que en vez de un canal iénico
es una molécula que protruye hacia € citoplasma celular y activa una sustancia 0 méas
en € seno de la neurona postsingptica. A su vez, estas sustancias actlian como segundos
mensaj eros para aumentar o disminuir determinadas funciones especificas delacélula

Los canales idnicos de la membrana neurona postsinaptica suelen ser de dos
tipos. 1) canales cationicos, cuya clase mas frecuente deja pasar iones sodio cuando se

abren, pero aveces también cumplen estafuncién con e potasio o € calcio, y 2) canales
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aniénicos, que permiten sobre todo e paso de los iones cloruro, pero también de
minlsculas cantidades de otros aniones. Los canales catidnicos que transportan iones
sodio estén revestidos de cargas negativas. Esta situacion atrae hacia ellos a los iones
sodio dotados de carga positiva cuando € diametro del canal aumenta hasta superar €
tamafio del ion sodio hidratado. Pero esas mismas cargas negativas repelen los iones
cloruro y otros aniones e impiden su paso. Con respecto alos canales anidnicos, cuando
sus didmetros alcanzan las dimensiones suficientes, entran los iones cloruro y los
atraviesan hasta el lado opuesto, mientras que los cationes de sodio, potasio y calcio
guedan retenidos, basicamente porque sus iones hidratados son demasiado grandes para
poder pasar. Méas adelante estudiaremos que cuando se abren los canales cationicos y
dgjan entrar iones sodio positivos, dicha carga eléctrica excitard a su vez a esta neurona.
Por tanto, una sustancia transmisora capaz de abrir 10s canales cationicos se denomina
transmisor excitador. A la inversa, la apertura de los canales anidnicos permite la
entrada de cargas €l éctricas negativas, que inhiben ala neurona. Asi pues, las sustancias
transmisoras que abren estos canales se llaman transmisores inhibidores. Cuando una
sustancia transmisora activa un canal iénico su apertura suele producirse en una fraccién
de milisegundo; si, en cambio, degja de estar presente, e canal se cierra con idéntica
velocidad. La aperturay € cierre de los canales i6nicos aportan un medio para el control
muy rapido de las neuronas postsinapticas.

Muchas funciones del SNC, como, por gemplo, los procesos de memoria,
requieren la produccién de unos cambios prolongados en las neuronas durante segundos
y hasta meses después de |a desaparicidn de la sustancia transmisorainicial. Los canales
idnicos no son idéneos para originar una variacion prolongada en las neuronas
postsindpticas, porque se cierran en cuestion de milisegundos una vez desaparece la

sustancia transmisora. Sin embargo, en muchos casos, se consigue una excitacion o una
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inhibicion neurona postsindptica a largo plazo a activar un sistema quimico de
segundo mensgjero en € interior de esta misma célula, y a continuacion sera este
elemento € que genere € efecto duradero. Existen diversos tipos de sistemas de
segundo mensajero. Uno de los més frecuentes recurre a un grupo de proteinas llamadas
proteinas G (Figura 12). Una proteina G estd4 unida a la porcion del receptor que
sobresale hacia € interior de lacélula. A su vez, laproteina G consta de tres elementos:
un componente afa (a), que es la porcién activadora de la proteina G, y unos
componentes beta (b) y gamma (g) que estan pegados a componente a y también al
interior de la membrana celular adyacente a la proteina receptora. Al activarse por un
impulso nervioso, la porcién a de la proteina G se separa de las porcionesb y g y asi

gueda libre para desplazarse por € citoplasma de lacdlula
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Figura 12: Sistema de segundo mensgjero a través de proteina G. Una sustancia transmisora procedente
de una neurona previa puede activar una segunda neurona primero por la liberacion de una proteina G en
e citoplasma de esta Ultima. Se ofrecen los cuatro posibles efectos posteriores de la proteina G. 1,
apertura de un cana i6nico en la membrana de la segunda neurona; 2, activacion de un sistema
enzimédtico en la membrana de la neurona; 3, activacion de un sistema enzimético intracelular; 4, inicio de
latranscripcion génica en la segunda neurona.
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Dentro dd citoplasma, el componente a desprendido g ecuta una funcion o mas entre
multiples posibles, segln las caracteristicas especificas de cada tipo de neurona. En la
Figura 12 se recogen cuatro de los cambios que pueden suceder. Son los siguientes:

1. Apertura de canal es ionicos especificos através de lamembrana celular postsindptica.
En e extremo superior derecho de la figura se observa un canal de potasio que esta
abierto en respuesta a la proteina G; este canal suele permanecer asi durante un tiempo
prolongado, a diferencia del rapido cierre experimentado por los canales iénicos
activados directamente que no recurren a sistema de segundo mensgjero.

2. Activacion de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) o del monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc) en la neurona. Recuerde que tanto e AMPc como € GMPc
pueden activar una maguinaria metabdlica muy especifica en la neurona y, por tanto,
poner en marcha cualquiera de las multiples respuestas quimicas, entre ellas |os cambios
prolongados en la propia estructura celular, que a su vez modifican la excitabilidad de la
neuronaalargo plazo.

3. Activacion de una enzima intracelular 0 més. La proteina G puede activar
directamente una enzima intracelular 0 més. A su vez, las enzimas pueden estimular
cual quiera de las numerosas funciones quimicas especificas en la célula.

4. Activacién de la transcripcion génica. Este es uno de los efectos més importantes
ocasionados por la activacion de los sistemas de segundo mensajero, debido a que la
transcripcion génica puede provocar la formacion de nuevas proteinas en € seno de la
neurona, modificando de ese modo su maguinaria metabdlica o su estructura. En efecto,
se sabe en general que aparecen cambios estructurales en las neuronas oportunamente

activadas, sobre todo en |os procesos de memoria alargo plazo.
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Esta claro que la activacién de los sistemas de segundo mensajero dentro de la
neurona, ya pertenezcan al tipo de la proteina G o a otras clases, resulta importantisima
paravariar las caracteristicas de larespuesta alargo plazo en diferentes vias neuronales.

Algunos receptores postsindpticos, cuando se activan, provocan la excitacion de
la neurona postsingptica, y otros su inhibicion. La importancia de poseer tanto € tipo
inhibidor de receptor como €l excitador radica en que aporta una dimension afiadida ala
funcién nerviosa, dado que permite tanto limitar su accion como excitarla. (Guyton &

Hall, 2011).

Neur otr ansmisor es

Hasta hoy se han descubierto mas de 50 sustancias neurotransmisoras
importantes. Entre las meor conocidas figuran las siguientes. acetilcoling,
noradrenalina, adrenalina, histamina, acido g-aminobutirico (GABA), dlicina,
serotonina y glutamato (Guyton & Hall, 2011). Para considerar una sustancia como
neurotransmisora en sentido estricto, debe cumplir cuatro requisitos (Ceballos, 1997):

1. Debe sintetizarse en la neurona.

2. Debe estar presente en €l termina nervioso y liberarse en cantidades necesarias para
gjercer su accion sobre la neurona postsindptica u érgano efector.

3. Su administracion exdgena, en concentraciones apropiadas, debe provocar e mismo
efecto que e obtenido cuando la sustancia de libera de forma endogena.

4. Debe existir un mecanismo especifico para eiminar la sustancia del espacio
singptico.

Existen diferentes clasificaciones de neurotransmisores. Una de las més
aceptadas en la actualidad los divide en dos grandes grupos: |os transmisores de accion

rapiday molécula pequefia (NT clasicos) y neuropéptidos (NP) (Tabla9).
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Tabla 9: Clasificacion delos NT segun el tipo de moléculay mecanismo de accion (Modificada de
Guyton & Hall, 2011).

Los transmisores de accion rapida y molécula pequefia son los que producen las
respuestas mas inmediatas del sistema nervioso (p.e. la transmision de las sefiales
sensitivas hacia el encéfalo y de las sefiales motoras hacialos muasculos). En cambio los
NP suelen provocar acciones mas prolongadas, como son los cambios a largo plazo en
el nimero de receptores neuronales, la apertura o € cierre duraderos de ciertos canales
ionicos e incluso las modificaciones persistentes en la cantidad de sinapsis o su tamario.

En la mayoria de los casos, los tipos de transmisores de molécula pequefia se

sintetizan en e citoplasma del terminal presindptico y las numerosas vesiculas
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transmisoras presentes a este nivel los absorben por transporte activo. A continuacion,
cada vez que llega un potencial de accion a terminal presindptico, las vesiculas liberan
su transmisor a la hendidura sindptica en pequefios grupos. Esto suele suceder en
cuestion de milisegundos 0 menos segun e mecanismo descrito antes. La siguiente
accion de un transmisor de este tipo sobre los receptores de la membrana en la neurona
postsindptica normalmente también ocurre en un plazo de otros milisegundos o menos.
Lo mas frecuente es que e efecto consista en incrementar o disminuir la conductancia
que presentan los canales idnicos; un gjemplo seria aumentar la conductancia a sodio,
lo que causa una excitacion, o ladel potasio o € cloruro, lo que supone una inhibicion.
Las vesiculas que se amacenan y liberan transmisores de molécula pequefia se
reciclan continuamente y se utilizan una y otra vez. Una vez gque se fusionan con la
membrana sindptica y se abren para verter la sustancia transmisora, la membrana de la
vesicula simplemente forma parte a principio de la membrana sinaptica. Sin embargo,
pasados unos segundos a minutos, la porcién correspondiente a la vesicula se invagina
hacia € interior del terminal presinaptico y se desprende para configurar una nueva
vesicula. Y esta membrana vesicular aln contiene las proteinas enzimaticas adecuadas o
las proteinas de transporte necesarias para sintetizar 0 concentrar la sustancia
transmisora una vez méas en su interior. La acetilcolina es un tipico transmisor de
mol écula pegueiia que obedece a los principios de sintesis y liberacién antes expuestos.
Esta sustancia transmisora se sintetiza en e termina presinaptico a partir de acetil
coenzima A y colina en presencia de la enzima acetiltransferasa de colina. A
continuacion, se transporta a sus vesicul as especificas. Cuando més tarde se produce su
salida desde ellas a la hendidura sinaptica durante la transmision de la sefial nerviosa en
la sinapsis, se degrada de nuevo con rapidez en acetato y colina por accién de la enzima

colinesterasa, que esta presente en € reticulo formado por proteoglucano que rellena e
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espacio de la hendidura singptica. Y después, una vez mas, las vesiculas se reciclan en
el interior del termina presindptico; la colina sufre un transporte activo de vuelta hacia
el terminal pararepetir su empleo en la sintesis de nueva acetilcolina.
L os mas importantes transmisores de mol écula pequefia son |os siguientes:

La acetilcolina se segrega por las neuronas situadas en muchas regiones del sistema
nervioso, pero especificamente en: 1) los terminales de las células piramidales grandes
de la corteza motora; 2) diversos tipos diferentes de neuronas pertenecientes a los
ganglios basales; 3) las motoneuronas que inervan los musculos esqueléticos; 4) las
neuronas preganglionares del sistema nervioso autbnomo; 5) las neuronas
posganglionares del sistema nervioso parasimpatico, y 6) parte de las neuronas
posganglionares del sistema nervioso simpatico. En la mayoria de los casos, la
acetilcolina posee un efecto excitador; sin embargo, se sabe que gerce acciones
inhibidoras en algunas terminaciones nerviosas parasimpaticas periféricas, como la
inhibicion del corazon a cargo de los nervios vagos. La noradrenalina se segrega en los
terminales de muchas neuronas cuyos somas estan situados en € tronco del encéfalo y
el hipotdamo. En concreto, las que estén localizadas en € locus ceruleus de la
protuberancia envian fibras nerviosas a amplias regiones del encéfalo que sirven para
controlar la actividad global y €l estado mental, como por g emplo aumentar € nivel de
vigilia. En la mayoria de estas zonas, la noradrenalina probablemente activa receptores
excitadores, pero en unas cuantas, en cambio, estimula los inhibidores. También se
segrega en la mayor parte de las neuronas posganglionares del sistema nervioso
simpatico, donde excita algunos érganos pero inhibe otros. La dopamina se segrega en
las neuronas originadas en la sustancia negra. Su terminacion se produce bésicamente
en la region estriada de los ganglios basales. El efecto que gerce sude ser una

inhibicién. La glicina se segrega sobre todo en las sinapsis de la médula espina. Se cree
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gue siempre actlia como un transmisor inhibidor. EI GABA (acido g-aminobutirico) se
segrega en los terminales nerviosos de la médula espinal, € cerebelo, los ganglios
basales y muchas areas de la corteza. Se piensa que siempre causa una inhibicion. El
glutamato se segrega en los terminales presinapticos de muchas de las vias sensitivas
gue penetran en € sistema nervioso central, |lo mismo que en muchas éreas de la corteza
cerebral. Probablemente siempre causa excitacion. La serotonina se segrega en los
nuicleos originados en & rafe medio del tronco del encéfalo que proyectan hacia
numerosas regiones del cerebro y de la médula espinal, especiamente a las astas
dorsales de lamédulay al hipotalamo. Actta en la médula como un inhibidor de las vias
del dolor, y se piensa que la accién inhibidora sobre las regiones superiores del sistema
nervioso ayuda a controlar € estado de &nimo de una persona, ta vez incluso
provocando suefio. El éxido nitrico se segrega especidmente en los terminales
nerviosos de las regiones encefalicas responsables de la conducta a largo plazo y de la
memoria. Por tanto, este sistema transmisor podria esclarecer en € futuro algunas de las
funciones correspondientes a estos dos aspectos que hasta ahora han desafiado toda
explicacion. El oxido nitrico difiere de otros transmisores de molécula pequefia por su
mecanismo de produccion en € terminal presinaptico y por sus acciones sobre la
neurona postsingptica. No esta formado con antelacion y amacenado en vesiculas
dentro del terminal presinaptico como |os demés transmisores. En su lugar, se sintetiza
casi a instante segulin las necesidades, y a continuacion difunde fuera de los terminales
presinapticos durante un periodo de segundos en vez de ser liberado en paguetes
vesiculares, y después hacia las neuronas postsingpticas cercanas. En ellas, no suele
aterar mucho el potencial de membrana, sino que modifica las funciones metabdlicas
intracelulares que cambian la excitabilidad neuronal durante segundos, minutos o tal vez

incluso més tiempo (Guyton & Hall, 2011).
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2.2 NEUROPEPTIDOS

Los NP constituyen un grupo de neurotransmisores ampliamente presentes en
todo el reino animal, habiendo sido descritos incluso en organismos tan primitivos como
la hydra, metazoo con un sistema nervioso muy rudimentario (Grimmelikhuijzen,
Leviev y Carstensen, 1996). Asi mismo, existen multiples NP (Schoofs, 1997) y sus
receptores (Vanden Broeck, 1998) en insectos. Las familias de NP tienen su origen en
diferentes genes primitivos de varios millones de afios de antigiiedad que, a través de
procesos como la duplicacién genética y mutaciones puntuales, han evolucionado hasta
formar e grupo conocido en la actualidad (Hoyle, 1998). Las investigaciones sobre los
NP se vienen llevando a cabo de manera mas intensa y especifica desde hace 40-50
anos. El descubrimiento por parte de Guillemin, Vae et a, asi como de Schally,
Arimura et al, de que la mayoria de hormonas inhibidoras y estimuladoras de
hipotalamicas estaban constituidas quimicamente por pequefios péptidos supuso €
primer gran impulso en € interés para la investigacion en € campo de los NP. Y més
aln la sorprendente observacién posterior a través de estudios de radioinmunoensayo e
inmunohi stoquimica de que algunos de esos péptidos no estaban confinados Unicamente
ala eminencia media/infundibulo del hipotdamo, que es € lugar de amacenamiento y
liberacién esperado para estos factores/lhormonas, y €l area cerebral donde habian sido
aislados. Asi, la hormona liberadora de tirotropina, somatostatina y hormona liberadora
de corticotropina ahora sabemos que tienen una amplia distribucion en € cerebro con
distintas acciones. Posteriormente se llevaron a cabo casi concomitantemente trabajos
sobre la SP por Leeman et al, sobre péptidos opioides por Hughes, Kosterlitz et al, y la
demostracion por parte de Vanderhaegen et a de que la colecistoquinina estaba también
presente en el cerebro, haciendo todos estos estudios aumentar considerablemente €l

interés en la comunidad cientifica por los NP (Hokfelt, 2000). La familia de NP
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estudiada mas en profundidad la constituyen los péptidos oxitocina y vasopresing, que
fueron reamente los primeros NP descubiertos y quimicamente identificados (Du
Vigneaud, 1953). Ambos poseen gran similitud estructural, pero son producidos en
diferentes neuronas, tienen distintas acciones fisioldgicas y provienen de dos lineas
celulares. la linea isotocina-mesotocina-oxitocina, asociada con funciones
reproductivas, y la linea vasotosina-vasopresina, implicada en e baance

hidroelectrolitico (Acher, 1995; Hoyle, 1998).

Biosintesis de los neur opéptidos

Los NP conforman un grupo de NP totalmente diferente a los neurotransmisores
clasicos, ya que se sintetizan de una forma y desempefian acciones diferentes. A partir
de trabajos pioneros sobre la insulina y lipotropina (Lazure, 1983) se formul6 la
hipétesis de que estos péptidos derivaban de un largo precursor que se escindia
enzimaticamente. Mediante estudios de secuenciacion de aminoacidos, Schwartz y
Costa (1986) descubrieron las denominadas poliproteinas, llamadas asi porque sirven de
precursor de méas de un péptido biolégicamente activo. Estas proteinas, también
denominados prohormonas, serén fraccionados después por enzimas especificas en
fragmentos mas pequefios, formando de esta manera los NP que seran liberados
posteriormente (Seidah y Chretien, 1999). Las poliproteinas pueden dar lugar a una
amplia variedad de NP necesaria para mediar en distintas funciones fisiol 6gicas, ya que
cada una de €ellas puede contener varias copias del mismo o de diferentes péptidos
bioactivos, con funciones biol égicas relacionadas o total mente diferentes. Incluso varios
NP de una familia especifica pueden derivar de precursores diferentes. Sin embargo,
éste no es e Unico mecanismo por e que se consigue diversidad en la produccion de

NP. Todos los pasos que median en la expresion de un gen codificante para una
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poliproteina pueden estar implicados en esta diversidad, incluso la expresién de un
determinado gen de una poliproteina puede estar regulada de forma diferente en
distintos tejidos. De esta manera, € gen codificante de una poliproteina puede dar lugar
a distintos NP en diferentes neuronas dependiendo de los diversos modos de
procesamiento de dicho precursor poliproteinico. A modo de ggemplo, paralasintesis de
la preproopiomelanocortina existe un mismo ARNmM en los |ébulos anterior e
intermedio de la hipdfisis, en € hipotdlamo y otras regiones del encéfalo, en la placenta,
en d intestino, en los ovarios o los testiculos; sin embargo los péptidos que se producen
y liberan en cada uno de los tgidos citados seran diferentes (Benjannet, 1980;
Tremblay, 1988; Zakarian y Smyth, 1979).

A diferencia de los neurotransmisores clasicos, que también pueden ser
sintetizados localmente en € citoplasma de los terminales presingpticos, los NP solo se
producen de novo en los ribosomas del soma neural, a partir de los prepropéptidos ya
comentados, que incluyen una secuencia sefia hidrofobica (de 15-30 aminoacidos) en €
extremo amino termina (Strand, 1999). Esta secuencia facilita su translocacion a través
de la membrana del reticulo endoplasmético del soma y posteriormente € aparato de
Golgi, donde se producen dos cambios. En primer lugar, la proteina precursora del NP
sufre una escision enzimatica en fragmentos més pequefios, algunos de los cuales son €
propio NP o un precursor mayor. En segundo lugar, € aparato de Golgi empaqueta €l
NP o precursor en minusculas vesicul as transmisoras gue se liberan hacia €l citoplasma,
para ser transportadas de forma centrifuga por € axon hacia € extremo de las fibras
nerviosas, impulsadas por la corriente axonica del citoplasma, vigiando a la velocidad
de tan sélo unos pocos centimetros a dia (Figura 13). En estas vesiculas densas o

granulos secretores se amacenan los propéptidos junto a sus enzimas procesadoras 0
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convertasas, responsables de recortar los propéptidos para dar lugar a sus formas
bioactivas (Hokfelt, 2000).

Los NP pueden estar presentes en las neuronas al menos de tres maneras diferentes
(Tohyama, 1992):

e A altas concentraciones en condiciones normales, lo que indica que estan
funcionalmente disponibles para su liberacién en cua quier momento.

» A concentraciones bajas o indetectables en condiciones normales: en estos casos la
sintesis sera estimulada sblo en ciertas condiciones, por 10 que precisan de un estimulo
especifico para adquirir relevanciafuncional .

» Con alta expresion en etapas tempranas del desarrollo, generalmente prenatal, y
posterior disminucion de la misma en la etapa postnatal .

Parece gue existe una relacion entre € segundo y € tercer modo de expresion, ya que
muchos de los NP que aparecen durante la ontogénesis pueden ser “reactivados”
posteriormente en la vida adulta por estimul os especificos. También hay que sefialar que
un mismo NP puede expresarse de cuaquiera de estas tres formas dependiendo del tipo

de neuronay del uso que cada neurona le dé a cada NP en cada situacion particular.
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Figura 13: Representacién esguematica de la sintesis neuronal de NP, explicacion en el texto
(Hokfelt, 2003).

Aungue los NP estén presentes por todo € sistema nervioso (cerebro, médula
espinal, tracto gastrointestinal, ganglios autonémicos y sensoriales...), en cada region
siguen un patron de distribucion propio y diferente. También hay evidencias de que los
NP, a pesar de su hombre, se expresan en las células gliales, aunque la funcién que
gjercen en éstas células no neuronales contintia siendo controvertida (Hokfelt, 2000). La
mayoria de los estudios se centran en la demostracion en cultivos celulares, como por
gemplo la demostracibn de RNAmM de pre-proencefalina, RNAmM de
preprosomatostatina y €l NP encefalina en astrocitos (Klein y Fricker, 1992; Melner,
1990; Schwartz y Simantov, 1988; Shinoda, 1992, 1989; Spruce, 1990; Steine-Martin,
1991; Vilijn, 1988). El péptido natriurético auricular ha sido encontrado en astrocitos de
cerebro canino in situ (McKenzie, 1992). Del mismo modo, se ha hallado galanina en

células glialesin vivo de cerebro de rata (Zhang, 1992).
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Plasticidad delos NP

Otra caracteristica de la expresion de los NP es su plasticidad, ya que su nivel de
expresion puede variar considerablemente en diferentes condiciones, incluyendo
variaciones enddgenas diurnas y tras manipulaciones experimentales. Tras su liberacion,
la reposicion de los NP se produce casi exclusivamente a través de nueva sintesis
ribosomal, y es que tras la activacion neuronal y correspondiente liberacion peptidica se
produce una sobreexpresion de los niveles de ARNm con esta finalidad (Schalling,
1987). Esta es la razén por la que, a diferencia de lo que ocurre con los
neurotransmisores clasicos, tras la liberacion de los NP se produce una considerable
demora hasta que se restablecen los niveles previos en las terminaciones nerviosss,
debido ademés a lento transporte de los NP desde el soma hasta las terminaciones
nerviosas via axonal (una excepcion a esta norma podria ser e neurotransmisor CCK,
para € que parece haberse descrito un mecanismo de resintesis més rapido (Migaud,
1995)). Este mecanismo de sintesis, que puede parecer menos eficaz, se reflga en la
dindmica de las sinapsis peptidérgicas, en la que aunque los péptidos se liberan de
forma intermitente compensan este fendmeno a presentar una accion més duradera.
Asi, por gemplo, neurotransmisores clésicos como las catecolaminas pueden ser
localmente sintetizados en las terminaciones nerviosas y repuestos mediante eficientes
mecanismos, siendo la tasa o frecuencia de sintesis regulada por fosforilacion
enzimatica. De este modo, los niveles de neurotransmisores clésicos se mantienen
constantes bagjo diversas condiciones. Para el estudio de los mecanismos de regulacion
de la sintesis de los neurotransmisores peptidérgicos se han empleado técnicas de
hibridacién in situ (Young, 1990), analizando los niveles de RNAm del péptido en €
soma neurona bajo varias condiciones experimentales. Los més estudiados han sido los

de las neuronas sensoriales primarias y las neuronas del nucleo estriado de rata, aunque
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regulaciones similares a las de estas localizaciones se dan en otros muchos sistemas.
Las neuronas sensoriales primarias contienen grandes cantidades de NP y constituyen
un buen modelo para € andisis de los mecanismos de regulacion peptidérgicos.
Algunos de estos péptidos, como por gemplo la SP y € péptido relacionado con €l gen
de la calcitonina, se encuentran presentes en muchas neuronas de los ganglios de la raiz
dorsal ganglionar bajo condiciones normales. Ambos facilitan la neurotransmision en el
asta dorsal (ademaés de presentar efectos periféricos, como la vasodilatacion), y se ha
observado que sus niveles descienden tras axotomia (Nielsch, 1987; Noguchi, 1990).
Otros NP como € VIP (péptido intestina vasoactivo), PHI (péptido histidina-
isoleucina), galaninay NPY (neuropéptido tirosina) normalmente se expresan en niveles
bajos, pero aumentan enormemente tras manipulacion experimental, especiamente
axotomia (Hokfelt, 1987; Shebab y Atkinson, 1986; Wakisaka, 1991). Ademas, los
receptores peptidérgicos son también regulados en la raiz dorsal ganglionar tras
axotomia, incluyendo los receptores CCKg (Zhang, 1993), NPY Y1 (Zhang, 1994) y
NPY Y2 (Zhang, 1997). Tales hallazgos sugieren que cambios en la sensibilidad a los
NP podria ayudar a las neuronas sensoriales primarias en su adaptacion en situaciones
de trauma. En conjunto, las neuronas sensoriales primarias varian su fenotipo tanto en
relacion alos mensgjeros como alos receptores y funcién tras lesion nerviosa periférica,
y las neuronas de laraiz dorsal ganglionar se adaptan a esta nueva situacion mediante la
supresion de transmisores excitatorios y aumento de los inhibitorios, promoviendo
mecanismos de regeneracion y supervivencia. Todo esto es concordante con la vision
general existente de la respuesta de las neuronas a la lesion, principalmente basada en
estudios sobre motoneuronas (Kreutzberg, 1982), enfatizando que la maquinaria de
sintesis de la neurona es reprogramada desde la sintesis de transmisores hasta la

produccion de moléculas para la supervivenciay recuperacion. Existe evidencia de que
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cambios similares ocurren cuando las neuronas cerebrales son dafiadas o sufren algin
tipo de degeneracion. Asi, recientes estudios sobre modelos de Alzheimer en ratones
sugieren que la galanina y otros péptidos sufren una regulacion al alza de una manera
especifica en hipocampo y corteza ventral en ratones ancianos transgénicos con alta
densidad de placas (Diez, 1999). Otro claro ggemplo de cambios en la expresion de NP
en el cerebro relacionados con la enfermedad ha sido aportados en estudios sobre varios
modelos de animales epilépticos, donde € NPY y otros NP se ven incrementados
radicalmente, especialmente en e hipocampo (Gall, 1990; Schwarzer, 1996).

Los ganglios basales y estructuras asociadas estan relacionados con varias
patologias severas del SNC, como la enfermedad de Parkinson y la corea de
Huntington. Casi todo €l interés se ha centrado en la dopaminay sus funciones, pero los
NP también han de ser considerados por su involucracion en estas patologias (Gerfen y
Wilson, 1996; Graybiel, 1990). Asi, la mayoria de las neuronas dopaminérgicas
contienen NP, en particular CCK, y las prolongaciones neuronales expresan NP en
cantidades elevadas 0 escasas. De estos Ultimos, una poblacion contiene SP y dinorfina,
y son proyectadas hasta la zonareticulada de la sustancia nigra, mientras que e otro tipo
expresan encefaing, y proyectan principalmente a globus pallidus (Gerfen y Wilson,
1996; Graybiel, 1990). Técnicas de doble tincion han demostrado que muchas de estas
neuronas peptidérgicas utilizan GABA como su principal neurotransmisor (Penny,
1986). Encefalina, SP y dinorfina son regulados por la sefial dopaminérgica procedente
de la sustancia negra, como han evidenciado varios experimentos. De este modo, una
atenuacion en la sefial dopaminérgica en € estriado, por gemplo mediante la lesién de
lavianigroestriatal con 6-hidroxidopamina o mediante el tratamiento con inhibidores de
los receptores dopaminérgicos, produce un incremento en la expresion de encefalina'y

una disminucién de dinorfina y SP, mientras que € tratamiento con agonistas
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dopaminérgicos aumenta los niveles de dinorfinay SP pero no asi de encefalina (Gerfen
y Wilson, 1996).

En € estriado, la dopamina también regula a NP neurotensina, presentando
ambos interesantes interacciones clinicas (Kitabgi, 1989; Nemeroff, 1986). Asi, las
drogas que atendan la transmision dopaminérgica, como € haoperidol, 6-
hidroxidopamina y reserpina, aumentan los niveles de neurotensina en el estriado de la
rata via receptores D2 (Deutch y Zahm, 1992). Ademés, la estimulacion de los
receptores dopaminérgicos, pero en este caso los receptores D1 (con metanfetamina),
aumenta igualmente los niveles de neurotensina (Letter, 1987; Wachi, 1987). La
neurotensina regulada a través del receptor D1 se encuentra en las neuronas
nigroestriatales (Castel, 1993), mientras que la neurotensina regulada a través del
receptor D2 aparece en las neuronas que proyectan hacia € globus pallidus. Esto entra
en consonancia con lo clasicamente conocido de que las neuronas nigroestriatales se
rigen principalmente por receptores D1 y las del globus pallidus contienen receptores
D2 (Gerfen y Wilson, 1996).

Sinapsis peptidérgicas

En las sinapsis peptidérgicas, a igua que en las del resto de neurotransmisores,
se produce una despolarizacion del termina presingptico seguida de una apertura de
canales de Cat++ voltajedependientes que permite la entrada de este cation a interior de
la neurona. Estos iones Ca++ promueven que las vesicul as que contienen los NP viertan
su contenido a espacio sinaptico tras fusionarse con la membrana plasmética del
terminal presindptico. Sin embargo la liberacién de los NP se desencadena por
elevaciones de concentracion de Cat++ citoplasmatico mucho menores que la de los

neurotransmisores clasicos (Verhage, 1991). Desde 1990 existe evidencia morfol6gica
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de que los NP pueden liberarse extrasingpticamente (Figura 13) (Thureson-Klein y
Klein, 1990).

En € termina postsindptico, al ser insolubles en la membrana plasmatica, los
NP deben gercer sus efectos interactuando con los receptores de la superficie celular
(Dobrescu, 1998). Esta interaccién normamente da lugar a un cambio en la estructura
tridimensional del receptor, fendmeno que origina una cascada de eventos en la célula
postsindptica que se traducira en la respuesta celular.

La eliminacion de los neurotransmisores tras su liberacion a la hendidura
sindptica resulta critica parala eficacia de la transmisién nerviosa. En el caso delos NP,
esta eiminacion es mucho més lenta que en e de los neurotransmisores de pequefio
tamafio molecular, ya que a diferencia de estos Ultimos, los NP no pueden recaptarse por
el terminal presingptico para su reutilizacion y sdlo pueden eliminarse mediante
difusion y proteolisis por peptidasas extracelulares (Akopian, 1991). Ademés se ha
comprobado que € proceso de eliminacion de los NP depende de la funcion que
desempefian: |os que acttian como neurotransmisores tienen una vida corta mientras que
los neuromoduladores tendran un retraso en los mecanismos de degradaciéon para
permitirles cumplir su funcion (Checler, 1993). Debido a laborioso método de sintesis
descrito, los NP se encuentran en el SNC a concentraciones entre 1000 y 100.000 veces
menores que las de los neurotransmisores de molécula pequeia (los NP cerebrales se
encuentran en concentraciones del orden de 10*2-10" mol /mg de proteina, mientras
que la de acetilcolina o norepinefrina, entre 10-°-101°mol/ mg) y por tanto, se liberan en
una cantidad mucho menor que los neurotransmisores clasicos. Esta diferencia de
concentracion se compensa por varias circunstancias. En primer lugar, los NP poseen
una afinidad por sus receptores diez mil veces mayor que la de los neurotransmisores

clasicos, lo cual les confiere una potencia mucho mayor. Ademas, actlian a través de
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vias intracel ulares que pueden proporcionar una amplificacién significativa. Por dltimo,
al ser mas lentos los mecanismos por los que los NP se eliminan de la hendidura
sindptica, éstos permanecen accesibles a sus receptores durante mas tiempo (Fuxe,
1994). Como ya se ha comentado, otra caracteristica importante de los NP es que a
menudo ocasionan acciones mucho mas duraderas, como son € cierre prolongado de los
canales de calcio, cambios persistentes en la maquinaria metabdlica de las células,
activacion o desactivacion de genes especificos dentro del nlcleo celular y alteraciones
a largo plazo de la cantidad de receptores excitadores o inhibidores. Algunos de estos
efectos duran dias, pero otros quizas meses o0 afios.

Un avance importante en e campo de los NP fue descubrir que éstos casi
siempre coexisten y se liberan de forma conjunta con uno 0 mas neurotransmisores
clasicos (Hokfelt, 1980; Hokfelt, 1980; Karhunen, 2001; Lundberg, 1996). Este
fendbmeno contradice e invalida la hipotesis enunciada por Henry Dale en 1935
(posteriormente conocido como Principio de Dale), segun la cua una determinada
neurona libera en todas sus terminaciones un unico tipo de neurotransmisor, que define
el tipo de neurona (Dale, 1935). De hecho en las neuronas adultas es habitua la
coexistencia de un neurotransmisor de molécula peguefia con uno 0 més de naturaleza
peptidica. En este sentido, los NP gjercen un papel de neuromodulador, ya que tienen la
capacidad de modificar la accién de los otros neurotransmisores (Kandel, 1998). De esta
manera surge € concepto morfoldgico de coexistenciay € funciona de cotransmision,
gue implican la regulacién de un neurotransmisor no peptidico o de molécula pequeiia
por otro de naturaleza neuropeptidica. Esta accién se ve favorecida por la lenta
degradacion y amplia difusion peptidica, 1o cual permite controlar grupos neuronales
incluso lganos a su liberacion (Bjorklund, 1992; Ceballos, 1997). Esta

neuromodulacion también la egercen regulando la liberacion de distintos
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neurotransmisores (Maneuf, 1994; O'Connor, 1992), ya que en las terminaciones
neuronales presinapticas existen receptores de NP (Ceballos, 1997). Este fendmeno de
cotransmision permitié aclarar fendmenos inexplicables hasta entonces, como era €
hecho de que la interaccién de un neurotransmisor no peptidico con su receptor en
presencia de un NP gerza una accion diferente o independiente a la que realiza dicho
neurotransmisor de manera aislada sobre e mismo receptor; y es que la accién del NP
es la de modular, positiva o negativamente, la accion del no peptidico, interfiriendo en
la interaccion de éste Ultimo sobre su receptor (Hokfelt, 1980; Lundberg, 1985). Los
neurotransmisores clésicos también pueden coexistir entre ellos en una misma neurona,
por ggemplo, GABA, glutamato, glicinay ATP (Hokfelt, 2000). Se ha visto que glicina
y GABA coexisten en las células de Golgi cerebelosas (Ottersen, 1988) y en la médula
espinal (Todd y Sullivan, 1990), y que reamente ambos pueden ser liberados
conjuntamente en la médula espina (Jonas, 1998). En la actualidad se conocen
numerosos ejemplos de cotransmision neurona en diferentes localizaciones. Sabemos
que en € asta dorsal de la médula espinal la SP coexiste tanto con neurotransmisores
clasicos (catecolaminas) (Ljungdahl, 1978) como con otros NP (VIP, galanina,
neurotensing, CCK) (Radhakrishnan y Henry, 1995). Otro gemplo de cotransmision de
un NP con un neurotransmisor de molécula peguefia ha sido descrito en las neuronas del
ganglio de la raiz dorsal, donde coexisten SP y glutamato, comprobandose que cuando
se antagonizan ambos neurotransmisores la excitacion se reduce enérgicamente, lo que
sugiere la existencia de una interaccion sinérgica que induce sensibilidad central (De
Bias y Rustioni, 1988). Aungque se ha intentado establecer una relacién en la
coexistencia y colocalizacion de los diferentes tipos de neurotransmisores, parece que
no hay ninguna regla genera o patron de combinacion. La coexistencia parece ser un

fendmeno tan generalizado que la cuestion podria ser si realmente existe algiin NP que
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no coexista con un neurotransmisor clasico. Una posible excepcidn serian las neuronas
magnocel ulares hipotalamicas, que contienen |os neuropéptidos oxitocinay vasopresina
como sus principales neurotransmisores (Brownstein y Mezey, 1986). En las neuronas
parvocel ulares hipotaldmicas, relacionadas con e control de la hipéfisis anterior, en las
gue los NP son presumiblemente |os transmisores mas importantes, excepto por algunas
neuronas tuberoinfundibulares que parecen contener dopamina, factor inhibidor de la
prolactina, como transmisor principal (Hokfelt y Fuxe, 1972). Algunas neuronas de
CRH de los nucleos paraventriculares expresan GAD (acido glutdmico-decarboxilasa) y
sintetizan GABA (Meister y Hokfelt, 1988). De nuevo € CRH es probablemente €
neurotransmisor principal, y e GABA posiblemente un modulador de su liberacion. En
précicamente ninguna del resto de las neuronas, que se sepa, es e NP €
neurotransmisor principal. Actualmente la maxima atencion se centraen el estudio de la
coexistencia de NP con aminas bidgenas y acetilcolina. Por gemplo, en la rata las
neuronas 5-HT més caudales del asta anterior medular expresan también TRH y SP,
mientras que las del asta posterior carecen de estos NP (Hokfelt, 2000).

Los NP también pueden actuar como neurohormonas, es decir, actuar sobre
poblaciones celulares (incluyendo neuronas) situadas a distancia tras ser liberados
directamente a la sangre o0 a liguido extracelular (Strand, 1999). Y es que, en general,
las neuronas pueden liberar un “céctel” de moléculas mensajeras con un amplio
espectro de acciones biolégicas y diferente informacion temporal (sefides lentas,
intermedias y rapidas). Ademas, un NP concreto puede actuar como neurotransmisor en
una sinapsis y ser liberado extrasingpticamente para gercer acciones moduladoras u
hormonales en otros lugares proximos o distantes que posean receptores para €. Por
todo ello resulta muy dificil establecer exactamente todas las funciones que desempefia

un determinado NP.
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Receptoresdelos NP

Hoy en dia se conoce que més del 80 % de los receptores de NP son receptores
acoplados a una proteina G (RAPG). Estos receptores, formados por una cadena Unica
de 400 a 600 residuos de aminoé&cidos, contienen un lugar de reconocimiento para el
ligando y un lugar de reconocimiento para una proteina G particular. Estructuralmente
presentan siete tramos transmembrana constituidos por 22-28 residuos hidréfobos en
forma de haces de hélices estrechamente empaguetados, separados por segmentos

hidréfilos (Figuras 14 y 15) (Strader, 1994).

ARl Sca- | visusl He sclersas

a 3 Prebeln

Figura 14: Estructura de un receptor de la familia de los RAPG o de los siete dominios
transmembranas. Se ilustra una representacion del receptor en tres dimensiones. (Procedente de
visual life science).
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Figura 15: Receptor acoplado a proteina G (RAPG). A. Estructura del receptor con sus siete dominios
transmembrana. B. Estructura de una proteina G inactiva con sus subunidades o, f y y en una
representacion esquemética (1) y tridimensional (2). C. Activacion de una proteina G por un RAPG
(Modificado de Alberts, 2008).

La union del NP a su receptor provoca la activacion de una enzima,
generamente una adenilatociclasa, que convierte ATP en AMPc (Figura 16, A). Este
AMPc se combina con una proteincinasa dependiente de adenilatociclasa (proteincinasa
A), que consta de una subunidad reguladora y otra catalitica. La interaccion del AMPc
con la subunidad reguladora provoca la liberacion de la unidad catalitica, que puede
actuar sobre el ADN y producir efectos alargo plazo sobre el metabolismo, crecimiento
y diferenciacion celular. Otros NP actUan a través de la hidrolisis del fosfatidil inositol
4.5 bifosfato, que da lugar a la formacion de otro grupo de segundos mensajeros, como
el diacilglicerol y € inositol trifosfato (Figura 16, B). También existen receptores de NP

acoplados a guanilatociclasa o tirosinacinasa.
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Figura 16: Mecanismos efectores de la proteina G. A. Viade proteincinasa A (PKA). B. Viadel
fosfatidil inositol bifosfato (PIP2) (Modificado de Alberts, 2008).

La identificacion de los receptores de NP ha supuesto un gran avance, pues €
hecho de que poseen sus propias dianas celulares con sistemas de segundos mensajeros,
apoya que posean un papel fisioldgico propio. También se han descrito proteinas
modificadoras de la actividad del receptor, que pueden provocar que dos NP diferentes,
aunque relacionados, sean capaces de unirse a mismo receptor, lo cual abre un campo
importante en el estudio de la plasticidad de los receptores (Massot 1996; McLatchie

1998).

Clasificacién delos NP
Se han realizado diversas clasificaciones de los NP segun diferentes criterios,
como son su localizacion tisular o estructura 'y secuencia de aminoécidos; este hecho ha

llevado a dividir a los NP en familias a veces con funciones similares o incluso
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solapadas. En la Tabla 10 se muestran los principales NP de mamiferos y se incluyen

algunos de | os recientemente descubiertos.

HIPOTALAMICOS

Hormona liberadora de tirotropina (TRH)
Somatostatina (SS)

Hormona liberadora de corticotropina
(CRH)

Hormona liberadora de |as gonadotropinas
(GnRH)

Hormona liberadora de la hormona de
crecimiento (GHRH)

Orexinas A y B (hipocretinas 1y 2)

HIPOFISARIOS

Oxitocina

Vasopresina

Hormona adrenocorticotropa (ACTH)
Hormona estimul adora de melanocitos
Prolactina

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

Hormona estimulante del tiroides
Secretoneurina

PEPTIDOS GASTROINTESTINALESY
PANCREATICOS

Péptido intestinal vasoactivo (VIP)
Colecistocinina (CCK)

Gastrina

Insulina

Glucagén

Motilina

Amilina

Péptido relacionado con e gen de la
calcitonina (PRGC)

Galanina

Secretina

Neuropéptido Y

Polipéptido pancredtico

Péptido tirosina-tirosina

PEPTIDOS OPIOIDES
Metencefalina (Met-Enk)
L eu-encefalina (Leu-Enk)
Dinorfina

B-endorfina

TAQUICININAS
Sustancia P

Neurokinina A (SustanciaK)
Neurokinina B

Neuropéptido K
Hemokinina 1

OTROS

Angiotensinalll

Bombesina

Bradicinina

Péptido relacionado con el gen dela
calcitonina (PRGC)

Neurotensina

Neuropéptido FF

Péptido natriurético cerebra

NUEVOS

Péptido regulador de la cocainay
anfetaminas

Endomorfinaly 2
NociceptinalOrfanina

Nocistatin

Péptido liberador de prolactina
Urocortina

Cortistatina

Apelina

Tabla 10: Clasificacion de los principales NP de mamiferos. (Modificado de Garcia-Lopez, 2002).
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Desarrollo farmacoldgico en el campo delos NP

Existen al menos tres tipos de acciones farmacoldgicas con las que se puede
modificar la accion de los NP: antagonistas, agonistas e inhibidores de las peptidasas.
Los primeros antagonistas fueron de naturaleza peptidica, 1a mayoria analogos D-
sustituidos (formas dextrdgiras). Uno de los primeros antagonistas sintetizados fue el de
la SP, [D-Pro?, D-Phe’, D-Trp?] (Folkers, 1982), si bien diez afios después se desarroll6
un antagonista no peptidico (Snider, 1991). Otro descubrimiento importante, mostré que
butiril-derivados del GMPc antagonizan la accion de la CCK, y esto se siguid del
desarrollo de antagonistas mas potentes parala CCK por parte de varios laboratorios.

Muchos de estos compuestos pueden atravesar la BHE, por 1o que pueden ser
empleados en patologias del SNC. Betancur y colaboradores publicaron una lista con
mas de 100 compuestos para distintos receptores peptidérgicos, entre ellos unos 20
compuestos para los receptores CCKg y NK1 (SP), y casi 30 para € receptor de la
angiotensina AT1 (Betancur, 1997).

Algunas claves para el empleo de antagonistas de NP como potencial es farmacos
radican en que éstos, en general, tienen una accion moderada en comparacion con los
neurotransmisores clasicos. Ademés, a gjercer un papel de tipo modulador, e bloqueo
de sus receptores provoca efectos menos drasticos que a bloquear, por gemplo,
receptores GABAérgicos o glutaminérgicos. Muchos de los NP son liberados
preferentemente en condiciones de fuerte activacion neurona y/o situaciones
patologicas, por 10 que sus antagonistas no tendran efectos bgjo condiciones de
normaidad y en cambio si actuaran en sistemas dterados en los que exista una
liberacion neuropeptidica acentuada (Hokfelt, 2000). La importancia de estas
circunstancias radican en €l hecho de gue € bloqueo de receptores peptidérgicos llevara

apareado muchos menos efectos secundarios. La reciente demostracion de la eficacia
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clinica de los antagonistas NK1 en la depresion (Kramer, 1998) nos puede servir como
gemplo, ya que en su estudio se demostraron muy escasos efectos secundarios, a
contrario de 1o que ocurre con los tratamientos antidepresivos de Ultima generacion
como son los inhibidores de la recaptacidn de serotonina. Esto no resulta sorprendente
S tenemos en cuenta que estos farmacos actlan sobre todas las neuronas 5-HT, y no
solo las asociadas con el control emocional.

Ademés, € hecho de que con frecuencia exista més de un receptor para un
mismo NP abre posibilidades para € disefio de antagonistas especificos frente a un
determinado receptor involucrado en una funcién determinada (Branchek, 2000). Este
principio ha sido importante en e campo de las monoaminas, donde ya han sido
desarrollados varios subtipos especificos de agonistas y antagonistas.

En contraste, el desarrollo de los agonistas ha sido mucho mas limitado, ya que
encontrar una molécula de este tipo con accion potente y especifica entrafia una elevada
dificultad. En contra de esto, un gjemplo seria la sintesis de un potente agonista del
receptor CCKg, que ademas atraviesa la BHE (Durieux, 1992), asi como un potente
anal gésico opioide (Dooley, 1994). Una alternativa a | os agonistas peptidérgicos son los
inhibidores de las peptidasas que, al prevenir la escision enzimética de los NP, refuerzan
la transmision peptidicay gercen un efecto agonista. Asi, lainhibicién del catabolismo
de la encefaina supone un potencia tratamiento para e dolor y la adiccion a los
opioides. De este modo se han desarrollado drogas que inhiben dos enzimas, la
endopeptidasa neutra 24.11 y la aminopeptidasa N, encargadas de la degradacion de la
encefalina (Rogues 'y Noble, 1995).

En conclusion, parece que los NP gercen sus funciones principales cuando €l
sistema nervioso padece algun estimulo estresante, agresion o enfermedad (Hokfelt,

1991). En este sentido se piensa que los NP actuarian como una importante via de
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sefidlizacion en dichas situaciones y que la comunicacion peptidérgica funcionaria como
un “lenguaje” del cerebro enfermo susceptible de convertirse en una importante diana

para el desarrollo farmacol 6gico en diversas patol ogias (Hokfelt, 2000).

2.3 TAQUICININAS

Las taquicininas (TK) constituyen la mas extensa familia de péptidos conocida
en los metazoos y esta formada por elementos con actividad neurotransmisora presentes
en mamiferos, anfibios, moluscos e invertebrados. Como su nombre indica, las TK se
caracterizan por poseer una rgpida y potente actividad contractil de la musculatura,
aunque también se ha demostrado el papel fundamental que desempefian en €l control y
regulacion de diversas acciones fisiol 6gicas. Aunque durante muchos afios se penso que
tenian Unicamente un origen neuronal, hoy se sabe que estan presentes en diversos
tegjidos de la anatomia de diferentes especies animales. En todas las especies que poseen
esta familia de péptidos, éstos gercen su accién mediante la unién y activacion de
diferentes isoformas de RAPG del tipo rhodopsin-like. El descubrimiento de las TK en
vertebrados no mamiferos se remonta a la década de |os 40, momento en que se aislé en
una especie de pulpo mediterraneo una sustancia desconocida —que posteriormente seria
conocida como eledoisina- con capacidad para disminuir la presién sanguinea, contraer
la musculatura lisa intestinal y estimular la salivacion de una forma profusa en perros 'y
ratas (Erspamer, 1949). En invertebrados, tras varias décadas de investigacion, se
confirmé la existencia de estos péptidos en estructuras nerviosas de la langosta
migratoria (Schoofs, 1990) y en glandulas sdlivares de una especie de mosquito
(Champagne y Ribeiro, 1994). La estructura primaria de las TK se encuentra bastante
conservada entre diferentes especies animales, tanto vertebrados como invertebrados.

Esta alta estabilidad estructural sugiere una fuerte presion sdlectiva a lo largo de la
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evolucion, es decir, las mutaciones que implican cambios conservadores en la secuencia

de aminoécidos favorecen su supervivencia evolutiva (Almeida, 2004).

Estructuradelas TK delos mamiferos

Las TK de mamiferos, anteriormente conocidas como neurocininas, constituyen
una familia de péptidos integrada clasicamente por tres miembros. sustancia P (SP),
neurokinina A (NKA) y neurokinina B (NKB). Posteriormente se han sumado el
neuropéptido K (NPK) y e neuropéptido gamma (NPy) -ambas formas elongadas de la
NKA-, lahemokinina-1 (HK-1) y las endoquininas (Tabla 11).

Desde € punto de vista quimico, todas las TK de mamiferos presentan dos zonas
definidas: una secuencia pentapeptidica caracteristica comun en el extremo hidrofébico
carboxi-terminal, Phe-X-Gly-Leu-MetNH2, (Regoli, 1994), y una secuencia amino-
terminal, variable en las diferentes TK, gque es la responsable de su selectividad. Segun
el residuo que ocupe la posicién X en la secuencia C-terminal, se distinguen dos tipos de
TK: las arométicas, en las que X es un aminoécido aromético (Phe, Tyr), y las dliféticas,
en las que es un aminoacido difatico (Val, lle). De forma caracteristica, todas las TK
son aminopéptidos, es decir, presentan un grupo amino en la metionina carboxi-
terminal. Mientras que & extremo amino-terminal define la especificidad de las TK
frente al subtipo especifico de receptor (Schwyzer, 1987), la secuencia C-terminal esla
encargada de la interaccién y activacion de dicho receptor, a través de la cua €ercera
sus funciones biol égicas (Cascieri, 1992; Krause, 1992; Maggi, 1995). La amidacion de
la metionina terminal es esencia para su funcionamiento, y por elo los péptidos
tachykinin-like de los invertebrados, con una argininaen e C-terminal, son incapaces de

activar los receptores taguicinérgicos (RTK) de mamiferos.
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TAQUIUININA

sustancia P {SP)

11 aa)

SECUENCLA DE AMINOACIDOS °

Arg-Pro-Lys-Pro-Glu-Glo-Phe-Phe-Gly-Leu-Met 19H,

Neurukinima A (NEKA)

10aa)

His-Lye-Thr-Asp-Ser-Fhe-Val Gly-Lea-Met NH,

NMeurokinina B (NERB)

10 aa)

Asp-Iviet-His-Asp-Fhe-Phe-Val-Griv-Len-Ilet WH>

Neuropéptido K (WPE)

33 aa)

Agp-Ala-Asp-Ser-Ser-Ile-Glo-Lwvs-Gln-Val-Ala-Leu-Len-Lys-Alz-Len-
Tyr-Gly-His-Gly-Glo-Tle-Sar-Hiz-Dye-Arg - Hie-Tys-Thr-Asp-Ser-Pha-Val-
Glv Leu Met NH-

Neuropeptido v (NFsy)

(21a3)

Acp-Ala-Gly-His-Crlv Gla-Le-Ser-His-1ye-Arg-His-1 ye-Thr- Acp-Ser-Fhe-
Val Giv-Leo-bdet NH,

Hemokinina-1 (HE-1)

111 a4)

Fadokinima A (FKA)

44 aa)

Thr-Gly-Lys-Ala-Ser-Gin-Phe Phe Gly-Leu-Met N,

Asp-Glvr-Gly-Glu-Glu-Glo-Tar-Lew-Ser-Thr-Gla-Ale -Glo-Tle-Trp-Val-
I=-Val-Ala-1eu-Glu-Gla-Gly-Ala-Gly-Pro-Ser-le-Gla-Leu-Gla-Len-Gla-
Gl Val-Lys-Tin-Gly-Lys-Aki-Sa-Glon-Phie-Phe-Glv-Leu-Mel. NH-

Eadckinina B (EKB)
41 aa)

Asp-Gly-Gly-Glu-Gli-Glun-Tin -Lew-Se-Tlo -Glu-Al-Gle-Tio -Tip-Glo-
Gly-Ala-Gly-Pro-Ser-Te-Gln-Len-Glo-Leu-Gin-Gln-Val-Lys-Thi-Gly-
Lys-Ala-Ser-Glo-Phe-Fhs-Ghv-Len-Mer. NHa

Cadckinina € (TKC) B
14 aa)
Endckinina D (EKD}*
14 aaj

Lys-Lws-Ala-Tvr-Glo-Teg-Glu-His-The-Phe-Glo-Cly-Len-Len NH2

Val-Gly-Ala-Tw -Glo-Leu-Glu-His- Tin -Phe-Gln-Gly-Lew-Leu HZ

Tabla 11: Secuencia de los diferentes NP que integran la familia de las TK de mamiferos. A)
L os aminoacidos subrayados son los que conforman la secuencia C-terminal comin de las TK.
En negrita se representa e residuo aromatico o alifatico correspondiente. B) Péptido relacionado

con las TK (tachykinin-like).

Mientras que la secuencia de la SP, NKA y NKB es idéntica en todos los
mamiferos en los que se ha estudiado, ladel resto de TK varia entre diferentes especies.

La SP fue laprimera TK descubierta (Von Euler y Gaddum, 1931) y supuso € punto de
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partida de una larga historia de investigacién en este campo. Cincuenta afos después se
aisaron en la médula espina del cerdo la NKA y NKB (Kangawa, 1983; Kimura,
1983), con diferencias respecto a la SP en la actividad farmacol6gica a nivel centra y
periférico y en su afinidad por € subtipo de RTK. En los afios siguientes se encontraron
péptidos estructural o funcionalmente parecidos en e SNC de varios vertebrados y
anfibios, como e NPK (Nawa, 1984; Tatemoto, 1985) y el NPy (Kage, 1988), que son
formas elongadas de laNKA. En el afio 2000 se encontré una nueva TK en e ratén con
actividad reguladora de la linfopoyesis B y expresion principalmente en tegjido no
neuronal, a la que se llam6 HK- 1 (Zhang, 2000). El descubrimiento de la HK-1 dio
paso a la descripcién de un nuevo grupo de TK, las endoquininas, con una estructura
variable entre diferentes especies animales. En humanos, la HK-1 presenta una
secuencia que coincide en sus seis Ultimos aminoacidos con la SP, mientras que la EKA
y EKB son formas elongadas por €l extremo N-termina de la HK-1 (la EKA es un
péptido de 47 aminoé&cidos, mientras que la EKB, de 41 aminoé&cidos, es una forma
truncada de la EKA) (Kurtz, 2002; Page, 2003). Mientras que la EKA y EKB poseen |la
secuencia clasica ya comentada de las TK, la EKC y EKD tienen una estructura
tachykinin-like (Phe-X-Gly-Leu-LeuNH2), variante de la forma clésica. Esta variacion
en su estructura hace que la EKC y EKD no presenten afinidad por ninguno de los tres
RTK.

En la Ultima década se ha propuesto la inclusion de nuevos péptidos periféricos
similares a las TK en esta familia. Mediante blsgueda bioinformética se identifico €
péptido-1 similar a las TK del cromosoma 14, C14TKL-1, ampliamente expresado en
tgjidos periféricos y con actividad agonista frente a receptor NK1 a pesar de su
secuencia tachykinin-like (Phe-Tyr-Gly-Tyr-Met-NH2) (Jiang, 2003). Su gen y

secuencia precursoratodavia no se han identificado, por lo que lainclusion de C14TKL-
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1 como una nueva TK vy la consideracién de su gen como TACS seria prematura.
También en 2003 (Zimmer, 2003) se descubrid la virokinina bovina, una TK codificada
por un gen del virus respiratorio sincitia bovino procesado y liberado por céulas de
mamiferos infectadas, y por tanto no codificada por € genoma de ningn mamifero.
Esta TK tiene la capacidad de infectar e interferir en la funcion de diferentes tipos de
células periféricas. La secuencia primaria de la virokinina esta muy conservada en todos
estos virus. Podria representar una nueva forma de mimetismo molecular, que
beneficiaria a virus a permitirle interactuar con los RTK para, de esta forma, modular

larespuestainflamatoria e inmune del huésped.

L ocalizacion y accionesdelas TK

Desde hace més de una década, la activacion de los RTK se haimplicado en una
gran variedad de acciones biol6gicas. Se ha descrito su participacion en lamodulacion y
transmision de la percepcion dd dolor, regulacion del comportamiento emociona 'y
otras funciones autondmicas a nivel del sistema nervioso central, modulacion de la
contractilidad del musculo liso, vasodilatacion, sensibilidad visceral, induccion de la
inflamacion neurogénica y hematopoyesis a nivel periférico, activacion del sistema
inmune y activacion de la secrecion de glandul as endocrinas (Longmore, 1997). Aungue
clasicamente se ha considerado a las terminaciones nerviosas sensibles a capsaicina
como la principa fuente de TK a nivel periférico (Lundberg, 1996; Maggi y Mdli,
1988), hoy en dia se sabe que existen otras fuentes neuronales y no neuronaes que
originan las TK a este nivel. De hecho, el descubrimiento de la HK-1 en 2000 (Zhang,
2000) supuso la ruptura del dogma que establecia que la presencia de las TK estaba
restringida de forma exclusiva a tegjido neuronal, y que realizaban su accién a nivel

periférico mediante su liberacion desde terminaciones nerviosas. La existenciade TK ha
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sido comprobada no sdlo en células no neuronales del sistema inmune (Weinstock,
1988), inflamatorio (Khare, 1998) y endotelio vascular (Linnik y Moskowitz, 1989),
sino también en las cdlulas tirotropas y somatotropas de la hipéfisis anterior (Brown,
1991), en células enterocromafines (Simon, 1992), en fibroblastos (Bae, 2002) y células
epiteliales (Chu, 2000), células musculares lisas intestinales y de la via aérea (Khan y
Callins, 1994; Maghni, 2003), en diferentes tipos de 6rganos reproductores femeninos
(Pintado, 2003), circulando en la sangre (Pernow, 1983) e incluso en la placenta, un
Organo carente de inervacion (Mufioz, 2010; Page, 2000). A nivel de tracto
gastrointestinal, las TK acttan como neurotransmisores en diferentes circuitos nerviosos
que regulan la motilidad gastrointestinal, secrecion y funciones vasculares. También
colaboran en la transmision nerviosa espinal aferente que inerva € tracto
gastrointestinal y desempefian funciones en |la respuesta del intestino a la inflamacién.
Las TK coexisten con la acetilcolina, principa neurotransmisor de las neuronas
excitatorias que inervan el musculo intestinal, y actan como cotransmisores de dichas
neuronas. La transmision excitatoria esta mediada por NK1R (sobre todo en las células
intersticiales de Cgal) y NK2R en e musculo. Las TK también participan en la
neurotransmision excitatoria lenta de las sinapsis neuro-neuronales a través de los
receptores NK1 y NK3, afectando a la motilidad del intestino. A nivel del epitelio
intestinal, 1a activacién de los receptores NK1 y NK2 estimula la secrecion de fluidos.
Ademés, las TK son liberadas desde las terminaciones centrales de las neuronas
gastrointestinales aferentes en la médula espinal, participando en las vias nociceptivas
(Shimizu, 2008). La NKB, gque en principio de creiarestringidaa SNC, hoy se sabe que
presenta una expresion periféricatan amplia como la SP. Esta TK ha sido descritaen la
placenta humanay de rata (Page, 2000), asi como en € Utero (Pinto, 2001) y otros tipos

de células reproductivas no neuronales de raton (Pintado, 2003). Ademéas se ha
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relacionado con el desarrollo de preeclampsia (Page, 2000; Pinto, 2004). Recientemente
se ha descubierto la presencia del receptor NK3 en osteoclastos de la médula ésea de
raton, y se ha sugerido que la NKB activa la formacion de osteoclastos y la resorcion
Osea a través de dichos receptores (Ichiki, 2011). Tanto la HK-1 como las endokininas
A, B, Cy D se expresan de forma preferente en células no neuronales. De hecho, la
expresion predominantemente periférica y elevada potencia agonista frente a los
receptores NK1 que presentan las endoquininas A y B, llevd a postular que éstas
endoquininas en realidad podrian ser los principales ligandos enddgenos del receptor
NK1, actuando a través de un mecanismo endocrino-paracrino, en tgjidos no inervados
en los que la SP no se expresa (Page, 2004; Page, 2003).

Han sido descritas varias moléculas con capacidad de unién a las TK. En €
suero de pacientes con fibrosis de médula 6sea se han encontrado complejos de SP y
fibronectina. La fibronectina es un componente de la matriz extracelular de la médula
Osea que comparte cierta similitud con € receptor NK1 y podria gercer un papel
protector en la digestion de la SP, donde SP (1-4) se comporta como un regulador
negativo de la hematopoyesis (Rameshwar, 1995; Rameshwar, 2003). También se ha
encontrado similitud estructural entre el receptor NK1 y e factor de crecimiento
hematopoyético proteico transmembrana inductor del receptor NK 1. Este factor se une
de forma no covalente a la SP e induce la expresion del receptor NK1 endégeno en los

fibroblastos de la médula 6sea (Bandari, 2002).

GenesdelasTK
Las TK de mamiferos estan codificadas por tres genes diferentes denominados
preprotaquiquininas (TAC) 1, TAC3 y TAC4, de acuerdo con & Comité de

Nomenclatura de Genes de la Organizacion de Genoma Humano
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(http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/). Esta nomenclatura sustituye a los términos
previamente usados PPT-A/PPT-I (TAC1), PPT-B/PPT-II (TAC3) y PPT-C (TAC 4)
(Patacchini, 2004). ElI gen TAC1 codifica la SP, NKA y sus formas elongadas NPK y
NPy; TAC3 codificalaNKB y TAC4 laHK-1y endoquininas (Tabla 12). El primer gen
clonado fue TACL, en 1983 a partir de cerebro bovino (Nawa, 1983). Inicialmente se
pensd que se trataba de dos genes diferentes, uno que contenia la SP (TAC1) y otro que
codificaba la NKA (a que se [lam6 TAC2). Hoy sabemos es un mismo gen constituido
por siete exones, de los que € exd6n 3 y 6 codifican la SP y NKA, respectivamente.
También se conoce que, mediante splicing (o empalme) alternativo del exén 6, este gen
puede dar lugar a cuatro isoformas diferentes de ARNm: las formas a y 6, que sélo
codifican lasintesisde SP, y las formas 3 y y, que codifican la sintesis tanto de SP como
NKA (Harmar, 1990; Kawaguchi, 1986; Nawa, 1984). Parala formacién de NPK y NPy
se precisa la inclusién o exclusion del exén 4 en las formas B y y de TACL,

respectivamente (Kage, 1988; Tatemoto, 1985).

GEN NOMBEE TAQUICININA LOC'AI_EACI@N NUMERD DE ACCESD
ATLTERNATIVO | CODIFICADA | CROMOSOMICA
NM 013996 (isoforma o)
SP/NEA = NM_ 003182 (1soforma )
TAC1 | PPT-AoPPT-I g21—422 - _
NPEMNPy NM 013997 (isoforma ¥)
NM_013998 (1soforma &)
TAC3 | FPT-Bo PPT-II NEE 12q13-421 NM 013251
HE-1/EKA.
TACY PPI-C EEE, EKC. 17q21.33 NM 170683
EED

Tabla 12: Genes de las TK humanas (Pennefather, 2004).
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Como consecuencia de este splicing a nivel de TACL, la SP puede expresarse a nivel
regional de forma aislada, mientras que la NKA siempre estard acompafiada de la
expresion de SP. Se ha comprobado la expresion de TAC1 en todos | os tejidos humanos,
especialmente en cerebro, corazon, bazo, colon, cerebro fetal, glandula mamaria
(Maggi, 1995, 1997; Pinto, 2004) y placenta (Marzioni, 2005). Ademas se ha visto
cémo cada especie animal tiene una diferente expresion de las distintas variantes de
splicing que no parece ser especifica de cada tipo de tgido, cuyo significado se
desconoce. En humanos las isoformas més abundantes son lay y B, ambas codificantes
tanto de SP como NKA (Bannon, 1992; Lai, 1998; Pintado, 2003), por 1o que en
muchas ocasiones ambas TK se sintetizan y liberan como cotransmisores tanto a nivel
central como periférico (Maggi, 2000).

El gen TAC3 codifica exclusivamente la NKB (Hokfelt, 2001; Kotani, 1986;
Page, 2000). Este gen estd compuesto por siete exones, de los cuales € 5 codifica la
NKB. Aunque su organizacién en humanos y bovinos es similar a la de TAC1, su
procesamiento es mucho menos complgo (Page, 2001). En humanos existen dos
isoformas precursoras, la aTAC3 y BTAC3, que se diferencian en los Ultimos 24
aminoacidos del extremo C-terminal (Page, 2005). Aungue inicialmente no se consiguio
asar la NKB en tgido periféricos mediante estudios de inmunorreactividad
(Moussaoui, 1992), estudios posteriores demostraron una intensa expresion del ARNm
de NKB en la placenta humana (Page, 2000). De hecho, se ha comprobado que la
expresion de TAC3 en tgjidos humanos es igua o incluso mas amplia que la de TAC1
(Pinto, 2004). Estos hallazgos sugieren que la NKB debe gjercer un papel similar a de
la SP tanto en el SNC como en tejidos periféricos. Se piensa que esta TK esta implicada

en la cascada de sefiales neuroendocrinas que tienen lugar en la pubertad, ya que
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mutaciones en € gen TAC3 son causa de hipogonadismo hipogonadotropico
normosomico idiopético (Topaloglu, 2010).

El descubrimiento de TACH4, €l tercer gen de las TK de mamiferos, por Zhang et
a supuso un hito en el campo de las taquicininas. Estos autores identificaron € nuevo
gen a partir de células hematopoyéticas de estirpe linfoide B de la médula 6sea de ratén
a que llamaron preprotagquiquinina-C, posteriormente renombrado como TACA4. Este
gen era responsable de la codificacion de una TK con amplia distribucion periférica no
neuronal hasta entonces desconocida (Zhang, 2000). Un par de afios mas tarde Kurtz
aisaron y caracterizaron en humanos € gen ortélogo a TAC4 descrito en ratén,
responsable de un péptido, la HK-1, que por compartir la secuencia carboxi terminal
caracteristica de las TK fue incluido como miembro de esta familia (Kurtz, 2002). En
humanos, este gen esta integrado por cinco exones, de los que € 2 codifica la HK-1.
Mediante splicing alternativo puede dar lugar a cuatro isoformas distintas de ARNm: q,
B, y y 0. Cada variante codifica de una forma diferencial los diferentes péptidos que
conforman € grupo de las endoquininas: EKA, EKB, EKC y EKD. Asi, mientras que la
EKB esta codificada por las cuatro isoformas, la EKA y la EKC unicamente |o estan por

0TAC4 y la EKD por BTACA4. La distribucién de las cuatro isoformas de TAC4 no ha
sido definida completamente, aunque si se sabe que a y YTAC4 se expresan

ampliamente en diferentes tgjidos periféricos humanos, particularmente en la placenta, y
de una forma escasa en €l cerebro (Page, 2004; Page, 2003). Recientemente se han
descubierto niveles muy elevados de expresion de este gen en e epitelio olfatorio de

raton, tejido de origen neurolégico (Tran, 2011).
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Sintesisdelas TK

La sintesis de las TK responde a modelo general de sintesis de NP ya
comentado anteriormente. Tras la traduccidn de las formas maduras de ARNm de los
genes TACL, TAC3 y TAC4, se genera un prepropéptido (gran polipéptido constituido
por un péptido de sefial, una o varias copias del NP en cuestién y una 0 mas regiones
espaciadoras). El péptido sefia, de entre 16-30 aminoécidos localizado en el extremo
Nterminal, permite que e péptido en formacion se acople y atraviese € reticulo
endoplasmatico para inmediatamente después ser escindido, dando lugar a propéptido.
Este propéptido es transportado a aparato de Golgi, donde se separan las regiones
espaciadoras del péptido activo final y éste es empaquetado en granul os secretores para,
en e caso de las neuronas, ser transportados a lo largo del axén hasta las terminaciones

nerviosas (Pennefather, 2004).

2.4 RECEPTORES TAQUICINERGICOS (RTK)

Estructuray localizacion delos RTK

En la década de los 80, el andlisis comparativo de las propiedades
farmacoldgicas de las diferentes TK permitié describir la existencia de tres RTK
especificos: NK1, NK2 y NK3 (Burcher y Buck, 1986; Lee, 1982; Maggi, 1987; Regali,
1987; Teichberg, 1981). El primero en ser clonado fue NK1 (Masu, 1987), lo cual
Supuso un importante avance no solo por ser & primer receptor neuropeptidico clonado
sino también porque permitia por primera vez imaginarlo y reconstruirlo fisicamente.
Pocos afios después se lograron clonar varios RTK mas (Nakanishi, 1991; Ohkubo y
Nakanishi, 1991).

Actuamente sabemos que las TK se unen a RAPG de tipo 1 o rodhopsin-like.

Estos receptores pertenecen a una gran superfamilia de receptores que ocupan
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aproximadamente e 1 % del genoma. Poseen una estructura de siete dominios
hidrofdbicos transmembrana, tres bucles extracelulares, tres bucles intracelulares, un
dominio extracelular amino-terminal y otro citoplasmatico carboxi-termina (Figura17).
Por su estructura tipica, también se les Ilama receptores de los siete dominios
transmembrana. Realizan sus acciones a través de la activacion de una 0 més proteinas
G: la unién de un agonista a su receptor especifico en la superficie celular causa un
cambio conformacional en éste que permite su interaccién con la proteina G,
formandose asi un complgo de ata afinidad: agonista-receptor-proteina G. Para la
activacion de los RTK es fundamental su interaccion con la region pentapeptidica

carboxi-terminal comun alas diferentes TK ya mencionada.

ey draceuhar

Figura 1. Representacion esquemética de la estructura de los RTK (la imagen corresponde a
receptor NK?2). Las regiones codificadas por los exones 1, 3y 5 aparecen mostradas en gris, y
las codificadas por los exones 2 y 4 se muestran en blanco. La disposicion de los exones es
idénticaen el receptor NK1y NK3 (Pennefather, 2004).

Los RTK han sido clonados en diferentes especies de mamiferos. En todos ellos,
el receptor NK1 es una proteina de 407 aminoacidos; en cambio, la estructura del
receptor NK2 (398 aminoacidos en humanos) y NK3 (465 aminoacidos en humanos)

varia entre diferentes especies. En todas las especies NK3 es mas largo que NK1 y
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NK2, presentando un extremo amino-terminal més elongado. Se piensa que la alta
conservacion interespecie de la estructura del receptor NK1 es debida a la necesidad de
éste de interactuar con mas de un ligando de alta afinidad. El grado de coincidencia en
la secuencia de aminoacidos entre los RTK humanos es del 47 % entre NK1y NK2, del
51 % entre NK1 y NK3, y del 41 % entre NK2 y NK3 (Almeida, 2004; Pennefather,
2004).

Aungue SP, NKA y NKB actian como agonistas completos de cada uno de los
tres RTK, cada TK presenta una afinidad y potencia de activacion diferente para cada
tipo de receptor (Tabla 13). De esta manera la SP es € ligando preferido del receptor
NK1, la NKA lo es del NK2 y la NKB del NK3 (Hastrup y Schwartz, 1996; Lecci y
Maggi, 2003; Maggi, 2000; Regoli, 1994). EI NPK y NPy, como formas elongadas de
NKA que son, se unen con mayor preferencia al receptor NK2, aunque también poseen
alta afinidad por NK1 (Burcher, 1991; van Giersbergen, 1992). Tanto la HK-1 como la
EKA y EKB presentan dta afinidad por € receptor NK1, con una potencia de
activacion similar ala de la SP, por lo que produce efectos casi idénticos a ésta a nivel
periférico (Kurtz, 2002; Morteau, 2001; Page, 2003; Zhang, 2000). En cambio, la EKC
y la EKD no muestran afinidad por los RTK, lo cual se explica por diferencia en la

secuencia peptidicadel extremo C-termina (Page, 2003).

Tipo de Receptor Orden de afinidad para las TK
NKIR SP = NEKA =NKB
NK2R NKA = NKB = SP
NK3R NKB = NKA = SP

Tabla 13: Comparacion de la afinidad de las TK por cadatipo de RTK.
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Los RTK son reconocidos por las TK enddgenas con una selectividad moderada,
lo cual podria explicarse por la conformacion similar que adoptan en €l sitio de union al
receptor. Sin embargo, peguefios cambios (tan solo en un aminoécido) pueden influir
notablemente en la conformacién espacial de las cadenas laterales peptidicas, haciendo
gue un determinado péptido sea mas potente y selectivo como agonista 0 antagonista
para un determinado receptor.

La expresion del receptor NK1 es muy amplia tanto a nivel centra como
periférico, habiéndose detectado en neuronas, células del endotelio vascular, musculo y
diferentes células del sistema inmunolégico (Ho, 1997; Lai, 1998; Patacchini y Maggi,
2001; Stewart-Lee y Burnstock, 1989; Tsuchida, 1990). En todas estas céulas €
receptor NK1 esté constitutivamente expresado, a diferencia de la médula 6sea, donde
lo esta de una manera inducible (Bandari, 2002). En cambio, € receptor NK2 esta
presente principa mente en la periferiay de una manera muy selectivaen ciertos nicleos
cerebrales (Pennefather, 1993; Saffroy, 2001; Por ultimo, NK 3 se expresa sobre todo en
el SNC aungque también se ha visto en ciertos tgjidos periféricos como placenta, GUtero,
musculo esguelético, vena porta y mesentérica de la rata, pulmén e higado y ciertas
neuronas entéricas de diferentes especies (Fioramonti, 2003; Lecci y Maggi, 2003;
Tsuchida, 1990). También se han observado marcadas diferencias interespecies en €
patrén de expresion y distribucion de cada tipo de receptor. Este hallazgo sugiere que
cada uno de los receptores puede gercer funciones similares y superpuestas sin la

necesidad de aumentar e repertorio de receptores (Pennefather, 2004).

GenesdelosRTK
Los tres RTK, NK1, NK2 y NK3 estan codificados por tres genes diferentes,

denominados gen del receptor de taguiquinina 1 (TACR1), TACR2 y TACR3,
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respectivamente (Tabla 14). Estos tres genes poseen una organizacion similar,
congtituida por una region codificante dividida en cinco exones separados entre si por

intrones situados en idéntica posicion (Figura 18).

RECEPTOR | LOCALIZACION - _

GEN | copmicabo | cromosomica | NUMERODEACCESO
TACR1 NKIR 2p13.1-p12 NM_001058
TACR2 NK2R 10g11-q21 NM_001057
TACR3 NK3R 4q25 NM_001059

Tabla 14. Genes delos RTK humanos.

Esta estructura de intrones y exones, presente en menos del 10 % de los genes
gue codifican RAPG, permite la potencial expansion de lafamiliade RTK atravésdela
generacion de variantes funcionales mediante la combinacién y empame de los
diferentes exones, o cual obvialanecesidad de contar con receptores adicionales. Asi, a
modo de gjemplo, €l exdn 2 marcad limite entre e inicio del segundo bucle intracelular
y € final del segundo extracelular, mientras que € exon 4 marca € limite entre € final
del tercer bucle intracelular y €l inicio de la terminacion C-terminal intracelular, por lo
que el empalme prematuro de cualquiera de esos exones podria modular la longitud de
los bucles del receptor o lalongitud de la terminacion N- o C- terminal, modificando de

esta manerala conformacion del receptor (Candenas, 2002).
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Figura 18. Representacion esquemética de la organizacion de los genes que codifican los RTK
humanos. Las regiones codificantes de los genes se dividen en cinco exones (I-V) separados
entre si por cuatro intrones (sefialados por lineas discontinuas). Los segmentos transmembrana
codificados por cada exon aparecen con color negro e identificados con las letras TM (1-7).
También se indican las posiciones de los aminoacidos en los lugares de splicing (Pennefather,
2004).

Existen relaciones evolutivas interespecies de estos receptores y tienen un origen
monofilético, es decir, los tres RTK derivan de un mismo gen (Altschul, 1997; Saitou y
Nel, 1987). En los vertebrados, existen tres tipos de RTK originados por duplicaciones a
partir de un receptor ancestral todavia presente en la Ciona intestinalis, animal marino
urocordado. Ademas la presencia y posicion de los intrones ha permanecido atamente
conservada alo largo de la evolucion. La ata conservacion en la estructurade las TK y
sus receptores en diferentes organismos que divergieron evolutivamente hace millones
de afios constituye una prueba del importante papel fisioldgico que desempefia este
sistema.

Existen diferentes motivos para pensar que debe existir un RTK no descubierto
ain. Lafalta de afinidad de la SP (1-7), un metabolito activo formado por e fragmento
N-terminal de la SP, por ninguno de los tres RTK conocidos apoya la teoria de que debe
existir un receptor aternativo que reconozca dicha region terminal. También sustenta
esta teoria la baja afinidad de la EKC y EKD por los tres receptores conocidos, que

sugiere la existencia de otro receptor para estos ligandos. Ademas, se ha visto como en
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el higado y pulmon de raton la NKB induce la formacion de edema por un mecanismo
independiente de los tres RTK conocidos (Grant, 2002). En contra de los argumentos
anteriores figura €l hecho de que en cada especie de mamifero existe sdlo un miembro
de cada tipo de RTK, lo cua sugiere gque los tres receptores que conocemos en la
actualidad constituirian una familia completa. Tampoco se podria descartar |a existencia
de nuevos RTK que pertenezcan a una familia diferente de receptores acoplados a una
proteina G. Esta hipétesis estaria apoyada por hechos como la interaccién de los
opioides con los RTK, asi como la union de andlogos de la SP y antagonistas del
receptor NK 1 con receptores opioides. Ademés, se ha comprobado como la naloxona se

comporta como antagonista de un andlogo dela SP (Lei, 1991; Sakurada, 1999).

25SUSTANCIA P

La SP eslaTK estudiada desde hace més tiempo, siendo la mejor caracterizada
en cuanto a su distribucion, liberacion, acciones fisiolégicas e implicacion
fisiopatol 6gica en diversos procesos patoldgicos. En 1931 Euler y Gaddum, tratando de
encontrar acetilcolina en extractos hipotal @amicos e intestinales equinos, describieron por
primera vez la presencia de un factor resistente a la atropina con una potente capacidad
para estimular la contraccion muscular y disminuir la presién sanguinea (Von Euler y
Gaddum, 1931). Comprobaron que este compuesto mantenia su actividad cuando, tras
evaporarse, se convertia en un polvo seco, motivo por € que lo llamaron “P” (de
powder, polvo en inglés) en sus anotaciones (Hokfelt, 2001). En la década de los 50 se
comprobd la existencia de SP en diferentes éreas del cerebro, médula espinal, plexo
nervioso de la capa muscular del tracto gastrointestina y nerviosy ganglios del sistema

nervioso periférico (Pernow, 1983). A comienzos de la década de los 70, Susan Leeman
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y colaboradores fueron los primeros en identificar la SP como un undecapéptido
(Chang, 1971), sintetizar & compuesto (Tregear, 1971) y poner a punto un
radioinmunoensayo para SP (Powell, 1973).

La SP es soluble en agua y alcohol, e insoluble en éter y cloroformo. Tolera
ebullicion a pH entre 1-7 y es réapidamente destruida en medio acalino. En
electroforesis se desvia hacia €l cdtodo a pH< 10 y su punto isoeléctrico esta proximo a
9. La actividad bioldgica de la SP es inactivada por latripsinay la pepsinay resiste la

accion de las carboxipeptidasas (Pernow B, 1983).

La secuenciade 11 aminoé&cidos de la SP es la siguiente:

H-Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-L eu-M et-NH2

Figura 19: Imagen tridimendional dela SP

Como ya se ha comentado, la SP gjerce sus funciones mediante su union con €l
receptor NK1, del que es su principal ligando y por el que més afinidad presenta de los
tres RTK descritos hasta ahora. La porcion N-terminal de la SP presenta la maxima
capacidad para inducir la desensibilizacion del receptor NK1 (Vigna, 2001). De hecho,
diferentes estudios han mostrado que fragmentos N-terminales como SP(1-4) y SP(1-7)
son activos metabolicamente (Joshi, 2001; Zhou & Nyberg, 2002), y que la formacion

de los mismos puede ser bloqueada por la accion de inhibidores especificos de las
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endopeptidasas. Paraddjicamente, el metabolito SP (1-7) tiene algunos efectos similares
y otros opuestos alos de la SP completa (Hallberg & Nyberg, 2003).

M ecanismo de accion

La SP realiza acciones como neurotransmisor, neuromodulador (a regular la
actividad de otros neurotransmisores) y hormona, ya que gerce su actividad a distancia
de los lugares donde es liberada. Su actividad neurotransmisora fue propuesta ya en la
década de los 50 (Lembeck, 1953). Tras ser liberada del termina presingptico en
respuesta a estimulo despolarizante, la SP se inactiva fundamentalmente a través de la
degradacién por peptidasas, no participando en su inactivacion la recaptacion de este
NP. Benuck et a describieron en 1975 una EPN (endopeptidasa neutra) parcialmente
purificada a partir de cerebro de rata con actividad proteolitica sobre la SP (Benuck &
Marks, 1975). Posteriormente se comprobd que la coexistencia en las mismas células de
esta EPN con receptores NK 1 reducia marcadamente la union de la SP a éstos ultimos,
debido a la degradacion acelerada que experimentaba la SP (Okamoto, 1994). La EPN
(EC 3.4.24.11, también llamada encefalinasa) es una metal opeptidasa de membrana que
cataiza la ruptura de aminoacidos hidrofébicos no terminales por su vertiente amino.
Actla sobre diferentes péptidos ademas de la SP, como son la insulina (cadena B),
péptidos opioides, encefalinas, péptido natriurético auricular, péptido natriurético
cerebral, neurotensina y neuropéptido Y. Esta enzima es inhibida primariamente por €l
EDTA (&cido etilendiaminotetraacético), phosphoramidon y thiorfan, y es reactivada
por € zinc. La EPN es idéntica al antigeno comin de la leucemia aguda linfoblastica
comun, un marcador proteico de la leucemia aguda linfocitica (Eberlin, 2012;
Offermanns y Rosenthal, 2008; Painter, 1988).

Intracelularmente, la union SP/NK1 receptor es seguida de una hidrdlisis de

fosfoinositol, movilizacién del calcio, aumento de los niveles de AMPc y la activacion
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del sistema proteinquinasa activadora de mitdgenos (MAPK) (Luo, 1996) (Figura 20).
La ruta endocelular tras la internalizacion del complgo SP/NK1 receptor ha sido
estudiada en profundidad por Grady et a (Grady, 1995). Gracias a los estudios con
microscopia confocal usando SP marcada y anticuerpos anti receptor NK1, se puede
detallar la ruta intracelular asi como |os procesos de degradacién y reciclgje de dichos
receptores. Se ha podido determinar que la SP y su receptor se internalizan rdpidamente
mediante la accién de la clatrina en los denominados endosomas tempranos. En
ausencia de SP, € receptor NK 1 se localiza en la membrana plasmética, pero cuando la
célula esta expuesta a este NP, €l receptor y € ligando se unen, tras activarse laruta, se
iniciala agrupacion en lamembranay se desplazan conjuntamente hacia el interior dela
célula por endocitosis. Es posible que este método no sea € Unico método de entrada
como aseguran agunos autores. Se ha observado que unavez € complgo se internaliza
se dirige a la region perinuclear donde se origina una acidificacion del endosoma
provocando la disociaciéon de SP y receptor NK1. Finalmente, se comprueba gue los
receptores aparecen de nuevo en la membrana. Existen distintas teorias para explicar
este fendmeno; sintesis de nuevos receptores, insercion de receptores preformados o
reciclaje de los receptores internalizados. Por el contrario, e ligando se degrada
enziméticamente en € interior de los endosomas ya que no aparece de nuevo en la
membrana plasmatica junto con los receptores. Parece ser que este mecanismo de
endocitosis y reciclgje de los receptores seria uno de |os mecanismos responsables de la
regulacion de los fendmenos desensibilizacion y resensibilizacién ante la presencia de
SP, de este modo la célula se haria insensible a cantidades excesivas de SP y se

conseguiria unaregulacion celular frente a este NP.
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Figura 20. Mecanismo de accion de la SP (Modificado de Mufioz, 2011).

el

Otro mecanismo de regulacion del sistema SP/NK1 receptor seria a través del
grupo carboxilo terminal que contiene serinay treonina que cuando se fosforila, causala
desensibilizacion del receptor en respuesta al estimulo repetido del agonista (O'Connor
2004).

Distribucion y localizacion

Los primeros datos de la distribucion y localizacion de la SP en e SNC y
periférico fueron obtenidos mediante técnicas de cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) en combinacion con estudios radioinmunologicos e inmunohistoquimicos
(Hoktfelt, 1975, 1977; Pernow, 1983; Maggio, 1985), empleando anticuerpos selectivos
frente a SP. En este aspecto es importante sefialar que algunos estudios han puesto en
evidencia una reactividad cruzada de los anticuerpos anti-SP con otras endoquininas
similares ala SP, como la HK-1, EKA y B (Graham, 2004; Page, 2004), e incluso con
la virokinina (Zimmer, 2003). Numerosos autores han descrito la existencia de SP en la

mayoria de las partes dedd SNC y periférico de todos los mamiferos estudiados,
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incluyendo a hombre, si bien su distribucion en muy variable entre diferentes areas
anatdmicas. En e SNC la SP se localiza en la corteza cerebra en las é&reas
somatomotora, somatosensorial, visual y olfatoria. Sin embargo, es a nivel subcortical
donde se hallan los mayores niveles de este péptido: los nicleos caudado y putamen
presentan una densidad muy elevada de somas celulares que expresan SP, presentando
proyecciones de fibras axonales a la sustancia negra. De esta forma €l area nigro-
estriada supone una de las areas de mayor concentracion del péptido. También hallamos
SP en los nucleos amigdalares del hipocampo, capsula interna 'y séptum. En € tronco
encefdlico se localiza entre los principales nlcleos neuronales (destacando el
trigémino), y en lamédula espinal sobre todo anivel de las astas posteriores. A nivel del
sistema nervioso periférico, la SP se localiza principa mente en las neuronas sensoriales
primarias de los ganglios espinales, cadena cervical simpéticay en los ganglios yugular,
nodoso y trigemina (Beaujouan, 2004). En € resto del organismo, la SP esta
ampliamente distribuida, localizdndose alrededor de los vasos sanguineos o
terminaciones nerviosas en la mayoria de 6rganos y tejidos. piel, foliculos pilosos,
glandulas sudoriparas, aparato respiratorio, genitourinario y cardiovascular, en los
plexos mientérico y submucoso del sistema digestivo e incluso en la pulpa dentaria
(Pernow, 1983; Severini, 2002; Shimizu, 2008). También se ha aislado en la préctica
totalidad de fluidos del organismo: sangre, LCR, orina (Altuntas, 2014), saliva (Parris,
1990), liquido peritoneal (Sanfilippo, 1992), leche materna (Ducroc, 1995)... Es decir,

presenta una distribucién universal.

2.6 RECEPTORESNK1

El receptor NK1 pertenece a tipo de receptores denominados “RAPG”. Su

estructura consiste en siete hélices transmembrana conectadas entre si a través de tres
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buclesintray otros tres extracelulares, con un extremo N-termina extracelular y otro C-
termina intracelular. El nicleo lo conforma e haz de siete a-hélices transmembrana
contraidas y estabilizadas como resultado de sus mutuas interacciones electrostéticas e
hidrofdbicas y unared de enlaces en este entorno lipofilico. Los bucles extracelulares se
organizan en cuatro filamentos de hoja plegada-3, mientras que los intracelulares
carecen de estructura determinada (Okada y Palczewski, 2001; Stenkamp, 2002).
Aungue se desconoce € mecanismo exacto, parece ser que, tras la union a ligando, la
traduccion de la sefia en los RAPG se lleva a cabo mediante una reordenacion del haz
de a-hélices que induce un cambio de conformacién en la superficie citoplasmatica del
receptor que es trasmitido a la proteina G para que complete € mecanismo de sefia
(Ernst y Bartl, 2002). Los hallazgos de diferentes trabgos defienden que e receptor
NK1 responde a un modelo de activacion multimodal, en e que la unién de cada
ligando induce en e receptor una conformaciéon Unica estable y especifica que le
permite activar una o més proteinas G de una manera ligando-especifica (Lecat, 2002;
Palanche, 2001). Esta conformacion adoptada por e receptor esta condicionada tanto
por e ligando (Hastrup y Schwartz, 1996) como por € microambiente, es decir, €
medio extracelular y la composicion fosfolipidica de la membrana en la proximidad del
receptor (Villar, 1998). Se ha demostrado la existencia de diferentes conformaciones
activas tanto en el receptor NK1 como en e NK2, presentando cada una de ellas una
forma preferencial para activar cada uno de los diferentes mecanismos efectores ademas
de una afinidad diferente por |os distintos agonistas y antagonistas (Hastrup y Schwartz,
1996; Lecat, 2002; Maggi y Schwartz, 1997; Palanche, 2001).

En los dltimos afios se ha intentado identificar €l sitio de union de la SP con €l
receptor NK1. Como resultado de numerosos trabajos se cree que esta union, dado €

caracter hidrofilico de la SP, se produce a nivel de mdiltiples dominios de la cara
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extracelular ddl receptor (Figura 21). En este sitio de unién gercen un papel destacado
algunos aminoacidos de los bucles extracelulares (como el Asn96 y Met181, del primer
y segundo bucle, respectivamente), hélices transmembrana (His108 y Tyr287, delalll y
VIl hélice, respectivamente) y extremo N-termina (Asn23, Gln24 y Phe 25) (Fong,
1993; Huang, 1994; Kage, 1996). Los antagonistas no peptidicos, por su naturaleza
hidréfoba, tienen su lugar de union a receptor NK1 localizado més profundamente,
entre los segmentos transmembrana, a diferencia de la SP (Figura 21) (Gether, 1993).
De esta manera, la union de la SP a receptor NK1 estabiliza una serie de
conformaciones activas del receptor que seran reconocidas por la proteina G especifica
(Holst, 1998). En este aspecto, se conoce que algunos aminoacidos como Phe268,
Glu78 o Tyr205 gjercen un papel importante en la estabilizacion de esa conformacion
activa o en la activacion del mecanismo de sefidl.

Glyl66 y Tyr216 son residuos de las hélices transmembrana IV y V,
respectivamente, que también se relacionan con € mantenimiento de la conformacion
correcta del receptor NK1 de cara a la selectividad del mismo por la SP. Asi,
mutaciones que afectan a estos dos aminoécidos aumentan la afinidad del receptor NK 1
por diferentes ligandos como NKA, NKB y septide (Ciucci, 1996). En e caso de
Gly166, éste se encuentra sustituido de forma natural en los receptores NK2 y NK3, por
lo que se piensa que juega un papel importante en las caracteristicas de afinidad
divergentes que los tres RTK han adquirido alo largo de la evolucién (Kage, 1996).

Existen dos isoformas funcionales del receptor NK1: una larga o completa (407
aminoécidos) y otra corta o truncada en e extremo C-termina (311 aminoacidos)
(Fong, 1992; Mantyh, 1996). Este extremo contiene una serie de sitios que median en la
fosforilacion e internalizacion del receptor al activarse tras su union al ligando. Por este

motivo la isoforma corta, que podria considerarse un subtipo de receptor, presenta una
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afinidad por la SP diez veces inferior (Fong, 1992), y ademas podria no seguir las
mismas vias de sefidizacion (Dery, 2001), presentar defectos de internalizacion (Bohm,
1997) y resistencia a la desensibilizacion homéloga en comparacion con la isoforma
larga (Li, 1997). En humanos, laisoforma larga del receptor NK1 es la més prevaente
en € cerebro, mientras que la truncada esta mas representada en tejidos periféricos
(Caberlotto, 2003). De la misma forma se ha comprobado una expresion diferente de los
genes TAC1 y TAC4 en tgidos humanos, con un predominio de TAC4 en tegidos
periféricos, especiamente en los del sistema inmune. Se ha sugerido que podria existir
cierta correlacion entre la preferencia con la que algunos tejidos expresan la isoforma
larga o corta del receptor NK1 y cémo esos mismos tegidos expresan

predominantemente SP o endoquininas y otros péptidos SP-like (Page, 2003).

(a) Y SJustance P

Figura 21. Representacion esquemética que muestra los sitios de union de la SP (a) y del
antagonista no peptidico CP-96,345 en el receptor NK1 (b). La primera imagen muestra la
vision extracelular en la que se representan los bucles y la region N-terminal. Los circulos
verdes representan los residuos que interactian con la SP. En la segunda imagen las siete
regiones transmembrana se muestran como hélices, y los circul os rojos representan 1os sitios de
union del antagonista CP-96,345. (Hokfelt, 2001).
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Existen varios subtipos de receptor NK1 segun la afinidad que presenten por
ciertos ligandos. Tanto [3H]SP o como [3H][Pro9]SP tienen gran afinidad y potencia
(Mussap, 1993) frente a los receptores NK1 denominados “clasicos”, que son aquellos
para los que la SP es la Unica TK enddgena con ata afinidad. Otra modalidad de
receptor NK1 es €l que presenta alta afinidad por ligandos del tipo [Glp6,Pro9] SP(6-11)
(septide). Estos NK 1, denominados “septide-sensibles”, poseen ata afinidad por varias
TK como la NKA, NPK, NPy y NKB, asi como algunos andlogos de la SP y NKA,
ligandos todos ellos que presentan una débil afinidad por los receptores NK1 “clasicos”.
En cambio la SP, a igual que los agonistas y antagonistas selectivos de |0s receptores
NK1 “clasicos”, poseen una ata afinidad por ambos tipos de receptores (Beaujouan,
1999). La SP (6-11) s6lo reconoce el sitio de unién de alta afinidad “septide sensible”,
gue resulta ser la minima longitud cadena necesaria para activar € receptor, que
coincide con los ultimos seis aminoécidos de la EKA y B (Beaujouan, 2004; Page,
2004; Severini, 2002). Un tercer subtipo de receptor ha sido descrito con € nombre
“nuevo NK1 sensible”. Este posee ata afinidad por TK de mayor longitud y no por
septide o0 SP (6-11) (Beaujouan, 2004). Se ha sugerido que los subtipos de “clasico” y
“septide sensible” en realidad representan variantes en la conformacion del mismo
receptor con capacidad para activar diferentes sistemas de transduccién de la sefid y de
esta forma gercer diferentes funciones. Asi, estudios in vitro han demostrado que los
receptores “clasicos” estan ligados a la activacion de una adenilato ciclasa mientras que
los “septide sensibles” lo estdn a la activacion de una fosfolipasa C (Sagan, 1997,
Torrens, 2000). Sin embargo, en estudios in vivo los receptores clésicos estaban ligados
a la activacion de una fosfolipasa C y raramente a una adenilato ciclasa (Beaujouan,

2004).
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La diferente expresion de los subtipos de receptor NK1 en cada localizacion ha
ofrecido nuevas perspectivas en € campo de la regulacién de estos receptores, a
establecer una relaciéon entre cada TK con su subtipo de receptor y su mecanismo
efector. Esto amplia las implicaciones fisiolOgicas derivadas de la interaccidn entre la
SP, endoquininas SP-like, NKA y NKB con € receptor NK 1, pues el hecho de que cada
TK pueda activar e receptor NK1 en diferentes sitios permite emplear antagonistas
selectivos este receptor capaces de bloquear diferentes acciones con diferente potencia

(Page, 2005).

2.6.1 Agonistasde losreceptores NK 1

Las caracteristicas que determinan la selectividad de un péptido por € receptor
NK1 son: 1) un residuo prolina en la posicién 4 (N- terminal) que determina la
conformacién del péptido; 2) una pareja de aminoécidos aromaticos en las posiciones 7
y 8, normamente Phe-Phe o Phe-Tyr, y 3) un aminoacido neutro o basico en la posicion
5, que en € caso de la SP es GIn (Severini, 2002). La conformacién de un péptido en
una solucién desempefia un papel muy importante en la selectividad del mismo frente al
receptor (Almeida, 2004).

En la tabla 15 se muestra la estructura de varios agonistas lineales del receptor
NK 1. Uno de los primeros agonistas preparados para aumentar la selectividad y afinidad
fue el metil éster SPOMe, que es varias veces mas activo gque la SP pero se metaboliza
rapidamente in vivo. El agonista PG-SPI, con caracteristicas acidas que le protegen
frente a la degradacién enzimatica, fue aislado en la piel de una especie de rana
australiana y presenta una actividad similar ala SP (Broccardo, 1995). La introduccion
de una prolinaen laposicién 9y 10, [Pro9]SP y [Pro10] SP respectivamente, dio lugar a

agonistas selectivos del receptor NK1, probablemente debido a restricciones en la
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conformacién de su estructura (Laviele, 1990). [Sar9,Met(O2)11]SP es una
modificacion de la SP que presenta estabilidad frente a la degradacion in vitro ademas
de una elevada potenciay afinidad por € receptor NK1 (Drapeau, 1987).

Entre los agonistas también se han empleado diversas TK aisladas de especies de
animales no mamiferos. El primero de ellos fue la el edoisina, un undecapéptido aislado
a principios de la década de los 60 a partir de un extracto obtenido de las glandulas
sdlivares de la Eledone moschata, una especie de pulpo mediterrdneo (Erspamer y
Anastasi, 1962). En humanos con hipofunciéon de la glandula lacrima € empleo de
el edoisina aumenta la secrecion de l&grimas hasta en un 200 % (Impicciatore, 1973). A
partir de fragmentos de la piel de una especie de rana de América del Sur llamada
Physalaemus biligonigerus, se descubrié que presentaban una actividad similar a la
eledoisina. Un par de afios después se descubrié la estructura peptidica de esta
sustancia, a la que se llamé fisalemina (Anastasi, 1964) y que presentaba una actividad
agonista frente alos tres tipos de RTK de mamifero (Bertaccini, 1976), presentando por
ellos una afinidad incluso mayor gue la de sus ligandos enddgenos naturales, como la
SP (Regoli, 1989). La fisdlemina es considerada, junto con la SP, e prototipo de
agonista frente a receptor NK1. La administracion de fisalemina estimula de forma

muy potente la secrecién lacrimal en diferentes animales.
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SECUENCIA DE AMINOACIDOS

HONSEEE 1 2 3 4 5 6 7 8 9% 1 1

SP Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Glo-2he-Phe-Gly-Leu-Met-NH:
SPOMe Arg-Pro-Lys-Pro-Gn-Gln-2he-Phe-Gly-Leu-Met-O0 e
PG-5F1 pGln-Fro-Asn-Pro-Asp-Glu-Phe-2he-Gly-Leu-Met-NH:
[Pro’]SP Arg-Pro-Lys-Pro-Glo-Gln-2he-Phe-Pro-Leu-Met-NH:
[Pro™sP Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-2he-Phe-Gly-Pro-Met-NH-

[Sar’.Met(0,)]SP

Arg-Pro-Lyvs-2ro-Glan-Glo-Fhe-Phe-Sar-Leu-Met{ 0y )-NH,

Fizalemina (PHYS)

oGlu-Ala-Asp-Pro-Asn-Lys-Phe-Tyr-Ghy-Leu-Met-NH,

Eledeisina pGlu-Pro-Ser-Lys-Asp-Ala-Phe-Ile-Gly-Leu-Met-NH;
Casinina Asp-Val-Pro-Lys-Ser-Asp-Gln-Phe-Val-Gly-Leu-Met-MNH,
LomTKLMa Glv-Pro-Ser-Gly-Fhe- Tyr-Glyv-Leu-Met-IH,

DiMeC7 pGlu-AlePhe-Phe-Sar-Leu-Met-NH:

[Arg’Sar’|SP(6-11)

Arc-Phe-Phe-Sar-Len-Met-NH;

Septide pGlu-FPhe-Phe-Pro-Len-Met-NH-
WS-Septide Are-FPhe-Phe-Pro-Len-Met-NH,
GR73832 Ava-Ple-Phe-Pro-NMeLea-Met-NH;

Orn-Phe-Phe-Gly-Leu-GluOBz

Tabla 15: Principales agonistas peptidicos dd receptor NK1 (Modificado de Almeida, 2004)
Unos afios después se aislo otro dodecapéptido a partir de la piel de otra especie

de rana, esta vez africana, la Kassina senegalensis, con estructura de TK y actividad
agonista frente a los RTK y a la que se llamé casinina (Anastasi, 1977). Otros como
LomTKLMa, una variante de la TK de insecto LomTK |, actlan como agonista del
receptor NK1 en tglidos humanos, incluso con mayor potencia y afinidad que la propia

SP (Torfs, 2002). La SP (6-11) es e fragmento minimo con selectividad y actividad
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frente al receptor NK1. Mediante modificaciones de su estructura se han creado
diferentes agonistas. Entre éstos destaca por su potencia[Arg6,Sar9] SP(6-11) (Drapeau,
1987). En @ caso de Septide y WS-Septide, su forma soluble en agua, la introduccién
de una prolina en la posicion 9 les confiere un aumento en su selectividad (Laufer,
1986), sin embargo se observé gue éstos presentan una alta variabilidad en su actividad
en diferentes tgidos, por 10 que probablemente exista un receptor sensible a septide

(Maggi y Schwartz, 1997; Petitet, 1992).

2.6.2 Antagonistas de losreceptores NK 1

El desarrollo de los antagonistas de la SP, sensibles y selectivos, ha permitido
comprender mejor sus acciones bioldgicas y lafisiopatologia del receptor NK1 (Mufioz,
2011). Durante la Ultima década, la investigacion en diferentes moléculas con actividad
antagonista frente al receptor NK1 ha impulsado el desarrollo de nuevos compuestos
con una prometedora actividad terapéutica en diferentes campos. Existen dos tipos de
antagonistas del receptor NK1: peptidicos y no peptidicos. La mayoria de los trabajos
realizados en € disefio y preparacion de los antagonistas peptidicos se han centrado en
la introduccién de D-aminoécidos (formas dextrogiras o especulares a los L-
aminoacidos). La tabla 16 muestra un listado con los principal es péptidos con actividad
antagonista frente a receptor NK1. El primero de élos descrito fue
[DPro2,DTrp7,9]SP, s bien su ata neurotoxicidad llevé a continuar la busqueda de
nuevos compuestos (Leander, 1981). Sobre la base del anterior se cred Spantide |, no
muy activo y todavia neurotoxico (Folkers, 1984). Los esfuerzos por aumentar su
potencia y disminuir su toxicidad llevaron a la creacién de péptidos de segunda
generacion, entre los que se encuentra Spantide |1, con ata actividad antagonistay baja

neurotoxicidad probada en animales (Folkers, 1990).
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MNUMUEL

SLCLLNCLA DU ANINQACENS

| U™ 1 Lrp ™ 5k

Arg-DPro-Lvs-Pro-Cilo-Glo-DV L rp-Phe- 1V rp-Lev -Met-NL L

Spantide L

DArzeo-Lys-Too-C -Glo-DTp-The-DTrp-Len-Lew-H;

Spamtide I
[DPra’. Pre" . Irp |52

[ERECRN B (b T|
SIma-11)

[Pro"DTrp “MeLen ]
5Pi5 I

DLvs* Fro Pal Pro DFhe™ Asn DTrp Phe DTrp Leu Nic 2H:

Arz Pro Lvs Pro Glo Gln Phe Phe DPro Fro® Trp NH:

T en-Gle-Gla-TTrp-Foe-I T TTrp-The-1TH,

Pro DIvp Phe DTrp Leu MoLeu MH:

(] 11
[S%?E_i‘;‘;"w‘ ] O Phe Phe Giy Lev AspOBz
Sendide Tvr DPlhe Phe DHis Leu Met NE:

[DTrp Scndide

[Cln*]Sewdide

Ivr DTrp Foe DHis Lew 2det WH:

Ghn-DPhe-Ple-DHi: -Lew-2021-WH,

Tabla 16: Principales antagoni stas peptidicos del receptor NK1

(Almeida, 2004)

La modificacion en los tres dltimos aminoacidos (posicion 9-11) de la SP
produjo una serie de antagonistas, entre los que destaca [DPro9,* Pro10,Trp11] SP por su
potencia (Lavielle, 1994). También se desarrollaron octapéptidos y hexapéptidos. Entre
los péptidos sin D-Trp destaca [Orn6,AspOBz11]SP(6-11), de demostrada potencia
antagonista en el ileon de cobaya (Karagiannis, 1993). Sendide actla como antagonista
selectivo y extremadamente potente en la médula 6sea de raton (Sakurada, 1992); sus
analogos [DTrp7]Sendide y [GIn6] Sendide se diferencian sdlo en un aminoacido y son
nuevos antagonistas con un comportamiento similar (Sakurada, 2002; Sakurada, 1994).
Se ha redlizado un esfuerzo por establecer cud es la estructura peptidica mas pequeia
con actividad antagonista frente a receptor NK1. Uno de estos compuestos es e FK
888, (2-(N-Me)indalil)-CO-Hyp-Nal- NmeBzl, de elevada selectividad y afinidad por €l

receptor NK 1 en ileon de cobaya (Fujii, 1992).
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Por dltimo, se han preparado una serie de compuestos ciclicos con una
conformacién rigida que aumenta su selectividad frente a receptor NK1. Ente éstos
destacan FK224, GR82334, GR71251, L668169 e ITF1565, péptidos estudiados en
diferentes animales de experimentacion cuyo andlisis de la estructura conformacional ha
puesto las bases para € disefio de otros antagonistas no peptidicos (Hashimoto, 1992;
Meini, 1994; Porcelli, 1999; Williams, 1993). De forma general, podemos decir que los
antagonistas peptidicos presentan una afinidad por el receptor NK 1 varias veces menor
gue sus agonistas naturales, inestabilidad metabdlica e imposibilidad para atravesar la
BHE, motivos que limitan su utilidad en estudios in vivo. Ademas, inyectados
directamente en e SNC presentan baja potencia, incapacidad para discriminar entre
RTK, actividad agonista residual parcia e inducen degranulacion de mastocitos y
neurotoxicidad (Lee, 1986).

Las limitaciones encontradas en |os antagonistas peptidicos impulso la busqueda
y desarrollo de nuevos antagonistas no peptidicos de diferente naturaleza: esteroidea,
amonios cuaternarios derivados de la quinuclidina, derivados del triptéfano, andlogos de
la piperazina 0 compuestos piperidinicos. El primer antagonista no peptidico descrito
con actividad selectiva frente a receptor NK1 fue CP-96,345 que presentaba ata
afinidad por € receptor NK1 y lugares de unién del calcio, por lo que tenia efectos
sistémicos no relacionados con € RTK (Snider, 1991). Sobre la estructura de éste se
elabord CP-99,994 (Piedimonte, 1993), también con alta afinidad por € receptor NK1
pero baja biodisponibilidad. También sobre la base de CP-96,345 se sintetizd ezlopitant
(CJ 11,974) (Reed-Hagen, 1999), con actividad antiemética postquimioterapia
comprobada hasta en un ensayo clinico en fase Il (Hesketh, 1999). CP-122,721 es un
analogo de CP-99,994 (McLean, 1996) cuya actividad antiemética, antidepresiva y

antiinflamatoria ha sido bien estudiada sin alcanzar una repercusion clinicarelevante.
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L-732,138 (Figura 22), es aproximadamente 1.000 veces méas potente para €
receptor NK1 que para el NK2 y e NK3 en humanos y 200 veces més potentes en €l
receptor NK1 humano que en ratas (MacLeod, 1994). Es capaz de antagonizar €l
aumento de permeabilidad vascular de la piel, produce una atenuacion de la hiperalgesia
(Cahill, 2002) y gjerce una accion antitumoral contra varias lineas celulares tumorales

humanas (Mufioz, 2007, 2007, 2008, 2010, 2011, 2012, 2012).

Figura 22. Representacién tridimensional de la estructura quimicade L-732,138 (a), L-733,060
(b) y aprepitant (c). Los &omos de carbono estén representados en gris, hidrogeno en blanco,
nitrégeno en azul, oxigeno en rojo y fltor en amarillo (Modificado de Rosso, Mufioz y Berger,
2012).

Por su repercusion clinica es importante L-733,060 (Figura 22), antagonista
desarrollado a partir de CP-99,994 (Huang, 2003) muy bien estudiado, que presenta
actividad analgésica (Parenti, 2012), antidepresiva (Guiard, 2004), ansioliticay frente a
trastornos del estado de animo (Rupniak, 2000), eficacia en la enfermedad inflamatoria

hepatica (Bang, 2003) y actividad antitumoral en diferentes lineas celulares humanas
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(Muioz, 2012; Muiioz, 2004; Mufioz, 2004; Mufioz, 2008; Muiioz, 2005; Mufioz, 2005;
Rosso, 2008).

Entre estos antagonistas también destaca MK-869 (Figuras 22 y 23), conocido
posteriormente como aprepitant (Figura 22), que ha sido empleado para €l tratamiento
del dolor (Chizh, 2007), prurito (Santini, 2012), migrafia, emesis (Tattersall, 2000),
trastornos psiquiétricos como depresion (Kramer, 1998) y como farmaco antitumoral
(Kast, 2009; Mufioz y Rosso, 2010). La FDA (Food and Drug Administration) aprobd
laindicacion de aprepitant oral paralas nauseas y vomitos inducidos por quimioterapia.
Una proforma de este farmaco, fosaprepitant, esta también aprobada para su empleo

intravenoso (Navari, 2007).

MK-1
receptor

MNK-1 receptor antagonist
Aprepitant

Figura 23: Sitios de union al receptor NK1 de SP y aprepitant. El antagonista se une alos
segmentos profundos transmenbrana del receptor NK 1y la SP a sus hélices extracelulares
(Mufioz, 2011)

102



2.7 EFECTOS FISIOLOGICOS Y FISIOPATOLOGICOS DEL

SISTEMA SP/NK1RECEPTOR

A concentraciones fisiol0gicas la SP gerce multiples acciones en todo €l
organismo. Entre ellas destacan las llevadas a cabo sobre € sistema inmune (Sl)
(Eglezos, 1991; Hartung y Toyka, 1989; McGillis, 1990; Maggi, 1997). La SP gerce un
papel inmunomodulador actuando tanto a través e SNC como periférico, y se ha
llegado a pensar que forma parte del complejo sistema de la inmunidad innata
(Pennefather, 2004). El balance entre NP proinflamatorios y antiinflamatorios resulta
crucia para mantener una situacion inflamatoria basal de reposo y de autotolerancia, de
forma que la ruptura de este delicado equilibrio jugaria un papel relevante en la
patogénesis de enfermedades inflamatorias cronicas y autoinmunes (Reinke y Fabry,
2006). El complejo SP-NK1 receptor desempefia un papel fundamental en la regulacion
de la actividad inmunologica, modulando la respuesta inflamatoria y, por ende, ante
agentes infecciosos (Douglas y Leeman, 2011). Su papel etiopatogénico se ha
relacionado con un gran numero de procesos patoldgicos de esta indole. En lineas
generales, la SP gerce un efecto proinflamatorio en e SI, aumentando |la respuesta
inflamatoria a nivel del aparato respiratorio, gastrointestinal y muscul oesquelético
(O'Connor, 2004). La SP a través del receptor NK1, retrasa la apoptosis y, por tanto,
aumenta la supervivencia de los neutréfilos (Bockmann, 2001), macrofagos (Kang,
2001) y precursores de linfocitos T y B (Zhang, 2000; Zhang y Paige, 2003). La SP
también potenciala proliferacion de los linfocitos T inducida por antigenos o mitégenos
(Cavo, 1992). Los monocitos/macréfagos expresan SP de forma constitutiva, y la
expresion de receptores NK 1 esta aumentada en células mieloides infiltrantes (Goode,

2000). Ademas, la SP estimula la secrecion de citoquinas proinflamatorias por estas
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células mononucleares En los focos inflamatorios de enfermedades inflamatorias
crénicas como la colitis ulcerosa o €l asma, tanto los macréfagos como los eosindfilos
son productores activos de SP (Ho, 1997; Metwali, 1994; Pascua y Bost, 1990). Se ha
demostrado que sus efectos se amplifican por la pérdida de su principa enzima
degradante, la EPN, de las células epitdiales que resultan dafiadas en los procesos
crénicos (Hwang, 1993). La SP ha demostrado tener efectos directos sobre la respuesta
funciona de los neutréfilos: induce la quimiotaxis, potencia la fagocitosis, la exocitosis
y promueve € paso de situacion de reposo a estado activado (Lloyds y Hallett, 1993;
Tanabe, 1996). Ademas, a atas concentraciones la SP prolonga la vida media de los
neutrofilos, aumenta su concentracion intracelular de calcio y estimula la liberacion de
radicales O2- y de IL-8 por estas células (Lloyds y Hallett, 1993; Serra, 1994). La SP
también aumenta la citotoxicidad de las células natural-killer, y reduce su actividad
migratoria (Lang, 2003), aungue existen estudios mas recientes en |os que parece g ercer
el efecto contraio (Monaco-Shawver, 2011). Las céulas dendriticas (CD),
pertenecientes al sistema mononuclear fagocitico, forman parte de lainmunidad innata y
actiian como las mas potentes células presentadoras de antigenos de nuestro SI. La
liberacion de SP en @ foco inflamatorio es capaz de reclutar CD inmaduras hacia €l
mismo (Lambrecht, 2001). El estimulo in vivo de CD con agonistas del receptor NK1
promueve una respuesta inmune del tipo CD4+- Thl y CD8+- Tc (Mathers, 2007). Las
CD expresan receptores NK1 y son capaces de aumentar la expresion de este receptor
ante estimulos como lipopolisacaridos bacterianos (Janelsins, 2009; O'Connor, 2004).
Ademas, tanto la SP como sus andlogos a concentraciones fisiolégicas inducen un
efecto antiapoptotico sobre estas CD, mediado por € receptor NK1 (Janelsins, 2009).
Recientemente se ha descrito que tanto la SP como la HK -1 inducen la diferenciacién de

células T CD4+ memoria hacia células Thl7, a través de la produccion monocitaria de

104



IL-1B8, IL-23 y TL1A. De esta manera, la SP y la HK-1, liberadas tanto por
terminaciones nerviosas sensitivas como por células inflamatorias, estimularian la
activacion y produccion de citoquinas de las células mieloides infiltrantes, o que
conduce a la generacion de células Thl7 y al inicio o mantenimiento de este tipo de
respuesta inflamatoria (Cunin, 2011). Todo esto explica que, en situaciones en las que
predomine la secrecién de SP sobre otros NP anti-inflamatorios se favorezca la
aparicioén de trastornos inflamatorios cronicos 0 autoinmunes.

Cada vez hay mas evidencia gue apoya la existencia de una comunicacion activa
y bidirecciona entre SNC y SI (Elenkov, 2000; Steinman, 2004). De esta forma se
acepta que el SNC puede estimular o inhibir la actividad de la inmunidad tanto innata
como adquirida y, a su vez, € Sl a través de la liberacion de citoquinas puede
influenciar la actividad del propio SNC. Algunos péptidos con funciones de
sefidlizacion neural o neuroendocrina han demostrado presentar una potente actividad
antimicrobiana, por 1o que el SNC podria utilizarlos como agentes anti-infecciosos a
enviarlos de formarapiday precisa a los lugares infectados. Los NP tienen propiedades
antimicrobianas y se comportan como moléculas anfipéticas, 1o cua les permite
alcanzar altas concentraciones tanto en e espacio acuoso que hay entre la terminacion
nerviosay su receptor como en la membrana de la célula a la que se dirigen (Brogden,
2005). En concreto, la SP posee actividad antimicrobiana in vitro frente a
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa y Candida abicans (Kowalska, 2002). Asi, € sistema SP-NK 1
receptor se considera el principal mediador en la interaccion reciproca existente entre el
Sl y e SNC (Hartung y Toyka, 1989; Maggi, 1997; Severini, 2002). Por €llo, una
secrecion predominante de SP, de actividad proinflamatoria, sobre otros NP

antiinflamatorios favorecera la aparicion de trastornos inflamatorios cronicos y
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autoinmunes tanto en d SNC como en tegidos periféricos (Reinke, 2006). Esta
capacidad del SNC para interaccionar con € Sl y el sistema endocrino estableciendo
una comunicacion bidirecciona con ambos basada en un lengugje quimico de
neurotransmisores, hormonas y citoquinas ha llevado a hablar de la existencia de un gje
neuro-inmuno-endocrino (Blalock, 2002). La prevencién de los efectos proinflamatorios
de la SP, utilizando antagonistas de los receptores NK 1, puede tener potencia efecto
terapéutico en enfermedades inflamatorias tales como asma, sarcoidosis, bronquitis
crénica, enfermedad inflamatoria intestinal, cistitis, artritis reumatoide (Anichini, 1997),
y de hecho en cuaquier enfermedad inflamatoria (O’ Connor, 2004).

LaSPy d receptor NK1 actlian como moduladores de la respuestainmune en la
infeccién por e VIH. Se han encontrado niveles de SP elevados en € plasma de
pacientes infectados por € VIH (Douglas, 2008; Douglas, 2001). Los macréfagos y
linfocitos de pacientes infectados por este virus expresan méas SP, lo que llevo hace ya
mas de una década a plantear la hipétesis de que lainteraccion del VIH con la SP podria
tener gran relevancia en la inmunopatogénesis de la infeccién por € VIH y SIDA (Ho,
2002). También se ha demostrado la implicacion de esta TK en los trastornos
neuropsiquiatricos presentes en individuos infectados por este virus (Ho y Douglas,
2004). El bloqueo de los receptores NK 1 con aprepitant gerce un efecto anti-VIH-1 en
cédlulas mononucleares de sangre periférica, ademas de una sinergia con algunos
inhibidores de las proteasas (Manak, 2010). Recientemente se ha comprobado que la SP
aumenta la expresion del VIH-1 en neuroesferas de origen fetal infectadas por este virus
(Schwartz, 2013). En los Ultimos afios, se ha demostrado que € aprepitant inhibe la
infeccion por VIH, (Wang, 2007). El aprepitant es e antagonista antirretroviral para
VIH-1 més potente y esta actividad anti VIH es sinérgica con otros antirretrovirales por

lo que hacen de é un excelente agente terapéutico. La asociacion entre la depresion, la
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ansiedad y € estrés con la progresion de la enfermedad del VIH sugiere que factores
neurobiol 6gicos y neurofisioldgicos jugarian un papel importante en la modulacién del
VIH através de las vias neuro-endocrino-inmunol égicas. Asi, € uso de antagonistas del
receptor NK1 (aprepitant, por jemplo) podria mejorar tanto el estrés emociona como
lainfeccion.

El control neuropeptidico del Sl se inicia desde la propia hematopoyesis
medular. Las células madre hematopoyéticas (CMH) y mesenquimales de la médula
Osea responden a diferentes estimulos durante la hematopoyesis. La médula Osea esta
inervada por fibras nerviosas peptidérgicas y simpaéticas, habiéndose encontrado fibras
con expresion de TK (Fras, 2003). Esta inervacion es necesaria para la retencion de
CMH vy otros progenitores en la propia médula ésea (Afan, 1997), y se ha comprobado
gue cuaquier ateracion neural de la hematopoyesis se traduce en una disfuncién
inmunolégica (Kang, 2004). Asi, la liberacion de neurotransmisores, entre los que
destacan la SP y NK-A, resultaria fundamental para mantener una homeostasis
hematopoyética. Todo esto hallevado a hablar de la existencia de un € e neuro-inmuno-
hematopoyético (Rameshwar y Gascon, 1997). La figura 24 representa los diferentes
niveles de la hematopoyesis en los que participan tanto la SP como la NKA: en cada
punto en e que actia la SP, la NK-A realiza una accion hematopoyética opuesta'y una
retroalimentacién negativa (Rameshwar y Gascon, 1995). De esta manera, la SP y la
NK-A tienen efectos opuestos en cuanto a la proliferacién de las CMH, regulando la
misma por un mecanismo autocrino y/o paracrino (Kang, 2004). Estudios recientes
sefialan el probable papel de la enzima conversora de angiotensina 'y un sistema renina-
angiotensina propio de la médula Gsea, a través del cua la angiotensina Il actuaria de
forma conjunta y coordinada con la SP y otros NP en laregulacién de la hematopoyesis

(Sheny Bernstein, 2011).
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Figura 24. Resumen de | as acciones hematopoyeéticas de la SPy NK-A. (I) La SP tiene un efecto
estimulatorio sobre los progenitores primitivos de la médula ésea. (I1) La SP estimula la
proliferacion de los progenitores eritroides precoces (BFU-E) y tardios (CFU-E). (111-VI1) La SP
tiene un efecto sinérgico con diversas citoquinas para inducir la proliferacion de las colonias
mixtas mieloide-eritroide. Las flechas indican estimulacién hematopoyética por la SP (Kang,
2004).

A nivel del sistema nervioso (SN), son numerosas las acciones en las que de
manera fisiol0gica participala SP. En la corteza cerebral, la SP es capaz de aumentar la
actividad neuronal de manera intensa y duradera, actuando asi como modulador
neuronal (Hokfelt, 1982). También actia sobre € e€e hipotdamo-hipofisario
produciendo un aumento en la liberacion de hormonas (Baertschi, 1981). La
localizacion clésica de liberacion de la SP es la sustancia nigra, Si bien sus acciones en
esta localizacion son complegjas y deben estar relacionadas con su interaccion con otros
neurotransmisores mediante fendmenos de cotransmision, como e GABA vy la
dopamina (Jessell, 1978; Somogyi, 1982). La presencia de SP y su receptor NK1 en la
amigdala sugiere su participacion en e comportamiento emociona y la respuesta

neuroquimica al estrés (De Felipe, 1984). Existen datos que asocian efectos

neuroprotectores a la SP a dosis fisiologicas (Amadoro, 2007; Lallemend, 2003), asi
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como efectos neurotroficos en cuanto a la regeneracion neuronal tras un dafio agudo
(Kim, 2015; Park, 2007).También se le atribuye participacion en la formacion del SNC
durante laembriogénesis (De Felipe, 1995).

Es importante mencionar su implicacion en la “inflamacion neurogénica”, en la
que ha demostrado ser el principal neurotransmisor. Esta consiste en un fenémeno de
vasodilatacion, aumento de la permeabilidad microvascular, dolor, extravasacion de
proteinas y edema tisular asociado a la liberacion de neuropéptidos. Se cree que es
consecuencia de un reflggo axoniano que tiene lugar en las terminaciones de las
neuronas sensoriales como consecuencia de la estimulacion eléctrica, mecanica y
quimica de las fibras C de dichas terminaciones. Aunque en esta conexién se ha
postulado la intervencion de diferentes neurotransmisores (acetilcolina, noradrenaling,
bradiquinina, histamina, serotonina o prostaglandinas), actuamente existe evidencia
para afirmar que la SP es € principal mediador de este tipo de respuesta inflamatoria
tanto anivel del SNC como periférico (Lembeck y Holzer, 1979; Pernow, 1985). La SP,
a nivel del endotelio vascular, produce vasodilatacion, aumento de la permeabilidad
capilar, extravasacion plasmética y aumento de la expresion de las moléculas de
adhesion ICAM-1, facilitando por medio de éstas la migraciéon transendotelia e
infiltracion de los neutréfilos en e foco inflamatorio (Nakagawa, 1995; Quinlan, 1998).
También presenta actividad neuroinmunorreguladora sobre la inmunidad celular y
humoral, estimulando la proliferacion de células T (Payan, 1983), diferenciacion de
cdlulas B, degranulacion de mastocitos y diapédesis leucocitaria (Krause, 1992,
McGillis, 1990). La SP liberada por los astrocitos activa diferentes moduladores
transcripcionales, entre los que destaca e factor de transcripcién NF-kappaB, con un
papel muy importante en la regulacién de la expresion de moléculas proinflamatorias

como IL-8 y que ademas participa en la regulacion de la apoptosis (Fiebich, 2000; Lieb,
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1997). La SP también induce un aumento en la expresion de IL-2 por las células T
(Calvo, 1992; Rameshwar, 1993), e IL-1, IL-6 y TNF-a por astrocitos (Gitter, 1994) y
monocitos (Lotz, 1988). Ademas, la disponibilidad de model os animales knockout para
SP/NKA ha permitido comprobar que la expresién de estas TK en las neuronas
sensoriales y células hematopoyéticas es necesaria para € desarrollo de inflamacién en
la via aérea tras la formacién del complegjo antigeno-anticuerpo (Chavolla-Calderon,
2003). Por todo esto la inflamacién neurogénica representa uno de los giemplos mas
notables del papel que la SP desempefia en procesos fisiopatol 6gicos (Severini, 2002).

La SP se encuentra intimamente relacionada con la epilepsia, ha sido implicada
en la generacion de status epiléptico (Zachrisson, 1998), y disminuye e umbra de
inicio de la actividad convulsiva. Spantide |1, un antagonista del receptor de la SP, es
capaz de suprimir la actividad electroencefalogréfica y prevenir é desarrollo de nuevas
crisis en modelo experimental animal (Liu, 1999). Estos datos demuestran e papel
proconvulsivante de la SP y de su gen TAC-1. Recientemente se ha demostrado un
aumento en la expresion tanto de SP como del receptor NK1 en las neuronas y células
gliades del hipocampo de enfermos con esclerosis mesia tempora (Blanco, 2012). La
adicion de un blogueante del receptor NK1 a tratamiento actual con antiepilépticos
como la lamotriginag, puede ser beneficioso en pacientes que sufren epilepsia refractaria
(Kalinichev, 2010; Mufioz y Covefias, 2014).

Los pacientes afectos de esclerosis lateral amiotréfica presentan un patron de
células que expresan SP diferente en comparacion con sujetos controles (Gillberg, 1982;
Matsuishi, 1999). En la enfermedad de Parkinson, numerosos trabajos han establecido
una relacion entre € debut de la enfermedad con la degeneracién de diferentes tipos
neuronas que contienen SP en la sustancia nigra, ganglios basales y areas circundantes

(Cui, 2008; Gai, 1991; Mauborgne, Javoy- Agid, 1983). También se ha relacionado la
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SP en |la génesis de la degeneracion espinocerebelosa o ataxia espinocerebelar tipo 1|
(Matsuishi, 1996). En la enfermedad de Huntington se ha descrito la pérdida de
neuronas SP-positivas a nivel del cuerpo estriado y otras regiones de los ganglios
basales (Richfield, 2002). Incluso se ha establecido una correlacidn entre la severidad de
la enfermedad y un gradiente en la pérdida de inmunorreactividad de la SP en € cuerpo
estriado (Ferrante, 1986). Los pacientes afectos de enfermedad de Alzheimer presentan
una menor expresion de SP en diferentes regiones cerebrales (Bea y Mazurek, 1987;
Kowall, 1993). En cambio, los niveles aumentados de SP en LCR se correlacionan con
un debut clinico tardio (mayores de 65 afios) (Rosler, 2001). Recientemente la SP ha
demostrado revertir la neurotoxicidad mediada por e amiloide beta (Flashner, 2011,
Pieri, 2010).

En lapid, la SP induce liberacion de histamina produciendo eritema, erupciéon y
picor. Este efecto se bloguea con la administracion de antihistaminicos (Hagermark,
1978). Un reciente estudio ha puesto de manifiesto la capacidad de la SP, aplicada de
formatdpica, para acelerar la cicatrizacion de heridas cutdneas. Esta mejoria se produce
mediante la modulacion de citoquinas (IL-10, TNF-a) y factores de crecimiento (TGF-
B, factor de crecimiento vascular endotelial), que provocan en la herida una mas
temprana infiltracion leucocitaria, proliferacion de fibroblastos, angiogénesis, depdsito
de colageno y reepitelizacion. Basado en estos hallazgos |os autores sugieren que la SP
topica podria ser de utilidad para tratar las Ulceras de los enfermos diabéticos (Kant,
2013). También se ha establecido una relacion entre los niveles elevados de SP y
expresion de receptores NK1 en la pid de pacientes afectos de mastocitosis (Maintz,
2011).

La SP se considera uno de los principales neurotransmisores implicados en la

transmision de la sensacion dolorosa y su posterior elaboracion en el SNC (Henry,
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1993; Radhakrishnan y Henry, 1995). La SP se sintetiza a nivel periférico en las fibras
nerviosas nociceptivas de pequefio diametro para, tras una estimulacion periférica
intensa, ser liberada en las astas dorsales de la médula, donde activan los receptores
NK1 delas vias de transmision del dolor haciael SNC (Severini, 2002). En 1977, Jessel
& lversen demostraron que un andlogo de la metionina-encefalina bloqueaba la
liberacion de SP en preparaciones del nlcleo del trigémino, region rica en terminaciones
dolorosas y neuronas que contienen SP, y este efecto, a su vez, era antagonizado por
naloxona (Jessell & Iversen, 1977). Hoy sabemos que la SP no solo regula la
excitabilidad de las neuronas nociceptivas del asta dorsal, sino que también esta
involucrada en e proceso de integracion del dolor anivel central y en la generacion del
estrés y ansiedad que éste desencadena (DeVane, 2001). La primera generacion de
antagonistas no peptidicos de los receptores NK1 son potentes inhibidores de la
excitacion del asta dorsal de la médula (Radhakrishnan y Henry, 1991). La molécula L-
733,060, antagonista no peptidico, tiene buena penetrancia en el SNC y su accién es de
larga duracién (Rupniak, 1996).

En € aparato respiratorio en 1977 se identificd por primera vez SP en fibras
nerviosas del musculo, tejido conectivo y epitelio traqueobronquia (Nilsson, 1977). La
SP es un broncoconstrictor muy potente y ademas tiene un gran efecto vasodilatador
sobre los vasos de la via aérea, induce la secrecion de moco y regula el mecanismo de
aclaramiento mucociliar (Chapman, 1998). La expresion pulmonar del receptor NK1 es
cuatro veces mayor cuando €l pulmoén esta infectado por virus respiratorio sincitial
(VRS). Lainhibicion selectiva del receptor NK1 suprime la inflamacion neurogénica en
las vias respiratorias intrapulmonares infectadas por VRS. La profilaxis con anticuerpo
monoclonal contra VRS, inhibe la inflamacion neurogénica 'y € aumento del receptor

NK1 que se produce en la infeccién por dicho virus. Asi, € uso de antagonistas del
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receptor NK1 para € tratamiento de la bronquiolitis por VRS, probablemente podria
ofrecer un tratamiento especifico para esta enfermedad (Mufioz, 2011). Son muchas las
sustancias que inducen la liberacion de NP desde las terminaciones nerviosas
sensoriales pulmonares, entre ellas los alergenos, la histamina, prostaglandinas y
leucotrienos. Los pacientes con asma presentan un aumento en la expresion tanto de SP
como de receptores NK1 en € arbol bronguial. La SP parece jugar un papel importante
en e desarrollo de hiperreactividad bronquial, inflamacién de la via aérea y tos
(Advenier, 1999; Ellis y Undem, 1994). Mientras que € efecto en la hiperreactividad
bronquia esta mediado sobre todo por e receptor NK2, la rotura microvascular con
extravasacion de plasma y formacion de edema estdn mediados por el receptor NK1
(Grant, 2002; Maggi, 1995). La inflamacién neurogénica inducida por la SP también
participa en otras patologias respiratorias, como son la tos no productiva, infecciones
respiratorias por virus, rinitis alérgicas y sarcoidosis (O'Connor, 2004).

A nivel cardiovascular, la SP es uno de los vasodilatadores mas potentes
conocidos (su accion vasodilatadora es 100 veces mayor que la de las bradicininas). Su
administracion gerce un efecto hipotensor muy potente acompafiado de taguicardia,
comprobado tanto en estudios de animales como humanos (Erspamer, 1981; Evans,
1988). Experimentalmente, la administracion intravenosa de eledoising, agonista de la
SP, produce hipertension intracraneal, aumento de la frecuencia respiratoria y
vasodilatacion cutanea (Broccardo, 1995). Este efecto vasodilatador sbolo puede
obtenerse si € endotelio esta intacto (D'Orleans-Juste, 1985; Regoli, 1987), por lo que
se piensa que las TK acttan promoviendo la liberacion a nivel endotelial de factores
enddgenos (prostaciclinas, 0xido nitrico, factor relgjante derivado del endotelio) que
reducen € tono de la musculatura lisa arterial. También se ha encontrado SP en

terminaciones nerviosas sensoriales que rodean a los vasos sanguineos de diferentes
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localizaciones anatdmicas, por medio de las cuales median la Ilamada vasodilatacion
neurogénica (Furness, 1982). En modelos experimentales de miocarditis virica, se ha
visto que @ empleo de antagonistas de los receptores NK1 podrian reducir la
cardiomegalia, necrosis, inflamacion, y apoptosis de cardiomiocitos que se dan en esta
patol ogia (Robinson, 2009).

La SP participa en multiples procesos relacionados con € sistema endocrino.
La SP se ha relacionado con los cambios producidos por € envejecimiento a nivel del
gje hipotalamo-hipofisario (Y uan, 2005). En los Ultimos afios se ha puesto de manifiesto
el pape tan relevante que desempefia la SP en la regulacion neuroendocrina de la
reproduccion (Lasaga y Debeljuk, 2011). Los cambios en la concentracion de la SP
plasmética durante e ciclo menstrual sugieren que ésta desempefia un papel importante
en laregulacién de la ovulaciéon (Kerdelhue, 2006; Kerdelhue, 2000), y también parece
regular la secrecion de prolactina (Skinner, 2009). Se ha comprobado la existencia de
SP tanto en las células de Leydig testiculares de ratas (Ortega, 2006) como en células
granulosas del ovario de estos roedores, y se ha sugerido su papel en la implantacién
(Pintado, 2003). Tanto SP como NKA aumentan la motilidad de los espermatozoides
humanos de forma proporcional a su concentracion, ya que éstos expresan tanto
receptores NK1 como NK2 (Ravina, 2007).

Desde hace décadas se conoce € papel tan importante que las TK gercen en €
tracto gastrointestinal. Los tres tipos de RTK se expresan en las neuronas entéricas,
musculo liso, células epitdiales, cdlulas ddl sistema inmune y vasos sanguineos. Tanto
la SP como otras TK estan implicadas en funciones de secrecion de fluidos y
electrolitos, motilidad intestinal, vascularizacion y funcidn inmunitaria. Se hablaincluso
de laregulacién taquicinérgicaintestinal y del potencial papel de los RTK como dianas

terapéuticas (Furness y Costa, 1987; Holzer y Holzer-Petsche, 1997a, 1997b). A nivel
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gastrointestinal, la SP regula la contractilidad de la musculatura lisa, e transporte
epitelial de iones, la permeabilidad vascular y la actividad inmunoldgica local. Se ha
encontrado un aumento en los niveles de SP y expresion del receptor NK1 en e recto y
colon de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, presentando este aumento
una correlacion con la actividad de la enfermedad (O’Connor, 2004).

La SP desempefia un papel fundamental en la regulacion de la afectividad
emocional y respuesta neuroquimica al estrés, por lo que alteraciones en este complejo
SP/NK1 receptor estarian involucrados en la patogenia de la depresion y otros
trastornos psiquiétricos (Kramer, 1998; Pantaleo, 2010). En los ultimos afios diversos
trabajos han puesto de manifiesto la relacion de la SP en estos trastornos (Herpfer y
Lieb, 2003; Mantyh, 2002). Se ha comprobado que los sujetos con mayor ansiedad
presentan mayores niveles plasmaticos de SP (Schedlowski, 1995; Weiss, 1996; Bondy,
2003). También se han descrito niveles aumentados de SP en LCR de sujetos con
depresion, sintomatologia esquizofrénica (Rimon, 1984) y fibromialgia, trastorno
relacionado con la depresion (Russell, 1994; Vaeroy, 1988). Se ha confirmado la
presencia de SP en € hipotdamo y amigdala, estructuras del sistema limbico
involucradas en la regulacion del comportamiento emocional (DeVane, 2001). La
infusién de SP durante € suefio ha demostrado asociar un peor estado de animo a
despertar y una disminucion en la calidad del suefio (Lieb, 2002). Los estudios
realizados en este &rea, se basaron en la presencia de receptores NK1 en las regiones
cerebrales relacionadas con e comportamiento emocional. Destacan los ensayos
realizados por Kramer (1998) y Rupniak et a (2000), donde demuestran la capacidad
ansiolitica ciertos antagonistas de |os receptores NK 1. Kramer et a realizaron un ensayo

clinico a doble ciego comparando e MK-869 (aprepitant) con la paroxetina'y placebo,
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observando igual eficacia como antidepresivo que la paroxetina y con efectos
secundarios similares a placebo (Kramer, 1998).

La génesis y progresion de los tumor es estan intimamente relacionadas con €l
Sl, de manera que las células inmunes pueden actuar tratando de detener la génesis de
tumores o facilitando la progresion de los mismos a distintos niveles. Este
planteamiento unido a una serie de datos experimentales ha llevado a algunos autores a
formular la hip6tesis de que  SNC podria ser capaz de monitorizar y modular la
formacion de tumores a través de interacciones del €e neuro-inmuno-endocrino,
(Gidron, 2005; Mravec, 2006), en e que como sabemos la SP desempefia un papel
fundamental. Una de las acciones de la SP que ha tenido mayores implicaciones en la
investigacion es su capacidad mitogénica, comprobada en diferentes tipos celulares
sanos. células del tegido conectivo (Nilsson, 1985), sinoviocitos (Lotz, 1987),
fibroblastos (Ziche, 1990) y linfocitos (Payan, 1983). También se ha comprobado su
capacidad para estimular la neovascularizacion através de lainduccién de proliferacion
endotdial (Ziche, 1990). De hecho, la SP puede considerarse como un mitégeno cuasi-
universal. Ya en la década de los 80 se identifico la presencia de SP y otros NP en
tumores primarios del SNC de humanos (Allen, 1985). Una década después, Hennig et
al no solo demostraron la existencia de receptores NK1 en células tumorales de
astrocitoma, glioblastoma, carcinoma medular de tiroides, cancer de mama y
ganglioneuroblastoma, sino que ademas observaron que en la mayoria de estos tumores
este receptor se expresaba tanto en 10s vasos sanguineos intra como peritumorales. Este
hallazgo planted la hipotesis de que la SP participa en la progresion y crecimiento de las
células tumorales a través de su relacion con los vasos sanguineos de la vecindad,
actuando de forma autocrina y paracrina (Hennig, 1995). En 1996, Luo et a

comprobaron in vitro por primera vez que concentraciones fisiolégicas de SP inducen
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mitogénesis a través del receptor NK1 en una linea celular de astrocitoma humano.
Demostraron que esta respuesta mitogénica estaba mediada por la incorporacion de una
[3H]timidinaa ADN. Este proceso esta relacionado con la estimulacion de la actividad
de latirosincinasay las cinasas extracelulares reguladas por sefia (Erkly Erk2) (Luo,
1996). Pocos afios después se demostrd en un modelo animal, consistente en inyectar
células tumorales de astrocitoma humano a ratones atimicos, que € complejo SP-NK1
receptor participa en desarrollo y crecimiento in vivo del tumor (Palma, 2000). Con
estos hallazgos se abria un nuevo camino para € empleo de antagonistas de los
receptores NK1 como potenciales tratamientos anticancerosos. Y a en la Ultima década,
numMerosos trabajos, entre los que destacan los realizados por € grupo del Dr. Miguel
Mufioz Séez, han puesto de manifiesto que tanto la SP como su receptor NK1 se
expresan en diferentes tipos de células tumorales. En todas las lineas tumoraes
estudiadas la SP induce la proliferacion celular y la mitogénesis, habiéndose
demostrado e efecto antitumora derivado del bloqueo los receptores NK1 con
diferentes antagonistas especificos de este receptor. Destacan los estudios llevados a
cabo en lineas celulares de retinoblastoma (M ufioz, 2007; Mufioz, 2005), neuroblastoma
y glioma (Mufioz, 2004; Mufioz, 2005), leucemia aguda linfoblastica (Mufioz, 2012),
melanoma (Mufioz, 2004; Mufioz, 2010), adenocarcinoma gastrico y de colon (Rosso,
2008), cancer de mama (Bigioni, 2005), laringeo (Esteban, 2009; Mufioz, 2008) y en
cancer de pulmén (Mufioz, 2012). También se ha estudiado € papel de la SPy su
receptor en € tejido tumoral de cancer de pancreas (Friess, 2003), tumor queratoquistico
odontogénico (Gonzalez Moles, 2008) y en e carcinoma oral de células escamosas
(Brener, 2009). Por todo esto el blogueo de los receptores NK1 se ha convertido en una
diana terapéutica de creciente interés en los ultimos afios (Mufioz y Covefias, 2010,

2011, 2012; Muiioz, 2012; Muiioz y Rosso, 2010; Mufioz, 2010, 2011; Rosso, 2012).
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II.HIPOTESISY
OBJETIVO



1. HIPOTESIS

Las TK son una familia de péptidos muy ampliamente distribuida en animales
vertebrados e invertebrados. En las Ultimas décadas numerosos trabajos han puesto de
manifiesto la presencia de TK, fundamentalmente la SP y su receptor NK 1, en diversos
organos y tegjidos de nuestra anatomia. A partir de este descubrimiento se ha postulado
su papel etiopatogéenico en una gran variedad de fendmenos fisiolégicos y patol 6gicos,
aumentando e conocimiento que tenemos de dichas condiciones y abriendo e camino
al planteamiento de nuevas estrategias terapéuticas.

Es conocido que la SP se encuentra involucrada en diversas patologias que
afectan al SNC, como infecciones, depresion, epilepsia, trastornos del suefio..., entre
otros. Se conoce también, que la SP fisiopatol 6gicamente participa de manera principal
en procesos de inflamacion, inmunidad, neoplasia, embriogénesis, etc.

Actualmente se desconocen los valores “normales”, “basales” o “fisiolégicos”
de SP en LCR de RN sin patologia del SNC, tanto a término como prematuros. Este
conocimiento nos aportaria unos valores de referencia fundamentales que nos abriria
camino ainiciar €l estudio sobre la desviacion en dichos valores que encontrariamos en
caso de patologia, principalmente meningitis/encefalitis, hemorragia, asfixia perinatal,
tumores, malformaciones, etc. La disponibilidad de antagonistas selectivos de los
receptor NK1, de tipo no peptidico, abre la posibilidad de bloquear los efectos de la SP
en laprécticaclinica, si sellegaraaprobar que ésta desempefia un papel relevante en los
procesos referidos en el neonato.

Actuamente solo existe una aproximacion a dichos valores *“normales”,
estudiados en muy escasos pacientes y mediante la técnica de RIA. Este “vacio” es

debido principalmente a handicap que supone para la obtencion de las muestras la
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realizacién de una puncién lumbar, técnica invasiva 'y no exenta de potenciales riesgos,
en RN que se suponen “sanos”.

Nuestro objetivo seria determinar |os valores normales de SP en RN mediante la
técnica de ELISA y en una muestra representativa que permita la obtencion de valores
fiables definitivos a partir de los cuales basar futuras investigaciones. Contamos con la
enorme ventgja inicia para la obtencidén de las muestras de redlizar € estudio en un
centro de tercer nivel, con la disponibilidad de un e evado niUmero de pacientes que nos
permitatrabajar con el nimero de muestras adecuado para nuestros fines. Para salvar €l
mencionado handicap, € estudio se ha realizado sobre RN con factores de riesgo para
gue laindicacion de una PL sea éticamente factible, en los que se descarte patologia del
SNC.

Asi, partiendo de:

1° - La SP es una molécula con caracteristicas de neurotransmisor,
neuromodulador y hormona.

2° - La SP se distribuye ampliamente por todo e organismo.

3° - La SP esta ampliamente distribuidaen el SNC.

4° - La SP es el mediador principa de lainflamacion neurogénica.
Consideramos las siguientes hipotesis:

1°- La SP a través de su receptor NK1 interviene en € desarrollo y fisiologia
normal del sistema nervioso.

2°- El sistema SP/receptor NK 1 esta implicado en del desarrollo del SNC y en
diferentes patologias como las causadas por infeccion, hipoxia-isquemia,
hemorragia o inflamacion.

3°- Los niveles de SP en LCR de RN podrian variar en funcion de la edad
gestacional, edad cronol égicay diferentes estados patol 6gicos.

Por tanto y en base a lo anteriormente expuesto, pensamos que |os valores de SP

en LCR de RN estarian mas elevados en |as patol ogias que afectan al SNC como las que
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cursan con inflamacion; los valores basales con los que cotgarlos quedarian asi
establecidos con este estudio, constituyendo la base de futuras investigaciones que

interrelacionen patologiadel SNCy SPen el RN.

2. OBJETIVO

Determinar los valores normales o basales de SP en LCR en RN.
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I11. MATERIAL Y
METODO



1. MATERIAL.

1.1. MATERIAL FUNGIBLE.

1. Pipetas serologicas estérilesde 1 ml, 5 ml y 10 ml (Becton Dickinson®, Francia).

2. Puntas de pipetas estériles de 1-10 pl y 20-200 pl (Nunc Brad Products®,
Dinamarca).

3. Pipetas Pasteur estériles desechables de 3 ml (Nunc Brad Products®, Dinamarca).

4. Tubos eppendorf de 1,8 ml (Daslab Nirco®).

5. O-Phenantroline (Sigmas Aldrich®)

6. Kits para determinacion de SP para Enzimoinmunoanalisis (Cayman®).

7. Aguaultrapurade 1 L (Cayman®).

8. Film transparente (Parafilm® M).

1.2. MATERIAL INVENTARIABLE.

1. Soporte de acero inoxidable (Air Liquide®).

2. Frigorifico (Superser Ecologic®).

3. Congelador de - 80 °C (New Brunswick Scientific Co., Inc. USA).

4. Vortex (Gene 2, Scientific industries®, U.S.A.).

5. Crondmetro digita (Digital timer®, China).

6. Micropipetas de 10, 100 pl y 1 ml (Pipetman, Gilson®).

7. Lavador automatico de microplacas de 96 pocillos (Atlantis 2, ASY S Hitech
Biochrom Ltd).

8. Lector de placa capaz de medir absorbancia de 405-420 nm TECAN (Spectra classic,
Barcelona, Espania).

9. Cilindro graduado de 500 ml para preparar € buffer de lavado (CoselaS.L).

10. Placa horizonta orbital de placas Orbit 300 (Labnet®).
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11. Pipeta multicanal de 200 pl (Durviz®).
12. Centrifugadora refrigerada para eppendorf (5415R eppendorf®).

13. Programa estadistico SSPS version 19.0.

1.3. MATERIAL BIOLOGICO. Recogida de las muestras.

Las muestras de LCR fueron obtenidas de forma aleatoria entre pacientes
menores de 30 dias de vidaingresados en la Unidad de Gestion Clinica de Neonatologia
del Hospital Universitario Virgen del Rocio que precisaran de la realizaciéon de una PL
por indicacion médica. La PL es un procedimiento obligado seguin diversos protocolos
en RN. Asi, su realizacion esta indicada cuando existe fiebre, clinica de sepsis, asfixia
perinatal, riesgo de transmision vertical de determinados gérmenes, convulsiones u otro
tipo de clinica neurol égica, sospecha de enfermedad metabdlica, etc. En esta ocasion, la

PL serealiz6 segun indicacion clinica, como es o habitual.

El tamafio muestral necesario se calcul6 a partir del trabajo publicado por Tam et
al (1985), a través de la formula para determinar la media de una variable (valor de SP
en LCR) en una poblacion asumiendo distribucion normal, con una seguridad (1-

alfa)=95% y precision del 5%.

Zi kgl

ke dg

Parala citada precision del 5%, obtenemos que necesitamos un n = 31.

Se recogieron muestras de LCR de todos los RN que cumplieron los criterios de
inclusion en e estudio mediante el procedimiento habitual, a saber: aplicacion de parche

de crema EMLA como anestésico loca en zona lumbar, unos 15 minutos antes de la
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realizacién de latécnica; paciente en decubito latera izquierdo, ayudante flexionando al
RN en posicion fetal ligeramente forzada; asepsia de la zona con clorhexidina acuosa
0,2%, en movimiento espira de dentro a fuera; aguja para PL tipo Quincke tamafio 22
G paraRN > 2500 g y 25 G para < 2500 g; buscando el punto de entrada palpando €
espacio interespinoso que queda por debajo de la linea que une las dos crestas iliacas,
gue se corresponderia con e cuerpo vertebral L4 o € espacio intervertebral L4-L5,
puncionando en & primer 0 segundo espacio intervertebral inmediatamente inferior a
esta linea, que corresponderia con los espacios L4-L5 o L5-S1, ambos inferiores a la
terminacion de la médula espina (en e nivel L3 aproximadamente); se introduce con
angulo de unos 15° en direccion a ombligo y bisel hacia arriba; a notar la resistencia
por el paso a través del ligamento amarillo, se retira la guia y se dgja gotear (nunca
aspirar) hasta obtencion de 1 ml de LCR gue se introduce en criovia Eppendorf (méas
0,5 + 0,5 ml que se introducen en tubos estériles transparentes para estudios rutinarios);

colocacion de nuevo de laguiay retirada de la aguja; aplicacion de apdsito estéil.

Las muestras se procesaron en los siguientes 30 minutos. Al criovial Eppendorf
se afadié O-Phenantroline, 20 mcl/ml. A continuacion se centrifugaron a 4°C durante
15 minutos y 1500 rpm. Finalmente, aicuotas de 200 mcl del sobrenadante se

congelaron a-80° hasta el momento del andlisis.

Se recolectaron un total de 116 muestras, y tras aplicar estrictamente |os criterios
de inclusion y exclusion que se citan a continuacion, realizamos € estudio sobre 63
muestr as, nUmero bastante superior alas 31 muestras necesarias calculadas.

Ademas, todos los calculos se han realizado por duplicado sobre 2 muestras de
cadaindividuo, lo que nos ofrecera mayor fiabilidad del método. Por lo tanto, realmente
se han analizado 126 muestras de LCR.
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Criteriosdeinclusion:

1. RN ingresados en la UGC Neonatologia ddd HUVR que se vean sometidos a la
realizacion de PL por INDICACION MEDICA.

2. Consentimiento informado firmado por |os progenitores.

3. A laextraccion, LCR macroscdpi camente normal.

4. CitoquimicaLCR normal.

5. Tincién de Gram negativa.

6. Cultivo LCR negativo.

7. Edad inferior a30 dias.

Los vaores citoguimicos de LCR serdn considerados normales segin lo
publicado por Sarff et a (The Journa of Pediatrics 1976) en relacién a RNT, y por

Rodriguez et al (The Journal of Pediatrics 1990) paralos RNPT.

Criterios de exclusion:

1. No obtencion del consentimiento por parte de los progenitores.
2. LCR macroscopicamente turbio o purulento ala extraccion.

3. Citoquimica LCR alterada.

4. Tincion de Gram positiva.

5. Cultivo LCR positivo.

6. Edad superior a 30 dias.
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7. Signos de asfixia perinatal moderada-severa con pH de 7 0 menos, o déficit de
base de 16 mmol/L o més, acompafiados de signos de encefalopatia moderada-
severa

8. Crisisconvulsiva

9. Madformaciones del SNC: espinabifida, Dandy Walker, Arnold Chiari, etc

2. METODO.

2.1. DISENO DEL ESTUDIO.

Estudio observacional descriptivo.

2.2. POBLACION DE ESTUDIO. NUMERO DE MUESTRAS,

Se incluyeron todos los RN ingresados en la UGC Neonatologia del HUVR que
se vieran sometidos a la realizacion de PL por indicacion meédica entre febrero de 2009
y enero de 2011 (2 afos), y que cumplieran €l resto de criterios de inclusion. Finalmente

se incluyeron en € estudio un total de 63 muestras.

2.3. ASPECTOSETICOSDE LA INVESTIGACION.

Estudio sujeto a los principios adoptados por la 182 Asamblea Médica Mundial
(Helsinki, 1964) y posteriores revisiones. Se han seguido las normas de Buena Préctica
Clinica dictadas por la Conferencia Internacional de Armonizacion de Directrices sobre
Buena Préactica Clinica y los requisitos de las Autoridades Sanitarias Espariolas
establecidos en el Rea Decreto 711/2002 de 19 de Julio. Se puso en conocimiento del
Comité de Etica de la Universidad de Sevilla, envidndose copia del Proyecto de Tesis.
El consentimiento informado de los sujetos o representantes legal es fueron obtenidos,

tras haber sido informados tanto por escrito como oramente de los objetivos del
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estudio, procedimientos a seguir, derechos y responsabilidades. Los sujetos del estudio
se identificaron mediante codigo Unico de manera confidencial. Se ha cumplido lo
estipulado por la Ley Orgénica 15/1999 de 13 de diciembre de Proteccion de Datos de
Carécter Personal. (Ver Anexo: Consentimiento informado)

2.4. ENZIMOINMUNOANALISIS (ELISA)

2.4.1. CONTENIDO DEL KIT DE ELISA PARA DETERMINACION DE SP

- 1 vial para 100 determinaciones (dtn) de antisuero de SP.

- 1 vial para 100 determinaciones de SP unida a acetil colinesterasa

- 1 vial de SP en polvo parala curva estandar.

- 2 viales de 10 ml de buffer para ELISA para concentracion de 10X.

- 1 vial de 5 ml de buffer de lavado de 400X.

- 1 vial de 3 ml de Tween 20.

- Placa de 96 pocillos cubiertos de anticuerpos Ig G contra conejo creado en ratén.

- 1 cubre de placa de 96 pocillos.

- 3viales para 100 dtn de Reactivo Ellman’s (sustrato de la acetilcolinesterasa).

2.4.2. DESCRIPCION DEL ENZIMOINMUNOANALISIS DE COMPETICION
PARA LA SP

Este ensayo estd basado en un mecanismo de competicion entre la SP libre y la
SP marcada o conjugada con acetilcolinesterasa (SP AchE). Ambas compiten por €l
sitio de unién de los anticuerpos especificos contrala SP de congjo que se encuentran en
los 96 pocillos. Mientras la concentracion de SP conjugada se mantiene constante, la
concentracion de SP libre varia, la cantidad de SP conjugada que es capaz de unirse a
antisuero de congjo, sera inversamente proporcional a la concentracion de SP libre que

haya en e pocillo. EIl complgo antisuero de congo-SP se une a los anticuerpos
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monoclonales de conegjo hecho en ratén que se encuentran unido al fondo del pocillo. La
placa es lavada para remover |os reactivos no unidos y se afiade €l reactivo Ellman’s (el
cual contiene € sustrato de la acetilcolinesterasa) a pocillo. El producto de esta
reaccion enzimética emite un color amarillo a una lectura de absorbancia de
aproximadamente de 412 nm determinado espectrofotométricamente, la cud es
proporcional a la cantidad de SP conjugada con acetilcolinesterasa unida a pocillo e
inversamente proporcional alacantidad de SP libre presente en € pocillo (Figura 25).

Absorbancia = SP conjugada con acetilcolinesterasaunida= 1/ SP libre

Arlinareo anlicensis 2
Flars ramiblera con Ibageion szt I IATT
arbizuzrao di socjo on nnlda asceteclineshe asa,
[EXETH antisten o SRy Tl

R Eratalnns Blazueantas,

.{} Sustaacka M uald: 3

Ll A P [ e L

"! ARl etase e
- carrala svsanca .

0 Sumaratn E L.

La=ar cararelrar aoadoel e udel posill: v el

[t | R A N R TN ranlus Fllram's

Figura 25. Descripcion del ELISA competitivo para SP

2.4.3. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Preparacion de la solucion Buffer del ELISA.

Diluir todo e contenido del vial del Buffer para conseguir una dilucion a
concentracion 10X, afadiendo a dicho vial, 90 ml de agua ultrapura, homogenizar €l

vial y evitar que precipiten sales en e fondo del mismo.
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Preparacion del Buffer delavado.

Diluir e vial de 5 ml de lavado a concentracion 400X, hasta un total de 2 litros
con agua ultrapura'y afadir 1 ml de Tween 20.

Preparacion del reactivo de Ellman.

Se reconstituye inmediatamente antes de su uso. Afiadir 20 ml de agua ultrapura
a vial del reactivo, cantidad suficiente paralos 96 pocillos.

Preparacion curva de SP estandar .

Reconstituir la SP estandar con 2 ml de Buffer para ELISA. La concentracion de
esta disolucion serd de 5 ng/ml. Conservar esta solucion a 4°C y permanecera estable
durante 6 semanas. Para preparar la curva estandar hay que coger 8 tubos limpios y
numerarlos del 1 al 8. Alicuotar 900 pl del buffer de ELISA para el tubo 1 y 500 pl para
los tubos del 2 al 8. Transferir 100 pl del tubo matriz 0 madre al tubo 1 y mezclar
enérgicamente, diluir seriadamente el estandar, coger 500 pl del tubo 1 y afadirlo a
tubo 2 mezclar enérgicamente y repetir de nuevo e proceso cogiendo 500 ul del tubo 2
y afadirlo a tubo 3, mezclar enérgicamente y repetir este proceso hasta € tubo 8
(Ultimo de la curva estandar) (Figura 26).
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Figura 26: Esquema de curva estandar de preparacion de ELISA
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Preparacién de la SP conjugada con acetilcolinesterasa.

Reconstituir con 6 ml de buffer para ELISA para placas de 96 pocillos.

Preparacion del antisuero SP para ELISA.

Reconstituir con 6 ml de buffer para ELISA para placas de 96 pocillos

Reconstituir las muestras con buffer para ELISA.

Reconstituir con buffer para ELISA con un volumen igua a volumen de la
muestra original, es decir, con 100 pl y vortear enérgicamente para homogenizar las

muestras antes del montgje de la placa.

2.4.4. DESCRIPCION DEL MONTAJE DE LA PLACA

Cada placa debe contener dos pocillos con blanco (blank), dos pocillos de unién
no especifica (NSB), dos pocillos de maxima unién (B0O), uno de total actividad (TA) y
cada puntos de la curva estandar por duplicado (Std), dos controles internos, control
1(Ctrl 1) correspondiente al valor de SP del estandar 1 y € control 2 corresponde al
valor de SP del estdndar 3 segun indicaciones del fabricante. Cada muestra anaizada

debe ser realizada doblemente y diluida al medio con el buffer del ensayo (Tabla 17).

MHEAYD Sussmnce
LEREIER 1 F L] 4 L] L f B | Ll m 12
t-l:nj: Mnesies | Mol | Mucsdi | Muesils | Mocshes Mhiesic | Moesika Muocsies | Mesia
Ewmdl 54400 | 1 5 g ad 5 13 13 I7
H | Flank Akl Sl 17 | ) P 13 1 12 14 137 1.2
HER Musstra | Musst-a| Musslra | Musst-a | Mussira Musstra| Mueska Musstrz | Mussta |
I hedii[l] Sl F - L o 1 1 14 14 1
L+ | Wb b LA R 1 12 1.2 12 14 s 1.2 12 1 12
- Muestra | Mueatra | Muestra | Muestra | Muestra Muasta | Muestra  Musatra
F il Sl 1 3 i f " i1 1h 1h it
I Ea Ed0e  54dDS 12 12 2 12 12 12 12 1:2 11
ot Muestra | Mueatra| Muesira | Muestra | Muesdra Muasra | Muestra Mussira o
G o L e [ 1 1 3 ] 12 12 16 10
H|Th Al Buina ? i3 17 13 7 13 1:2 i 11

Tabla17: Montaje de laplaca
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2.4.5. ADICION DE LOSREACTIVOSY DE LASMUESTRASA LA PLACA
Afiadir 100 pl del buffer del ensayo a los pocillos de unién no especifica (NSB).
Afadir 50 pl del mismo buffer a los pocillos de maxima unién (Bo). Afadir 50 pl del
tubo 8 (el punto de més baja concentracion del estandar) comenzando por abajo de la
placa y por duplicado (S8), segun tabla del montaje mas arriba expuesto y repetir €
proceso con cada punto del esténdar. Usar la misma punta de pipeta para alicuotar todos
los puntos del esténdar en la placa, asegurdndose en cada punto una adecuada
caibracion de la pipeta Afiadir 50 pl de cada muestra a analizar por pocillo
realizéndolo por duplicado y cada muestra debe ser ensayada con un minimo de una
dilucién y cadadilucién debe ser ensayada por duplicado. Afadir 50 pl de SP conjugada
con colinesterasa a cada pocillo excepto a de total actividad (TA) y a los pocillos

blancos (Blk). Aiadir 50 pl de antisuero de SP excepto a de total actividad (TA), alos

de launion no especifica (NSB) y alos blancos (BIK).

i e Zienidie e

_—— ——— S entiltima —————

pﬁﬁﬁ
100p - S ——-e-
S0p —— 501 S0
- SO 50u S0

Tabla 18: Preparacion de laplaca. Adicion delos reactivosy de las muestras ala placa

Cubrir la placa con tapa de plastico e incubar a 4°C sobre una placa orbital toda

la noche. Posteriormente vaciar los pocillos y enjuagarlos 5 veces con € buffer de
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lavado. Luego reconstituir €l reactivo Ellman’s inmediatamente antes de su uso con 20
ml de agua ultrapura y afadir 200 pl de este reactivo a cada pocillo con la pipeta
multicanal (como se muestra en la figura 37) y 5 yl de SP conjugada a pocillo de total
actividad (TA). Cubrir nuevamente la placa con € film de pléstico e incubar en la
oscuridad sobre una placa orbital durante 90-120 minutos y leer la absorbancia a 405-
420 nm con un espectrofotébmetro. La reaccion sera 6ptima cuando la absorbancia de los
pocillos de méaxima unidn (Bo) menos la absorbancia del blanco (Blank) esté entre 0,3-1
UA (unidades de absorbancia) y en ese momento debe ser leida.

Posteriormente los datos son analizados mediante una hoja de calculo disponible

por la casacomercial Cayman segn el montgje delatabla17 (Tabla17).

3. RECOGIDA DE DATOSEPIDEMIOLOGICOSY CLIiNICOS

Se realiz0 la recogida de los datos epidemiologicos y clinicos de forma
retrospectiva utilizando € sistema informatico del hospital (SIDCA). Se recogieron y
analizaron las siguientes variables:

- Sexo

- Edad gestacional
- Edad (dias)

- PCR (mg/L)

- Clinicainicia

- Diagnostico final

- Vaor SP (pg/ml)
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4. ANALISISDE DATOS

Los datos han sido almacenados en la base de datos a partir del programa
estadistico IBM SSPS Statistics 19 para Windows y se harealizado €l siguiente andlisis
en la Unidad de Estadistica con el asesoramiento metodologico de la Unidad Docente
correspondiente del Hospital Virgen del Rocio de Sevilla.

Se ha realizado un andlisis descriptivo y analitico de los valores de SP en las
muestras obtenidas. Se realizO prueba de rachas para confirmar aeatoriedad de la
muestra. Las variables cuantitativas se han representado mediante medias, desviaciones
tipicas, medianas, rango intercuartilico (percentiles 25 y 75) y rango (minimo; maximo).
En e caso de las variables categoricas hemos utilizado frecuencias relativas y
porcentajes para su representacion. Para estudiar si las variables cuantitativas seguian
unadistribucion normal se aplicé e test de Kolmogorov-Smirnov (n >50).

Para facilitar € andlisis de los datos, se ha realizado su tabulacién y recogida de
los mismos en base de datos informatizada. Se realizo el calculo de las tablas y gréficas
de percentiles de los niveles de SP en LCR en funcién de los datos epidemiol gicos y
clinicos. Se obtuvieron los Interval os de Confianza paralamediaa 95% (1C 95%).

Para observar posible asociacion entre variables, se realizaron nubes de puntos 'y
se cuantificaron asociaciones con el coeficiente de correlacion de Pearson.

Realizamos representaciones graficas de las variables del estudio a través de
diagramas de barras, diagrama de cajas e histogramas. Se realizaron gréficos de nubes
de puntos para observar la tendencia de las posibles asociaciones. Se consider6 € dintel

de significacion p <0.05.
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V. RESULTADOS



Se han analizado un total de 63 muestras procedentes de 63 pacientes diferentes,

siguiendo los criterios de inclusion y exclusion previamente descritos. Asumimos la

aleatoriedad de la muestra mediante prueba de rachas.

L as caracteristicas de estos sujetos se describen a continuacion:

Con respecto a la edad, se han recogido muestras con edades comprendidas

entre 0 y 30 dias (Figura 27).
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La media fue de 12, 47 dias (desviacion tipica de 9,27), con un p25 de 3 dias,

p50 de 12 diasy p75 de 20 dias.

Con respecto a la edad gestacional, 47 de los 63 pacientes eran RNT (= 37

semanas EG) y 16 RNPT (< 37 semanas EG). De estos ultimos, 9 eran prematuros
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tardios (34-36 semanas EG), 2 se situaban en EG comprendidas entre 32 y 33 semanas,

y 5 sujetos fueron grandes prematuros (28-31 semanas EG) (Figura 28).
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La media de EG obtenida fue de 37,66 semanas (que corresponde

aproximadamente a 37 semanas y 4 dias), con una desviacion tipica de 3 semanas,

minimo de 28 y maximo de 41. El p25 se situaba en 36 semanas, p50 en 39 y p75 en 40

semanas (Figura).

La mayoria de los sujetos del estudio eran hombres (65,08% hombres 'y 34,92%

mujeres) (Figura 29).
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Figura 29: Sexo

El motivo médico para la realizacion de la PL a la hora de la obtencion de la

muestra se resume como sigue (Figura 30 y Tabla 19):
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Figura 30: Clinicainicial
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Clinica

Porcentaje Porcentaje

Frecuencia Porcentaje valido acumulado
Valido  Asintomatico 5 7,9 7.9 7.9
Fiebre 27 42,9 42,9 50,8
Afectacion estado general 20 31,7 31,7 82,5
Distrés 4 6,3 6,3 88,9
Hipotonia 3 4,8 4,8 93,7
Asfixia leve 4 6,3 6,3 100,0

Total 63 100,0 100,0

Tabla19: Clinicainicid

Asi, 5 RN se encontraban asintomaticos y la PL se realizo por los siguientes

motivos. en 2 casos por ascenso de PCR, uno por sifilis materna, otro por sospecha de

corioamnionitis y crecimiento de Listeria monocytogenes en cultivo de la placenta, y en

un dltimo caso por reaccion exagerada a estimulos que finamente se diagnostico de

hiperplexia.

La mayoria de los sujetos estudiados (27 RN) presentaban fiebre

(temperatura axilar =38°C), 20 afectacion del estado general sin fiebre, 4 distrés

respiratorio sin fiebre ni afectacion del estado general, 3 hipotonia sin otra

sintomatologia, y en 4 la PL se realiz6 por cumplir criterios clinicos y gasométricos de

asfixialeve.

Se recogieron también datos de los valores plasméticos de PCR en e momento

delaPL, que se muestran en el siguiente grafico (Figura 31):
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Figura 31: Valores de PCR

Como se puede apreciar, la PCR media obtenida fue de 66,36 mg/L, con un

valor méximo de 305 mg/L y un minimo de 0.

Una vez descritas las caracteristicas de la poblacién de estudio a través de las
variables EG, edad en dias, sexo, clinicay PCR, pasaremos a describir los resultados de

los valores de SP en LCR obtenidos através de latécnica ELISA (Figura 32):

1 R

1
LD

Figura 32: Valores SP
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Hemos obtenido un valor medio de 576,53 pg/ml (428,01 fmol/ml), intervalo de
confianza al 95% de 489,31 a 663,74 pg/ml (363,25 a 492,75 fmol/ml), desviacion
tipica de 346,3 pg/ml (257 fmol/ml), y mediana de 490,7 pg/ml (364,29 fmol/ml). El
valor minimo obtenido ha sido 70,72 pg/ml (52,5 fmol/ml), y e méximo 1518 pg/ml
(1126,94 fmol/ml) (rango=1447,28 pg/ml, es decir 1074,44 fmol/ml). El p25 se sitla en
298,65 pg/ml (221,71 fmol/ml), e p50 en 490,7 pg/ml (364,29 fmol/ml), y & p75 en

785,6 pg/ml (583,22 fmol/ml) (Figuras 32 y 34).

Mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra se confirma que

los valores de SP en LCR de RN siguen una distribucion normal (Figura 33).

Figura 33: Prueba de K olmogorov-Smirnov para una muestra

VaorSP
N 63
Pardmetros normal es®? Media 576,5306
Desviacion tipica 346,30867
Diferencias més extremas Absoluta 114
Positiva 114
Negativa -,080
Z de Kolmogorov-Smirnov ,903
Sig. asintét. (bilateral) ,388
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Figura 34: Histograma sobre la distribucion de los val ores de SP
CORRELACIONES:
a) Edad:

Aplicando e test de correlacion de Pearson, no observamos que exista
correlacion alguna entre los niveles de SP y la edad (correlacion de Pearson 0,011,

significacion bilateral de 0,929), como se aprecia en e siguiente esquema de nube

de puntos (Figura 35):
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Figura 35: Nube de puntos sobre la correlacién Edad/Va or SP
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b) Edad gestacional:

Tampoco se ha demostrado que exista correlacion entre los niveles de SP
en LCR y la edad gestacional (correlacion de Pearson -0,057, significacion bilateral

de 0,657), como se apreciaen e siguiente esquema (Figura 36):
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Figura 36: Nube de puntos sobre la correlacion EG/Valor SP

C) PCR:

No hemos obtenido correlacion entre los niveles de SP en LCR y los de PCR
plasméticos (correlacion de Pearson -0,04, significacion bilateral de 0,755)

(Figura 37)
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Figura 37: Nube de puntos sobre la correlacion PCR/Valor SP

Si nos centramos en €l diagnostico final que se otorgd a cada paciente,

los mismos y sus frecuencias quedan reflgjados en @ siguiente gréfico (Figura

38):
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Figura 38: Diagndstico final delos RN sometidos a PL

Asi, en 7 RN no se encontré patologia alguna, 6 se diagnosticaron de
sepsis vertical, 5 de sepsis por Stafilococo coagulasa negativo, 11 de sepsis por Gram
negativo, Listeria o Streptococo del grupo B, 11 de ITU, 10 de sindrome febril sin foco
o causa evidente (SFSF), 2 neumonia, 5 asfixia leve, y 1 de cada uno de los siguientes
diagnésticos: virasis respiratoria, enfermedad de Ondine (sindrome de hipoventilacion
central), infeccién por virus del herpes simple, atrofia muscular espinal tipo | y GEA

por rotavirus.
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V. DISCUSION



La SP se encuentra ampliamente distribuida en €l reino animal. Su expresion,
junto con la de su receptor NK 1, se ha comprobado en |a préctica totalidad de 6rganos y
tgjidos de diferentes especies de mamiferos. Asi mismo, la SP se ha aidado en todos los
fluidos orgénicos: sangre, LCR, orina (Altuntas, 2014), saliva (Parris, 1990), liquido
peritoneal (Sanfilippo, 1992), leche materna (Ducroc, 1995)..., por lo que practicamente
podemos afirmar gue es ubicua en todo el organismo. Desde su descubrimiento en 1931
por Von Euler y Gaddum, €l interés por este undecapéptido de la familia de las TK ha
ido en aumento. Desde hace varias décadas se atribuyen a la SP acciones como
neurotransmisora y/o neuromoduladora en distintas areas a nivel cerebral (Quigley,
1991, Bouras, 1990; Pernow, 1983; Jansen, 1991; Nicoll, 1980; Mantyh, 1989). El que
los NP se encuentren en e SNC a concentraciones entre 1000 y 100.000 veces menores
gue los neurotransmisores clasicos nos da unaidea del carécter regulador, controlador y
hegemdnico que gercen los primeros sobre los segundos dentro de una supuesta
jerarquia en su estructura. La SP posee propiedades lipofilicas, y difunde facilmente la
BHE (Banks, 1985). El LCR est4 en contacto directo con € liquido extracelular del
SNC, por lo que los niveles peptidicos del LCR deben ser un fid reflgo de la actividad
neurona (Liu, 1997). La SP liberada desde los nervios periféricos aumenta la
permeabilidad del endotelio vascular, la proliferacion de linfocitos T, activacion de
mastocitos, liberacién de histamina y quimiotaxis de leucocitos (Payan, 1989; Pernow,
1983). Ademés, representa un importante eslabon de union entre el sistemainmune y €l
sistema nervioso (Marshal, 1990; Payan, 1989; Ferrell, 1986; Nicoll, 1980; Wozniak,
1989). En un reciente estudio se ha visto cdmo la SP es capaz de alterar la BHE
actuando sobre su complejo sistema de barrera en las células endoteliades, las llamadas
“uniones estrechas”. Este es el mecanismo por el cual las células metastasicas del cancer

de mama alteran la BHE através del aumento en la liberacion de SP seguido de TNF-a
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y Angiopoyetina-2 (Rodriguez, 2014). Otro elemento importante en la permeabilidad de
la BHE son los transportadores “MDR1 P-glycoprotein”, encargados de “expulsar” de
esta puerta del SNC ciertos elementos toxicos anfipaticos, entre los que podria
encontrarse la SP, y por tanto serviria para intentar regular las concentraciones de la SP
en SNC (Elferink, 2001).

Se ha intentado estudiar €l papel de la SP en varias patologias mediante la
medida de sus niveles en plasma y en LCR. Para €ello, resulta fundamental en primer
lugar el conocimiento de esos niveles en condiciones de normalidad. En LCR, estatarea
se ha acometido con resultados variables, tanto en nifios como en adultos (Tamet, 1985;
Liu, 1997; Nagamitsu, 1998; Nutt, 1980; Clark, 1994; Carpenter, 2007; Geracioti,
2006). En todos €llos las determinaciones se han llevado a cabo mediante técnicas de

RIA con ciertas modificaciones, y nunca con una muestra lo suficientemente amplia de

sujetos (Tabla 20).

SP fmol/ml N
Tam 95+15 5
Liu 123+28 9
Nagamitsu 6,53+ 1,04 9
Nutt 7 +0,6 18
Clark 0,79+ 0,51 37
Carpenter 49,8 + 26,2 19
Geracioti 222+28 6

Tabla20: Valores de SP en LCR en adultos segun diferentes estudios, obtenidos mediante RIA

Asi, segun Tam et a estos valores se situarian en 9,5 £ 1,5 fmol/ml, paraLiu et a en

12,3 + 2,8 fmol/ml, para Nagamitsu et al 6,53 + 1,04 fmol/ml, paraNutt et a 7 + 0,6
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fmol/ml, seguin Clark et a 0,79 £ 0,51 fmol/ml, Carpenter et a 49,8 £ 26,2 fmol/ml, y

para Geracioti et al, del mismo grupo investigador que € previo, de 22,2 + 2,8 fmol/nl.

En la edad pediétrica los resultados de busqueda de valores basales de SP en
LCR son ain mas escasos, Y en RN practicamente inexistentes. Asi, para Tam et al
estos valores serian de 141 + 14,2 fmol/ml para RNT, de 250 + 28,2 fmol/ml para
RNPT y de 50 + 2,3 fmol/ml para nifios de 1 a 6 afios; para Nagamitsu et a serian de
11,34 + 3,12 fmol/ml paralactantes entre 1 mesy 1 afo y de 8,41 + fmol/ml para nifios

entre 1 y 10 afios (Tam, 1985; Nagamitsu, 1998).

Tam et a estudiaron mediante RIA los valores basales de SP en las diferentes

edades, desde el feto hasta e adulto, obteniendo |os resultados que se muestran: (Tabla

21).
Grupo de edad SP (fmol/ml) n p
Fetos (11-20 semanas) 22700 + 830 10

RNPT (23-31,5 sem) 250 +28,2 8 < 0,001
RNT (1-14 dias) 141+ 14,2 5 <0,02
Nifios (1-6 afios) 50+2,3 6 < 0,001
Adultos (21-60 afos) 95+15 5 < 0,001

Tabla21: Nivelesde SP en LCR en “humanos normales” en relacién a la edad. (Tam, 1985).

Se trata del trabajo encontrado en la bibliografia que méas se aproxima a nuestro

objetivo, aungque en este caso las determinaciones de SP se realizan mediante RIA, y
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ademés la muestra de sujetos en general y de RN en particular es demasiado escasa
como para poder establecer conclusiones definitivas en cuanto a asentar los valores
normales de SP en LCR. Su objetivo era mas bien demostrar cdmo los valores de SP en
LCR disminuyen a medida que avanza la edad, o cual queda patente especialmente al
observar los elevados valores que se alcanzan en la época prenatal, motivo por € que
concluyen que la SP deben desempefiar un papel fundamental en el neurodesarrollo
desde etapas muy precoces de la vida. Como hipétesis, atribuyen estas elevadas
concentraciones a tres posibles mecanismos: 1) podria haber un aumento en las tasas de
secrecion. Las concentraciones de SP en la médula espinal son generalmente mas bajas
en etapas precoces del desarrollo comparado con la madurez, pero aun considerando
esto las tasas de secrecion podrian ser elevadas. 2) Podria deberse a tasas més bgjas de
degradacién de la SP, en LCR o bien en médula espinal. Aunque & LCR tiene por si
mismo la capacidad de degradar |a SP, |as tasas de degradacion son generalmente bajas,
y por tanto improbable que se trate de un fendmeno fisiol 6gicamente relevante. Es més
plausible suponer que las enzimas tisulares son las que realmente degradan la SP en su
ruta de difusion hacia e LCR. Si la maduracion de este sistema enzimético fuese
relativamente lenta, eso podria explicar las elevadas concentraciones de SP en etapas
precoces del neurodesarrollo debido a disminucion de la degradacion. 3) La ultima
posibilidad seria que hubiera una mayor difusion desde € tgjido de la médula espinal
hacia € LCR. Las barreras fisicas que influyen en la difusion de SP desde € tejido
nervioso hasta el LCR contintian siendo desconocidas. Pero si estas barreras estuvieran
escasamente desarrolladas en fetos y RN, como cada vez parece més probable, esto

podria explicar las elevadas concentraciones de SP en LCR en estas etapas (Tam, 1985).
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Nuestros resultados, obtenidos mediante la técnica de ELISA, son los siguientes:
Vaor medio de SP de 576,53 pg/ml. Con e Cayman Kit para determinacion de SP en
liquidos biol 6gicos se obtienen valores en pg/ml. Dado que en laliteratura en lamayoria
de las ocasiones estos valores se expresan en fmol/ml, hacemos fécilmente la
conversion teniendo en cuenta que € peso molecular de la SP es de 1347,63 g/mal,
obteniendo un resultado de 428,01 + 257 fmol/ml, (intervalo de confianza a 95% de

363,25 a 492,75 fmol/ml).

Clark et a llegaron ala conclusion con sus trabajos que existe correlacion entre
los niveles plasmaticos de SP y los de LCR. Se obtuvieron muestras de LCR y plasma
de 37 pacientes sometidos a PL con cardcter diagnostico, elegidos de forma
randomizada, con edades comprendidas entre 23 y 79 afos. Los criterios de exclusion
fueron € presentar clinica de demencia o € haber sido sometidos a terapia intratecal de
cualquier tipo. Como resultado obtuvieron una correlacién significativamente positiva
entre los niveles de SP en plasmay LCR (1,075 + 0,7 para LCR y 1,195 + 1,1 para
plasma), con p=0,0001. Esto supondria un gran avance parala simplificacion de futuras
investigaciones sobre los niveles de SP relacionados con distintas patologias, a poder
obtener Unicamente uno de los dos tipos de muestras, dado que por ggemplo €l LCR es
mas dificil de obtener por los potenciales efectos secundarios relacionados con la PL,
pero de mas sencillo procesamiento que € plasma, y por otro lado la investigacion de
niveles de SP en plasma es mas facil de obtener pero mas dificil de procesar por la
necesidad de llevar a cabo procesos de purificacion para separar el NP de proteinas
plasméticas, mientras que en LCR estos procesos no serian necesarios, pudiéndose
procesar y congelar directamente tras su obtencién (Clark, 1994). Revisado € articulo,

sorprende que no se mencione e tipo de unidades utilizadas, con lo cua resulta dificil
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poder discutir con fundamentos sus resultados. Bueno (2014) determind los valores
normales de SP en sangre de corddén de RN mediante técnica de ELISA al igua que en
nuestro estudio, obteniendo unos valores de 196,09 + 64,53 fmol/ml. Puede
considerarse que seria € método mas similar a nuestro, redizado en e periodo
neonatal, sobre una poblacion de caracteristicas similares, en un periodo de tiempo
similar (practicamente coincidente), con € mismo kit comercial (Cayman) y por €
mismo equipo investigador, aunque como inhibidor de la degradacion enzimética se
utilizé Aprotinina en lugar de O-Phenantroling, y se realizé purificacion mediante pase
por columnas y secado, no llevado a cabo en nuestro caso. Teniendo en cuenta esto, S
comparamos ambos resultados no podemos decir en nuesto caso gue exista correlacion
entre los niveles de SP en plasmay LCR como € resultado obtenido por Clark et a, ya
que los niveles normales de SP obtenidos en LCR préacticamente doblan los obtenidos
en sangre de cordén en las mismas condiciones de normalidad. Esto, por tanto,
invalidaria las conclusiones de Clark et al sobre laindiferencia de realizar medicion de

SP en sangre o LCR, ya que los resultados no son extrapol ables.

La evauacion de antagonistas de SP/NK1 como agentes terapéuticos y € uso
como marcador de la SP para monitorizar los procesos inflamatorios enfatizan la
necesidad de contar con métodos exactos en la medicion de la SP en fluidos corporales
con el mas ato nivel de precision, sensibilidad y reproductibilidad posibles (Campbell,
2006). Tam et a llevaron a cabo un preestudio para tratar de determinar la estabilidad
de la SP en LCR. Para €llo, alicuotaron una unica muestra de LCR e incubaron las
alicuotas con o sin SP exégena (2 pmol/ml) a 4, 22 y 37°C, de 0 a 72h, e
inmediatamente después congeladas a -40°C previamente a radioinmunoensayo (RIA).

Ademas, estudiaron los efectos de la adicion de 1:10 O-Phenantroline (5mM),
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ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (2,5 mM) o Trasylol® (10%) (aprotining) alas
alicuotas de LCR incubadas 37°C de 0 a 72h con 2 pmol/ml de SP. Se observé una
pérdida gradual de lainmunorreactividad de la SP exdgena dependiente tanto de tiempo
como de temperatura. A 37°C, la concentracion de SP se redujo hasta € 50% en 4h, a
22°C tard6é 8h en sufrir la misma pérdida. Comprobaron que la adicién de 1:10 O-
Phenantroline consiguié inhibir completamente |a degradacién de SP exdgena, por 1o
gue las concentraciones se mantuvieron constantes durante las 72h de incubacién a
37°C. EDTA resultd ser sdlo parcidmente efectivo, y € Trasylol® no afectd a la
degradaciéon (Figura 39). Asi, acordaron afiadir 1:10 O-Phenantroline de manera

rutinaria atodas las muestras de SP en LCR (Tam, 1985).

5" tme ) ="
i b
i e AP EF & Py
A — ——
-‘L'-.
TR 'l"., - e
LY
W00 I'\-Clg..
-.::__h =2F o ER & EOTA
v !
P T
I . e e
III‘\I'-..__.‘____--_ B e v e A 8 |__:',r+:4'
B S T S . | 1., ]
s B 5 3 I —

Tima | hows |

Figura 39: Degradacion de la SP en LCR. Alicuotas de la misma muestra se incubaron a 37°C
con y sin SP exdgena (2 pmol/ml). Los inhibidores enzimatcos 1:10 O-Phenantroline, EDTA y
Trasylol fueron afadidos a las alicuotas de LCR con SP exdgena. Se observa que la pérdida de
inmunorreactividad fue exitosamente inhibida por 1:10 O-Phenantroline (Tam, 1985).

En base a estas experiencias es por |0 gue nosotros también decidimos afiadir 1:10 O-
Phenantroline a todas nuestras muestras. Bueno 2014, en un estudio piloto con 6
muestras, anadizaron los valores de SP en sangre de corddn umbilical afadiendo

aprotinina (Trasylol®) y sin ella, en alicuotas de las mismas muestras. La aprotinina es
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un agente que inhibe a las proteasas que se encuentran en e plasma. No hubo
diferencias significativas entre valores utilizando aprotinina o sin ella, pero decidieron
usarla por las recomendaciones dadas en |a literatura tanto si se realizaba la medicion
por ELISA (Campbell, 2006; 2009) o por RIA (Ashina, 1999).

Existe una amplia variabilidad en relacion a los resultados de las
determinaciones de los niveles de SP en los diferentes fluidos en los que se han
publicado. Esto puede ser explicado por varios motivos, entre los cuales destaca la
variedad de los métodos o técnicas utilizados como son; RIA (radioinmunoandlisis),
cromatografia liquida de ata eficacia (HPLC), que utiliza la absorbancia con
ultravioleta, electroforesis capilar usando una fluorescencia inducida por laser; y €
enzimoinmunoandlisis (ELISA). La SP existe libre y unida a proteinas de alto peso
molecular (>400.000 Da) y de mediano o intermedio peso molecular (>58.000 Da) de
formareversible y no especifica a través de ion hidrogeno (Corbally, 1990). Esto obliga
a utilizar métodos de depuracién 6 extraccion que permiten romper esa union débil de la
SP mediado por € i6n hidrogeno a las mencionadas proteinas. Para ello se utilizan los
siguientes métodos de purificacion antes de la determinacion de los niveles de SP como
pueden ser:

a) La filtracién de las muestras biolégicas a través de geles o columnas de filtracién
repetidas con microporos con menor tamafio a de las proteinas anteriormente
comentadas, consiguiendo asi la mayor recuperacion de la SP libre y la unida a
proteinas de bago peso molecular. Utilizando acetonitrilo al 60% con &cido
trifluoracético a 1% se obtiene una recuperacion de la SP de hasta € 90% (Fehder,

1998).
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b) La utilizacion de méodos de acidificacion de las muestras utilizando buffer con
fosfato citrato a pH 2,6 para conseguir la mayor u dptima recuperacion de niveles de SP
tanto en suero como en plasma (Campbell, 2009).

c) Lacromatografialiquida de alta eficacia (HPLC) (Rissler, 1995).

La eleccién de la técnica de purificacion, también interfiere en e resultado de
los niveles de SP. Autores como Fehder, abogan por la purificacion de la muestra de
suero para una menor interferencia en la medicién y para que los rangos de los valores
obtenidos sean menores. Bueno et a, previo a la determinaciéon de niveles de SP en
sangre de cordon de RN, llevaron a cabo un estudio piloto con seis muestras, utilizando
en un primer ensayo medicién sin purificacion y en un segundo la medicién de SP con
purificacién de las muestras, consistente en el paso previamente acidificadas, por
columnas de filtracion C18 SPE de 200 mg repetidas veces, obteniendo valores mas
elevados de SP en las muestras purificadas (Bueno, 2014).

Parece haber consenso en la necesidad de la utilizacion de estas técnicas de
“extraccion” o “purificacion” previas al andlisis propiamente dicho (RIA, ELISA...)
cuando hablamos de la cuantificacion de SP en suero o plasma (Campbell, 2006; Bueno,
2014). En lo referente al LCR, aunque clésicamente también se llevaban a cabo técnicas
de purificacién de SP dados los buenos resultados obtenidos en suero/plasma (Tam,
1985; Vaeroy, 1987; Vaeroy, 1988; Russell, 1994), las Ultimas tendencias recaen en la
no necesidad de llevar a cabo este paso (Clark, 1994; Matsuishi, 1996; Clark, 1996;
Geracioti, 2006; Carpenter, 2008). Liu et a describen como en estudios previos
observaron una considerable mayor pérdida de la actividad peptidica a utilizar
preseparacion en columnas o cartuchos de gel en muestras con concentraciones muy
bajas del péptido, como seriael LCR (Liu, 1997). Otra posible razén seria que en LCR

la concentracién de proteinas es muy baja en comparaciéon con la sangre (15-45 mg/dl
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frente a 6-8 g/dl, de hecho), por €lo, y teniendo en cuenta que la técnica ELISA
anicamente mide SP libre (no unida a proteinas), 16gicamente no existiria la necesidad
de usar técnicas de purificacion con columnas. Asi, € equipo de Fred Nyberg en Suiza
describieron originariamente con detale el método de purificacion de las muestras de
LCR para la determinacion de SP previamente a lareadizacion del RIA (Vaeroy, 1987),
para posteriormente describirlo sin purificacion, a haber comprobado
experimentalmente la no necesidad de su uso e incluso las ventgjas de obviarlo (Liu,
1997).

Otrarazdn que justificala poca uniformidad de los valores que se han publicado
hasta e momento, es la existencia dentro de un mismo método elegido (en este caso
ELISA), de cierta variabilidad entre las distintas casas comerciales. Entre los més
utilizados estén: Peninsula, Cayman y R&D systems. En nuestro caso, hemos utilizado
un kit comercia de Cayman, uno de los mas utilizados a la vez que documentado y
contrastado con respecto a otras casas comerciales que usan la técnica ELISA, lo que
nos proporciond mas seguridad en la determinacion de concentraciones de SP (Fehder,
1998; Michaels, 1998; Campbell, 2006).

L os trabajos encontrados en los que se han determinado niveles de SP en LCR
de RN son relativamente antiguos, por lo que la técnica empleada en todos ellos ha sido
el RIA. En nuestro caso, siguiendo la linea actual de la mayoria de los investigadores en
la materia, se ha elegido la técnica ELISA como método de cuantificacion por sus
innegables ventgjas: rapidez, precision y su relativa sencillez de realizacion en
comparacion con otros métodos. Aunque en la literatura se describe que existe una alta
correlacion entre los resultados obtenidos por RIA y por ELISA para la determinacion
de las concentraciones en plasma de determinados neuropéptidos (NKB) y por lo tanto

no hay diferencias significativas entre los resultados obtenidos con ambas técnicas,
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otros autores han obtenido resultados contradictorios seguin la técnica utilizada (Hennig,
1995), y resulta obvia la posibilidad de obtener resultados diferentes seguin la técnica
empleada. Existen innegables ventgjas del método ELISA sobre e método RIA: €
primero es més simple, se pueden obtener resultados en un dia a diferencia (con RIA se
precisan a menos 2 6 3 dias), no utiliza material radioactivo y es mas econdémico
(Geissbuehler, 2007; Page, 2010). Por lo tanto, podemos resumir que las ventgas de la
técnica ELISA serian las siguientes:. versétil, simple en su readlizacidn, reactivos
econdémicos, gran especificidad y sensibilidad (esto ultimo debido a la amplificacién de
la sefia que emite el segundo anticuerpo). Por todo €ello, en las Ultimas décadas ELISA
resulta ser el método mas generalizado para la determinacion de SP en distintos fluidos

corporales.

Nuestros valores resultan ser superiores a los descritos en otras series, s bien
précticamente no existen series de RN en las que se hayan determinado valores
normales de SP en LCR, y las descritas (Tam, 1985) son escasisimas en nimero de
individuos como para poder generalizar y establecer valores de referencia para futuras
investigaciones. En lo referente al método empleado, uno de los motivos de la obtencion
de valores mas elevados de SP en nuestra serie podria ser la adicion de 1:10 O-
Phenantroline como inhibidor de la degradacion a las muestras, practica de momento no
generalizada, si bien Tam et a (1985) también la utilizaron y sus valores obtenidos para
13 RN practicamente son la mitad de los nuestros. Otro motivo podria ser el empleo de
ELISA en lugar de RIA. Quizas el motivo fundamental sea la presencia de un niUmero
de muestras con diferencia mas elevado que en las otras series, 1o cua nos permite
establecer y asentar los valores de referencia que necesitdbamos. Ademas, conociendo

el hecho que la SP, a unirse a receptor NK 1, induce mitogénesis en células normales,
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en cdlulas tumoraes (Luo, 1996; Mufoz y Covefias, 2010) y en células madre (Kim,
2015), es decir, que es un mitdgeno universal, unido a hecho que € RN es un
organismo en crecimiento con una esperanza de vida de 80 o mas afios, resulta fécil
deducir que los valores de SP tanto en sangre como en LCR de los RN deben ser més
elevadas que en los adultos. Otro hecho que justificaria la obtencion en nuestra serie de
unos valores de SP en LCR de RN relativamente més elevados con respecto a lo
publicado, es |a obtencion previa por otros autores de valores mucho mas atos en fetos
(22700 £ 830 fmol/ml) (Tam, 1985), y patologias del periodo perinatal como la espina
bifida (del orden de 864 + 357,6 fmol/ml en RN y 150.000 fmol/ml en €l feto) (Tamy
Lister, 1984), y neonatal como € sindrome doloroso (del orden de 14,46 ng/ml)
(Gadzhieva, 2009), por lo es l6gico pensar que valores en torno a 400 fmol/ml, como
los obtenidos en nuestro caso, puedan considerarse normales en un RN libre de

patol ogia.

En nuestra serie no existe diferencia significativa en los valores obtenidos segun
la edad gestacional, ni tampoco segun e dia de vida, mientras que Tam et a (1985)
demuestran como los valores de SP disminuyen con la edad, tanto pre como postnatal,
aunque cabe tener en cuenta que nuestro estudio se desarrolla en un periodo de tiempo
de lavidarelativamente corto como son los 30 primeros dias, por |o que resulta bastante
l6gico que no exista diferencia en nuestros valores. Como acabamos de comentar,
tampoco hemos encontrado diferencia con respecto a la edad gestacional, si bien s
estratificaramos los resultados por edad gestacional, los grupos de menores edades
gestacionales resultarian reducidos en nimero como para poder establecer conclusiones
fiables en este aspecto, pero por otro lado cabe en la discusion decir que autores que si

han encontrado tal diferencia disponian de un nimero de pacientes prematuros ain mas
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escaso que € nuestro. Nagamitsu et al (1998) estudiaron los cambios relacionados con
la edad de los valores de SP y B-endorfina en LCR en 39 pacientes neurol 6gicamente
sanos de edades comprendidas entre 1 mes y 10 afios, asi como los de 9 controles de
edad adulta, concluyendo que los niveles de ambos péptidos poseen una correlacion
fuertemente positiva, que sufren un pico durante e primer afio de vida para luego
descender conforme aumenta la edad, por 10 que vuelve a observarse la tendencia
indicada por Tam PKH et a. El nimero de pacientes de 1 mes a 1 afio era de 15
(ninguno por lo tanto en @ periodo neonatal), y la técnica empleada fue RIA. No
encontraron correlacion entre edad y niveles de SP en |os sujetos en edad adulta, al igual
gue Nutt et a (1980) y Bach et a (1992), que por lo tanto se puede considerar que se
mantienen constantes con el paso de los afos, si bien es cierto que tampoco han sido
suficientemente estudiados en la senectud. Charlton y Helke (1986) sugirieron mediante
inmunohi stoquimica una disminucion de los receptores de SP en médula espinal de rata
también relacionada con la edad. Otra posible explicacién decremento de SP durante los
10 primeros afios de vida seria debida al patrén madurativo de las enzimas que actian
sobre € pro-neuropéptido inicial 0 neuropéptido precuror, como sugirieron Joshi et a
(1995) en relacion a la B-endorfina. Otra hipétesis seria que los cambios en los niveles
de SP relacionados con la edad sean debidos a la influencia de neurotransmisores
clésicos, mediante el fendmeno de cotransmision. La expresion génica de la
preprotaquiquinina precursora de la SP es activada por agonistas de la dopamina
(Haverstick et al, 1989). Quizés estudios mas profundos sobre los fenébmenos de
cotransmision relacionados con la SP aclaren algo mas la relacién de sus niveles con la

edad, especialmente en los primeros 10 afios de vida.
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En nuestro caso, y debido al mayor nimero de muestras del que hemos podido
disponer, estariamos en condiciones de concluir que los niveles de SP en LCR de
neonatos no varian significativamente durante el primer mes de vida, a menos en recién
nacidos a término. Tampoco hemos apreciado diferencias significativas entre los
prematuros, si bien es cierto que el nimero de éstos en nuestra serie no eramuy amplio
como para poder establecer conclusiones en este grupo de edad gestacional. Bueno et d
(2014) tampoco obtuvieron diferencias en los valores de SP en sangre de cordon segun
la edad gestacional, aunque todas las muestras estudiadas correspondian a RN atérmino
de 37 a 41 semanas. De todos modos tampoco se encontraron diferencias segun la edad
materna, aungue esto es concordante con la mayoria de los estudios sobre niveles de SP
en adultos, en los que éstos se mantienen bastante constantes a estas edades. En € lado
opuesto, en € estudio llevado a cabo por Wong et a (2010) los valores plasmaticos de
SP en RN de diferentes edades gestacionales experimentaron un ascenso gradual
durante los tres primeros dias de vida, para después disminuir. Estos resultados vuelven
air en contra de los resultados obtenidos por Clark et a (1996) sobre la correlacion
entre niveles de SP en plasmay LCR, ya que Wong obtiene a determinarlos en plasma
que sufren oscilaciones en los primeros dias de vida, mientras que en LCR segln
nuestro estudio se mantinen constantes en ese mismo periodo. Scholle et a (1990)
determinaron los valores plasmaticos de SP en RN a partir de latercera semana de vida,
con resultados en funcion de la edad gestacional corregida (que oscilé de 4 a 63
semanas), obteniendo que las concentraciones medias plasméticas de SP en RNPT (32)
eran de 27,2 = 6,2 pg/ml y en RNT (19) de 38,3 + 7,7 pg/ml, aunque cabe resefiar que
los resultados de este estudio proceden de muestras de plasma no purificadas. La
conclusion es que existe gran disparidad entre los valores de SP en plasma y LCR para

las distintas series, aunque € nuestro es € primer trabajo que aporta un nimero de
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muestras suficiente para establecer unos valores concluyentes de SP para RN en LCR.
Nos topamos ante la ausencia de estudios con nimero suficiente de nuestras sobre
valores de SP en LCR de RN, con los que establecer posibles comparaciones con €
nuestro para cotgjar resultados, por lo que para RN sélo podemos hacer un intento de
aproximacion con los val ores obtenidos en plasma. En este sentido los valores obtenidos
por Bueno et a (2014) para valores de SP en plasma de RNT en los primeros minutos
de vida son los que mas se aproximan a los nuestros, ya que resultan igualmente méas
elevados que en la mayoria de las series. Incluso teniendo en cuenta estas
consideraciones, nuestros valores de SP en LCR de RN doblan los val ores obtenidos por
Bueno et a en plasma bgo las mismas condiciones, lo cua resulta l6gico s
consideramos que la SP se encuentra en concentraciones mas elevadas en SNC que en
plasma, ya que es ali donde mayormente se genera (Pernow, 1983; Pernow, 1985).

Al igua que sucedia como se comenté en la introduccién con los valores
normales de leucocitos en LCR, es necesario que comentemos en este apartado qué
grado de sesgo podria suponer e que los RN de los que proceden las muestras no sean
completamente “sanos” y por lo tanto “Optimos” para poder establecer de manera
definitiva los valores “fisioldgicos” de SP en LCR de RN. Para que € estudio resultara
ético nuestros RN requerian indicacién médica para la redizacién de PL, como en
cualquier caso y muy especiadmente en € caso de menores de edad. Los RN de la
muestra presentaban factores de riesgo de infeccion perinatal, fiebre, elevacion de
reactantes de fase aguda (PCR), distrés respiratorio, hipotonia, signos de asfixia
perinatal leve, reaccion exagerada a estimulos o riesgo de transmisiéon de sifilis por
infeccion materna. Todos los pacientes incluidos en € estudio han cumplido estrictos
criterios de inclusion en los que se descartara cualquier patologia con afectacion del

SNC, como crisis convulsiva, hemorragia, malformacién, asfixia perinatal moderada-
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severa y especialmente meningitissmeningoencefalitis o cualquier proceso inflmatorio,
dado que es bien conocida laimplicacién de la SP en los estados patol 6gicos gue cursan
con inflamacién neurogénica. Esto nos da € grado de confianza suficiente para poder
afirmar que los valores de SP obtenidos para LCR son realmente “basales”. Un dato
importante que apoya esta asercion es el hecho de que no hemos encontrado correl acion
estadistica alguna (empleando € coeficiente de correlacién de Pearson) entre los valores
de SP y de reactantes de fase aguda como es la PCR entre nuestros sujetos de estudio
(véase Figura 37). Tam PKH et al (1985) concretamente en €l caso delos5 RNT, laPL
se realizd6 como screening de procesos sépticos no relacionados con € SNC. En €
estudio de Nagamitsu et a (1998) los 39 nifios se sometieron a PL también para
descartar posible infecciéon del SNC. En un estudio previo (Nagamitsu, 1997)
encontraron que los niveles de SP en LCR en estos casos no diferian entre nifios con o
sin fiebre. Por €lo, concluyeron que la incidencia de fiebre en sujetos considerados
“control” o “sanos” no influia en los niveles de SP en LCR. En el arduo empefio por
afianzar los vaores normales de leucocitos en LCR de RN, Martin-Ancel et a (Martin-
Ancel, 2006), estudiaron € recuento de leucocitos en 30 RN con riesgo de transmision
vertical de toxoplasmosis tras descartarse ésta por |os métodos habituales. Asi evitaban
el posible sesgo que supone el estudio en RN de “alto riesgo” tras descartar afeccion
meningea y no en RN realmente “sanos”. Concluyen que el recuento de leucocitos en
RN “normales” es similar al del adulto, lo cual es concordante con un estricto control al
paso de estas células al SNC por parte de la BHE. Una leve pleocitosis podria asi
encontrarse en RN sintométicos sin infeccion del SNC, pero no ser un halazgo dentro
de la normalidad como se sospechaba hasta ese momento. La mayor permeabilidad a
proteinas de la BHE en RN permitiria un paso mas facil de ciertas sustancias

circulantes, tanto moléculas provenientes de microorganismos como mediadores
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proinflamatorios. Aunque esto es sdlo una hipétesis, implicaria que quizas otras
moléculas implicadas en procesos inflamatorios como la SP podrian estar también
ligeramente incrementadas en los RN de nuestro estudio. Una de nuestras muestras
perteneciaaun RN hijo de madre con serologia a sifilis positiva, en € que finamente se
descart6 transmision de la enfermedad. Los niveles de SP en este caso no son inferiores
alos del resto. Aungue hablamos de una sola muestra, se trataria de un caso similar a
los hijos de madre con serologia positiva a toxoplasma del trabajo de Martin Ancel et d
mencionado, por lo que podriamos tender a pensar que € sesgo del que hablamos queda
bastante atenuado en nuestra serie. Syrogiannopoulos et al, en base a estudio previo de
Bergstrom et a (Bergstrom, 1972) llevaron a cabo un estudio mediante el cual
realizaron PL como evaluacion inicial a 117 de los 206 lactantes menores de 3 meses
ingresados por ITU confirmada bacteriol6gicamente. De los 117, en 15 se hallé una
pleocitosis estéril en LCR. Estos resultados implican que € 12,8% de los lactantes
menores de 3 meses con ITU presentan una pleocitosis estéril concomitante
(Syrogiannopoulos, 2001). El mecanismo por & cual se produciria una leve inflamacion
meningea en los casos de ITU neonatal no es bien conocido. La pleocitosis estéril
podria aparecer también unida a otras infecciones a distancia, como neumonia u
onfalitis. A este fendmeno se le ha denominado “meningitis simpatica” (Olson, 1985).
En nuestra serie, los pacientes con diagnostico final de ITU tampoco presentaron
niveles de SP significativamente superiores a resto. En base a estas circunstancias
podriamos aventurarnos a concluir que los niveles de SP no se ven afectados por la
supuesta alteracion de la permeabilidad de la BHE que apareceria en situaciones de
infeccion sistémica o adistancia

En lo referente a tamafio muestral, ha sido calculado estadisticamente a partir de

la varianza de un estudio previo que nos ha servido como estudio “piloto” (Tam, 1985),
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con lo que a menos para RNT € tamafio muestral seria mas que suficiente para la
precision deseada (+ 4 pg/ml). No podemos asegurar |o mismo en relacion alos RNPT,
en los que segun el estudio “piloto” previo llevado a cabo por Tam et al, necesitariamos
un nimero mayor para alcanzar la precion conseguida para los RNT. No obstante,
aungue mas escasos en numero, en los RNPT los vaores de SP obtenidos no han
presentado diferencias significativas con respecto a los RNT. Teniendo en cuenta el
método empleado (ELISA), poco generalizado hasta el momento para la determinacion
de niveles de SP, consideramos que los valores obtenidos son fiables por no existir
diferencias significativas entre los valores para ambos grupos de muestras, dado que
todas se analizaron por duplicado. También es importante considerar en cuanto a la
fiabilidad de nuestros resultados obtenidos la homogeneidad de la poblacion,
seleccionada con estrictos criterios de inclusion y exclusion. No en vano resulta ser la
mayor poblacion con diferencia de entre los escasos estudios presentes en la literatura
actual, es decir es e mayor nimero de muestras analizadas de una poblacion de RN, la
mas homogénea en la que se han estudiado valores de SP hasta e momento. Asi,
podemos concluir que los valores obtenidos podrian erigirse como la Unica referencia
actual para SP en LCR de RN, que nos servirian para compararlos con sus desviaciones
en distintos estados patoldgicos. En futuras investigaciones podrian tener aplicaciones
terapéuticas mediante € blogueo de los receptores NK1 con agentes farmacol gicos
especificos que bloguean las funciones fisiopatologicas ee la SP, los denominados
antagonistas de los receptores NK1. Si bien actuamente como hemos dicho son los
anicos valores fiables existentes en la literatura, para poder establecerlos como
referencia internacional definitiva seria necesario determinarlos en una muestra mas

amplia.
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Muchas son las patologias del SNC en las que podrian tener aplicacion agentes
terapéuticos que blogqueen la acciones fisiopatoldgicas de la SP mediante su receptor
NK1. En algunas de €llas poco a poco ya se va conociendo laimplicacion delaSP, y en
otras esa implicacion resulta aln tedrica. Ejemplos de patologias del SNC del RN en las
que podria tener aplicabilidad clinica un mayor conocimiento de su relacion con €
sistema SP/NK 1 receptor serian ciertas malformaciones congeénitas, |a hipoxia perinatal
y encefalopatia hipdxico-isquémica, traumatismos, e sindrome convulsivo, las
hemorragias cerebrales (intraventricul ares/parenquimatosas), hidrocefalia, retinopatia de
la prematuridad, procesos infecciosos/inflamatorios como la meningoencefditis y
meningitis, as como e dolor que acompafia a multiples patologias y procedimientos a
los que eventualmente se puede ver sometido un RN, especialmente los ingresados en
unidades de criticos.

Hace tiempo que se sospechan los efectos troficos y las implicaciones en €
neurodesarrollo que pueda tener la SP en € sistema nervioso en formacion, ya desde el
periodo embrionario. Asi, Tam y Lister (1984) encontraron niveles elevados de SP en
LCR en 10 RN y 1 feto con espina bifida, del orden de 864 + 357,6 fmol/ml en RN y
150.000 fmol/ml en el feto, (frente a 141 + 14,2 fmol/ml en 5 controles RN *“sanos” y
22.673 £ 8.340 fmol/ml en 10 controles fetos sin espina bifida), determinados mediante
RIA. Dado que los niveles de SP en LCR estan significativamente elevados en sujetos
con espina bifida tanto pre como postnatalmente, consideran en su discusién que podria
ser debido a que la SP desempefia un importante papel en € desarrollo de la médula
espina que se ve afectado de alguna manera en los casos de espina bifida. También
podria ocurrir que, dado gue se ha demostrado que la SP se encuentra relacionada con la
percepcion sensorial y los reflgjos autondmicos, una concentracion anormal de SP en

LCR podria agravar los déficits neurol 6gicos que aparecen en 10s casos de espina bifida.
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Esto induce a pensar que en estos casos €l empleo de farmacos que blogueen 10s efectos
de la SP podria en un futuro megorar la calidad de vida de estos pacientes.
Posteriormente De Felipe et a evidenciaron laimplicacion de la SPy su receptor NK1
en e desarrollo de la médula espina durante la embriogénesis (De Felipe, 1995). La
capacidad de la SP de promover € crecimiento neuronal es un fendmeno bien conocido.
Se ha demostrado que en € area cortical subventricular y en € giro dentado del
hipocampo del cerebro de rata, areas ricas en células madres neuronales, la introduccion
de SP induce un aumento en el nimero de células progenitoras neuronales (Park, 2007).
Recientemente se ha publicado que la SP es capaz de estimular la proliferaciéon de
células madre neuronales en la médula espinal tras un traumatismo medular, y lo hace
via MAPK (Kim, 2015). La SP también parece desempefiar un importante papel en €
desarrollo de la retina SP y receptores NK1 y NK3 se expresan en la retina en
formacion de ratones neonatos (Catalina, 2006), y de manera similar en ratas (NK1 y
NK3) (Oyamada, 1999) y congjos (NK1 y SP) (Casini, 2004). Por lo tanto, es posible
gue la SP esté implicada en el neurodesarrollo de una manera mucho mas generalizaday
aun por explorar.

Existen datos que sugieren que la SP podria aportar algun tipo de efecto
neuroprotector y podria estar envuelta en la reparacion neuronal. Asi, la SP podria
disminuir los efectos neurodegenerativos causados por la sustancia B-amiloide
inyectada en el cerebro de un anima vivo (Yanker, 1980; Kowall, 1991), y se sabe
también que el dafio neuronal produce un rapido aumento en e nimero de receptores de
SP en |los astrocitos circundantes (Mantyh, 1989). Varios autores han demostrado cierta
evidencia sobre los efectos neuroprotectores de la SP (Narumi, 1977; Wall, 1982). En
este aspecto la SP es capaz de proteger alas células granulares cerebel osas de la muerte

celular inducida por la deprivacion de suero y potasio (Amadoro, 2007). Se ha
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comprobado un efecto protector mediado por el receptor NK1 en ganglios espirales
disociados expuestos a un shock por deprivacion de factores tréficos, efecto mediado
por una inhibicion de enzimas proapoptdticas (Lallemend, 2003). Sin embargo, estudios
mas recientes asocian a la SP, en € extremo radicamente opuesto, claros efectos
neurodegenerativos, con destruccion neuronal mediante apoptosis y muerte celular no
apoptotica; esta paradoja pudiera esta relacionada con las concentraciones de SP,
tratdndose por tanto de efectos dosis-dependiente. La SP desempefia un papel
fundamental en la degeneracion funcional que sigue a dafio cerebral agudo, tanto a
nivel del SNC como periférico (Vink, 2004). También se ha relacionado la inflamacion
neurogénica inducida por NP como la SP y la NKA con e edema secundario a trauma
cerebral (Nimmo, 2004). Aunque existen muchos factores que intervienen en €
desarrollo de los déficits funcionales y morfol 6gicos que acontecen tras un traumatismo
cerebral, existe evidencia de que ciertos NP, en especia la SP, desempefian un papel
fundamental. La SP se libera tras un trauma cerebral agudo como parte de la respuesta
de la inflamacion neurogénica, mediante € aumento de la permeabilidad de laBHE y €
desarrollo de edema vasogénico. A nivel celular, la SP ha demostrado producir muerte
de cdlulas neuronales. La inhibicion de la accién postraumatica de la SP, bien mediante
la prevenciéon de su liberacion o bien mediante € blogueo con antagonistas de su
receptor NK1 disminuiria € desarrollo de edema cerebral y por tanto produciria una
importante mejoria en la evolucién funciona posterior a trauma (Vink and van den
Heuvel, 2010; Castro-Obregon, 2002). Es conocido que la SP es capaz de inducir en
neuronas un tipo de muerte celular diferente de la apoptosis y la necrosis, y este efecto
es tanto concentracién-dependiente (a concentraciones nanomolares y hasta
micromolares) como tiempo-dependiente. Las neuronas corticales, hipocampales y

estriatales destruidas no presentaban cuerpos apoptéticos, sino vacuolizaciéon. Sin
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embargo, en sus experimentos no observaron la misma toxicidad sobre fibroblastos, ni
siquiera a concentraciones milimolares. Comprobaron ademas que esta neurotoxicidad
eramediada por € receptor NK1, ya que se inhibia de forma compl eta con antagonistas.
Por lo tanto, concluyeron que € receptor NK1 es capaz de mediar un tipo de muerte
celular programada no apoptética (Castro-Obregdn, 2002). Recientemente, ha sido
publicado en pacientes con TCE que los niveles elevados de SP en sangre
(concretamente superiores a 299 pg/mL) eran constitutivos de mal prondstico (Lorente,
2015).

Se desconoce € papel que la SP podria tener en casos de hipoxialasfixia
perinatal y sus consecuencias, |a encefalopatia hipdxico isquémica. Este es, sin duda, un
espectro patoldgico de vital importancia en e periodo neonatal, consumiendo gran
cantidad de recursos, y cuya incidencia, pese a los avances en obstetricia, se mantiene
précticamente constante en los mejores hospitales del mundo. La encefaopatia
hipéxico-isquémica (EHI) se define como e sindrome neurolégico que aparece en €
RN tras un episodio de hipoxia y/o isquemia acaecido durante €l periodo perinatal. El
término de asfixia no es sinbnimo a de EHI. La asfixia es causa mientras la EHI es
efecto y no siempre &quella va a provocar lesién encefdlica Los fendmenos
hi poxicoi squémicos pueden causar trastornos de la funcion pulmonar, cardiovascular,
digestiva, renal, hematol6gica y metabdlica constituyendo en su conjunto € sindrome
postasfictico. Alrededor del 40 % de RN asficticos padecen diversos grados de EHI,
originandose el 90% de las |esiones cerebrales antes o durante €l parto. Laincidenciade
encefalopatia postasfictica se sitla alrededor de 6 x 1000 RNT. En nuestro medio la
asfixia es la 5% causa de mortalidad neonatal. En la actualidad desconocemos si los
niveles de SP se encuentran alterados en LCR de RN asficticos, 0 s podria intervenirse

en el curso de la enfermedad actuando sobre los receptores NK 1. Es conocido que ante
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un evento hipdxico agudo las concentraciones de SP se ven incrementadas en las
neuronas del nlcleo del tracto solitario de raton (Lindefors, 1986; Srinivasan, 1991). En
el miocardio, se sabe que la SP es capaz de inducir cardioproteccién tras fenébmenos de
isquemia-reperfusion tanto por su potente efecto vasodilatador coronario como
mediante fendmenos antiapoptdticos actuando a través de su receptor NK1 y las vias
intracelulares del fosfatidilinostol 3-kinassd AKT. Asi, la SP es capaz de proteger las
células miocardicas en casos de isguemia-reperfusion activando vias de supervivencia
celular (Jubair, 2015). Al contrario, se ha demostrado sobre un modelo experimental de
miocarditis virica en raton que la SP esta 60 veces mas elevada que en ratones no
infectados (Robinson, 2009). Ademas, IL-1b, TNFa and IL-6 estdn implicadas en la
fisopatologia de la miocarditis, e interesantemente la SP regula dichas citoquinas
proinflamatorias. Observando en los ratones infectados cardiomegalia, inflamacién
cardiaca y necrosis, apotosis e hipertrofia de cardiomiocitos, también se comprobaron
en su estudio que los ratones knockout estaban totalmente protegidos de la miocarditis
producida por e virus causante de la miocarditis experimental (Robinson, 2009).
Probablemente, tanto Jubair et al como Robinson et a estén en lo cierto en sus
aseveraciones, aungque aparentemente contradictorias, ya que en e primero las dosis
bajas de SP (fisiologicas) puedan tener un pape beneficioso produciendo
cardioproteccion, mientras que en e segundo las concentraciones elevadas de SP
(suprafisiol6gicas o patol 6gicas) conllevan € efecto contrario de cardiotoxicidad.

De manera similar, se ha demostrado que la SP estimula la liberacion de
interleuquinas y produce hepatotoxicidad y apoptosis, y a contrario, tratando dichos
ratones con antagonistas de los receptores NK1 se previene dicha hepatotoxicidad

(Bang, 2003). Deng y Luo han comprobado igualmente cdmo la SP participa en los
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fendmenos de dafio hepatico tras hipoxia, y como los antagonistas de los receptores
NK1 podrian frenar ese dafio (Deng y Luo, 2011).

Al inducir un dafio hipoxico-isquémico en ratas mediante la ligadura de la arteria
carétida izquierda, y estudiar mediante inmunohistoquimica e contenido de SP en
nicleo estriado a los 10 dias del dafio, se observa que las concentraciones de ésta
disminuyen un 66% en € lado ipsilateral a dafio y un 43% en & contralateral con
respecto a controles, mientras que las concentraciones de dinorfina A aumentaron en el
mismo experimento en un 481-285%, las de NPY disminuyeron en € lado ipsilateral y
aumentaron en € contralateral (manteniéndose por tanto constantes s tenemos en
cuenta el global del nicleo estriado), y las densidades de receptores dopaminérgicos D1
y D2 sevieron reducidas en un 24 y 22%, respectivamente. Esto pone de manifiesto las
complgjas alteraciones neuropeptidicas que acontecen a nivel cerebral tras un dafio
hipoxico-isquémico. El descenso en la concentracion de SP podria tener efectos
funcionales en la transmision dopaminérgica, por e ya conocido fenémeno de
cotransmision, mientras que el aumento en las concentraciones de NPY y dinorfina A
podrian reflgar un intento de compensaciéon preservando la integridad de grupos
neuronales, aumentando la sintesis de unos NP y disminuyendo la liberacion de otros
(Johnson, 1994). El factor hipoxia-inducible 1a (HIF1A) responde a los cambios en la
disponibilidad de oxigeno en e entorno celular, siendo liberado en condiciones de
hipoxia. Se encarga de regular |os efectos de ésta, tales como la formacion de neovasos,
desarrollo del sistema vascular en € embrién, e incluso € desarrollo de tumores
malignos (Benizri, 2008). El HIF1A resulta vital para € desarrollo. En mamiferos, la
ausencia de genes HIF-1 trae como consecuencia la muerte perinatal. Ademés, €
HIF1A desempefia un papel fundamental en la regulaciéon del metabolismo en humanos

(Formenti, 2010). La SP es capaz de aumentar considerablemente las concentraciones
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de HIF-1 bago condiciones de hipoxia, como se muestra en la Figura 40 (Walczak-

Drzewiecka, 2008).
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Figura 40: Aumento de los niveles de HIF1A conforme aumentan los de SP (Wal czak-
Drzewiecka, 2008)

Sin embargo, se ha demostrado que la SP regula la expresion de HIF1A através de su
gen TAC-1 de manera que en la fase de reoxigenacion tras hipoxia se ha observado que
la expresion del gen TAC-1 actla inhibiendo la expresion del HIF1IA mediante un
retraso en la produccién de SP en € estroma de la médula Osea, y la SP también se
encargaria de frenar ala caspasa-3, un indicador de apoptosisy eritropoyesis. Se trataria
de un efecto paraddjico de la SP en en tgjido estromal de médula 6sea durante la fase de
reoxigenacion tras hipoxia (Qian, 2001). La SP es capaz de inducir inflamacién
neurogénica en e SNC tras una lesién isquémica a igua que ocurre tras un
traumatismo cerebral, ya que tras el dafio la SP perivascular es liberada produciendo una
importante disrupcion de la BHE y € desarrollo de edema vasogénico. Los antagonistas
de los receptores NK1 se han mostrado eficaces en disminuir estos efectos deletéreos
(Turner y Vink, 2013). Los efectos de la SP ante situaciones de hipoxia guedan patentes
en e trabajo con modelo experimental de Springer et a, en € que la administracion

cronica de SP es capaz de producir hipertension pulmonar a través de lainduccion de la
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angiogénesis y remodelacion vascular, mediado por especies reactivas de oxigeno
(Springer, 2003). En model o experimental mediante la ligadura de la arteria mesentérica
superior en ratas se demuestra cdmo |os antagonistas de |os receptores NK 1 son capaces
de revertir los efectos de la SP ante situaciones de isquemia-reperfusion, como son
principamente e aumento de la permeabilidad vascular y e reclutamiento de
neutrofilos, tanto localmente (intestino) como a distancia (pulmoén) (Souza, 2002).

La retina ha sido clasicametne considerada como “una ventana al SNC”, o lo que
es lo mismo, la Unica parte del SNC que puede ser directamente visualizada mediante
una sencilla técnica, la oftamoscopia, y muchas veces representa un fiel reflgo
indirecto de diferentes patologias que pueden acontecer en € SNC. Dado € carécter
proangiogénico de la SP, se ha postulado s quizas podria estar relacionada con la
retinopatia inducida por oxigeno, como es el caso de la retinopatia de la prematuridad.
Existen varios estudios en los que se ha relacionado la SP con la neoangiogénesis tanto
in vivo como in vitro. Ziche et a (Ziche, 1990 y 1994) describieron como la SP
estimula la neovascularizacion in vivo, y la induccion de la proliferacién de células
endotdliales. Antagonistas especificos de la SP resultan eficaces en € blogueo de esta
respuesta en coérnea de congjo. Fan et a confirmaron mediante sus experimentos en
ratas la accion proangiogénica de la SP y mostraron del mismo modo su inhibicion por
antagonistas del receptor NK1 (Fan, 1993). Otro modelo experimental en ratas puso de
manifiesto que la SP aumenta la angiogénesis por una accién directa mediada por los
receptores NK1 en la microvascularizacion, siendo un proceso esencia en la cura de
heridas y en la inflamacion (Walsh, 1996). Ademés, la SP enddgena podria estar
implicada en la neoangiogénesis relacionada con la inflamacion neurogénica (Seegers,
2003). La neoangiogénesis se ha relacionado con € incremento de la expresion del

receptor NK 1. La SP, tanto administrada de forma exdgena como por un aumento de la
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tasa enddgena de la misma, produce un aumento neurogénico de la angiogénesis en
ratas mediante la activacion de los receptores NK 1, y los antagonistas no peptidicos de
estos receptores pueden inhibir la angiogénesis neurogénica que contribuye a la
patogenia de algunas enfermedades (Seegers, 2003). En modelo experimental de ratén,
la inoculacién subconjuntival del antagonista de los receptores NK1 “spantide” durante
lafase clinica de la queratitis herpética tuvo como resultado una significativa reduccion
de la opacidad corneal y de los fenédmenos de angiogénesis acompafiante que se dan en
esta patologia (Twardy, 2011), por lo que seria légico pensar que los mismos
fendmenos de inhibicién de la angiogénesis mediante antagonistas de los receptores
NK1 podrian darse en la retina. Se ha demostrado que la neuropatia que se puede
producir tras terapias con laser retiniano es capaz de hacer que € érgano ocular pierda
sus privilegios inmunes, y este hecho ocurre via SP/INK1 receptor, ya que mediante
antagonistas de los receptores NK1 se puede impedir esta pérdida de privilegios
inmunes (Lucas, 2012). Sin embargo, pese a todos estos datos a favor de laimplicacion
de la SP en la retinopatia del prematuro, Schmid et al no encontraron indicios, en sus
experiencias con ratones sometidos a normoxia tras hiperoxia, de que la SP estuviera
relacionada con la neoangiogénesis que se produce en la retinopatia inducida por
oxigeno (Schmid, 2012). El éxido nitrico (NO) es un importante modulador del flujo
sanguineo ocular, y ademéas es mediador en la respuesta vasodilatadora de los vasos
oculares de multiples neurotransmisores, como SP, insulina, histamina, bradiquinina 'y
acetilcolina. El sistema L-arginina/NO se ha relacionado también con |a retinopatia de
la prematuridad (Schmetterer, 2001), y quizés en posteriores estudios se demuestre que
la SP intervenga en esta asociacion, y podamos actuar sobre la prevencion y/o evolucion
de esta patologia tan prevalente entre los grandes inmaduros mediante €l bloqueo de los

receptores NK1.
173



Otra patologia del RN en la que cada vez se conocen mas implicaciones de la SP
es e sindrome convulsivo. Existen muchos datos que demuestran que la SP es
proconvulsivante. Ya en 1986, Garant consiguié reducir significativamente las
convulsiones inducidas en modelo experimental de rata (electroshock a maxima
potencia e inyeccion de bicuculingd) mediante la microinfusion de antagonistas de los
receptores NK1 en sustancia negra (Garant, 1986). Ko et a estudiaron las
concentraciones de SP, somatostating, prolactinay VIP en 70 muestras de plasmay 32
de LCR en pacientes entre 1 mes y 18 afos con distintos grados de epilepsia
Demostraron que los niveles de los cuatro péptidos estaban incrementados tanto en
plasma como en LCR en los pacientes con grados mas severos de la enfermedad, y por
lo tanto con los casos mas rebeldes a la medicacion (Ko, 1991). Recientemente, Blanco
et al demostraron un aumento en la expresion tanto de SP como de receptores NK1 en
las neuronas y células gliadles del hipocampo de pacientes con esclerosis mesial
temporal. Esto confirmaria que la SP tendria un efecto neurotdxico, produciendo muerte
neuronal, y sin embargo sobre las células gliales tendria un efecto mitogénico y de
proliferacion celular, explicando € por qué apenas se observan neuronas (muerte
neuronal) y si que existe un fendmeno de gliosis, ambos efectos producidos por €
aumento de SP (Blanco, 2012). En la infancia, también se han encontrado
concentraciones de SP y de los receptores NK1 en € sindrome de Rett, junto con
factores de crecimiento nervioso, glutamato y endorfina (Dunn, 2001). La SP y en
menor medida otras TK han sido implicadas como agentes causales en la generacion de
status epiléptico (Zachrisson, 1998). Se ha visto que, inyectada en € hipocampo de la
rata, la SP disminuye el umbral de inicio de la actividad convulsiva, y de la misma
manera € spantide |1, un antagonista del receptor de la SP, es capaz de suprimir la

actividad electroencefalografica y prevenir e desarrollo de nuevas crisis en este grupo
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de ratas (Liu, 1999). Ademas, se ha comprobado que |os ratones carentes del gen TAC-
1 presentan una mayor resistencia ala aparicién de convulsiones, siendo éstas de menor
intensidad y duracién y ademas con una recuperacion més rdpida tras las mismas, a
mismo tiempo que se mostraban méas protegidos de la destruccion de neuronas
hipocampales, tanto por necrosis como por apoptosis (Liu, 1999). Estos datos
demuestran €l papel proconvulsivante de la SP y de su gen TAC-1. También se ha
comprobado cémo € &cido vaproico inhibe la expresion de receptores NK1 en
astrocitos tanto de de rata como en humanos (Lieb, 2003). En un modelo experimental
mediante induccion de convulsiones con acido kainico, Zarichsson et al pretrataron con
el antagonista de los receptores NK1 CP-122,721-1 y comprobaron una disminucién de
la actividad convulsivante, asi como una correlacion positiva con la supervivencia
neurona (Zachrisson, 1998). Tanto la reduccién de la actividad convulsivante como la
neuroproteccion observadas en ratones con defecto en € gen de la TAC-1 estan
causados por la extincion de las vias de sefializacion mediadas por SPINKA gque son
activadas por las convulsiones. Estos datos sugieren que estas TK son criticas para €
control de la excitabilidad, las convulsiones y la vulnerabilidad del hipocampo (Liu,
1999). Todos estos datos indican que la SP causa convulsiones, y que estas
convulsiones pueden ser prevenidas y/o tratadas con antagonistas de los receptores
NK1, aunque su potencial ain no ha sido suficientemente investigado ni en animales ni
en humanos (Mufioz y Covefias, 2014). Kalinichev et a han llevado a cabo un estudio
en modelo experimental animal evaluando la eficacia del antagonista del receptor NK 1
vofopitant, solo 0 en combinacion con diferentes drogas antiepil épticas, ya que muchos
pacientes epilépticos se muestran resistentes a los anticomiciaes, o bien no toleran las
elevadas dosis que precisan para un correcto control. En este estudio encontraron que

vofopitant no posee actividad anticonvulsivante per se, pero que es capaz de aumentar la
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eficacia del antiepiléptico lamotrigina y de otros bloqueantes de los canales de sodio,
efecto mediado por e receptor NK1. Ademas, las dosis utilizadas para vofopitant no
mostraron efectos secundarios ni aumentaron los efectos secundarios producidos por
altas dosis de lamotrigina. Es importante destacar que para obtener el efecto deseado era
preciso que se bloqueara hasta e 99% de los receptores NK1, a igual que ocurre con
otros antagonistas de los receptores NK 1 estudiados en humanos. Los autores concluyen
gue se podrian obtener importantes beneficios en la practica clinica a afadir
antagonistas de los receptores NK1 a ciertas drogas antiepilépticas utilizadas en la
actualidad (Kalinichev, 2010).

Las hemorragias intraventriculares (HIV) son una importante causa de lesion
cerebral en e RNPT. Dicha lesién esta generada tanto por la HIV como por sus
complicaciones mas frecuentes: la hidrocefalia posthemorrédgica y la leucomalacia
periventricular. Las HIV por lo general ocurren en e RNPT y su incidencia tiene una
relacion inversamente proporcional ala edad gestacional y € peso a nacer. A finales de
los 70 laincidencia de la HIV se situaba entre € 40 y 50%, pero con € desarrollo de la
neonatologia y su especidizacion, se fue reduciendo hasta el 20-25% de finales de los
90. Esta curva de mejora se ha estancado en los Ultimos 10-15 afios, en parte debido ala
mejora en la supervivencia de los prematuros extremos, l0s cuales siguen estando en
riesgo de HIV. En € RNPT, las HIV son debidas a dos particularidades patogénicas
como lafragilidad de la matriz germinal y las alteraciones del flujo sanguineo cerebral.
La abundante y rica red de capilares situada en la matriz germinal, est4 formada por
vasos de gran calibre pero con paredes vasculares muy finas. Esto hace que los vasos
tengan poco soporte estructural y mayor riesgo de hemorragia que otras zonas del
cuerpo humano. Este riesgo es debido a la inestabilidad hemodindmica del RNPT en las

primeras horas de vida y la falta o deficiente autorregulacion del flujo cerebral. Las
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fluctuaciones en € flujo cerebral del RNPT estéan relacionadas con la HIV. Los RNPT
son particularmente vulnerables a las variaciones del flujo cerebral ya que tienen muy
mala autorregulacién comparado con los RNT. Esto implica que cualquier variacion de
latension arterial del RNPT se traduce en una variacion del flujo cerebral, dafiando los
frégiles capilares de la matriz germinal. Los plexos coroideos situados en € sistema
ventricular cerebral, constituyen la principal fuente de secrecion de LCR y representan
la principal barrera para el control del entorno del SNC, separando asi el LCR del flujo
sanguineo general. Lavezzi et a estudiaron los plexos coroideos en 84 estudios
necropsicos de sujetos de edades comprendidas entre las 17 semanas de edad
gestacional y los 8 meses de vida postnatal, cuyo fallecimiento se produjo por causas
tanto conocidas como desconocidas. Examinaron la citoarquitectura y los estadios de
desarrollo del plexo coroideo para determinar las ateraciones morfoldgicas o
funcionales en las muertes perinatales inexplicadas (sindrome de muerte stbita del
lactante y sindrome de muerte stbita intrauterina inexplicada). Se observé una mayor
incidencia de ateraciones histolégicas e inmunohistoquimicas, entre €ellas una
sobreexpresion de SP y apoptosis, de manera significativa (p < 0,05 con respecto a
controles). También se observd correlacion positiva entre e tabaguismo materno
durante € embarazo y dteraciones neuropatoldgicas coroideas. Asi, subrayan los
efectos negativos que supone la exposicion prenatal a la nicotina en e desarrollo del
sistema nervioso y en particular de estructuras tan vulnerables en su desarrollo como es
el plexo coroideo (Lavezzi, 2013). En € plano de lo tedrico, mecanimos que podrian
respaldar la posible participacion de la SP en la hemorragia cerebral del neonato, tan
frecuente en e periodo neonatal, serian los que rigen la llamada vasodilatacién
neurogénica. Asi, se ha encontrado SP en terminaciones nerviosas sensoriales que

rodean alos vasos sanguineos de diferentes localizaciones anatdmicas, por medio de las
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cuales median dicha vasodilatacion neurogénica (Furness, 1982). Ademas, en humanos
voluntarios la administracion intravenosa de eledoising, agonista de la SP, produce
hipertensién intracraneal, aumento de la frecuenciarespiratoriay vasodilatacion cutanea
(Broccardo, 1995). La SP posee una importante accién vasodilatadora (Erspamer, 1981,
Evans, 1988), y participa en la regulacion del flujo sanguineo en otras areas del
organismo, como la retina (Schmetterer, 2001), por lo que pensamos que del mismo
modo podria influir activamente en la regulacion del delicado flujo sanguineo cerebral
del RNPT, y quizds en un futuro se podria actuar farmacol6gicamente sobre sus
receptores NK 1 para prevenir laHIV tan frecuente en RNPT extremos.

La SP es uno de los neurotransmisores que intervienen en la transmision de la
sefid dolorosa. Junto con sus receptores NK1, esta presente en € asta dorsal de la
médula espinal, donde a igual que la NKA desmpefia un papd fundamental en la
nocicepcion. Asi mismo, la SP contribuye a la transmision dolorosa en procesos
inflamatorios del SNC (Samsam, 2001). Los NP liberados desde las terminaciones
nerviosas periféricas juegan un importante papel en los mecanismos de hiperalgesia que
suceden después de un trauma nervioso periférico, contribuyendo a la generacion del
dolor neuropético, donde también interviene la SP (Jang, 2004). Durante € dolor
crénico ya se describié hace varias décadas un aumento importante de la expresiéon de
los receptores NK 1 (Chahl, 1976; Lembeck, 1979; Furness, 1982; Lundberg, 1984). Los
RN ingresados en las unidades de cuidados criticos, y més concretamente los RNPT,
pueden percibir diferentes tipos de dolor, y frecuentemente su infradiagndstico o terapia
incorrecta pueden conducir a efectos fisiologicos adversos. Todas las sensaciones
dolorosas agudas y recurrentes, o bien persistentes durante un cierto periodo de tiempo,
experimentadas a tan temprana época de la vida, pueden conducir a desarrollo de un

sindrome doloroso sin la adecuada intervenciéon. Gadzhieva et a encontraron en RNPT
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criticos con lesion hipdxico-isquémica del SNC niveles de SP plasméticos del orden de
hasta 14,46 ng/ml, confirmando € desarrollo de un sindrome doloroso (Gadzhieva,
2009). La administracién intravenosa en jerbos de ciertos antagonistas de |os receptores
NK1 (L-733,060) tras la provocacion de un estimulo doloroso causa la inhibicion
completa dosis-dependiente de la fase tardia de la respuesta nociceptiva (Rupniak,
1996). Sin embargo, hasta e momento los ensayos en humanos con varios antagonistas
de los receptores NK 1 (aprepitant, lanepitant, AV-608 y Cj-11,974) no han demostrado
ser eficaces en € tratamiento del dolor en dife rentes patologias (dolor neuropético,
dolor visceral, dolor postoperatorio, osteoartritis y fibromialgia) (Borsook, 2012). El
primer caso publicado en e que un antagonista de los receptores NK1 (en concreto, CP
99,994) es (til en e tratamiento del dolor se debe a Dionne et d, para e dolor denta
postoperatorio (Dionne, 1998). Se ha sugerido gque la ineficacia de ciertos antagonistas
de los receptores NK1 para el tratamiento del dolor en ensayos clinicos en humanos
podria deberse a una pobre penetracion a SNC de estos compuestos a las dosis
ensayadas (Hill, 2000; Mufoz y Covefias, 2014), aunque este no fue & caso de
aprepitant.

Sin duda una de las patologias del SNC del RN en las que més aplicabilidad
podria tener el conocimiento de su relacion con la SP son los procesos infecciosos
/inflamatorios tipo meningitis/encefaitismeningoencefaitis y sus complicaciones
(colecciones purulentas, ventriculitis, fibrosis/tabicacion/hidrocefalia...etc). La
incidencia de meningitis es mayor en e periodo neonatal que en ninguna otra época de
la vida, siendo maés frecuente en la primera semana. Se considera, en general, que se
asociaalasepsis bacterianaen € 20-25% de las mismas. En la literatura se describe una
frecuencia de meningitis bacteriana neonatal precoz que oscila entre 0,2-1%0 RN vivos

(Klein, 1995). En la fase aguda, sus complicaciones més importantes son e edema
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cerebral, hipertension intracraneal progresiva, lesion cerebral parenquimatosa difusa,
lesion cerebral parenquimatosa focal y ventriculitis. La SP es €l principa mediador y
desencadenante de la actividad neuroinmunomoduladora y de la respuesta inflamatoria
neurogénica y no neurogénica (Fiebich, 2000; Harrison y Geppetti, 2001). El ge
neuroinmune, es un camino bidireccional de comunicacion entre los dos sistemas
(O"Connor, 2004). El sistema SP/NK1 receptor regula los sistemas inmune clésico
celular (Lieb, 1997) y humora (Pascual, 1991). Las caracteristicas de la inflamacion
neurogénica son € aumento de la permeabilidad vascular, la extravasacion de plasma, la
formacién de edema y la infiltracion de leucocitos (Holzer, 1988; Harrison y Geppetti,
2001). La SP no solo es sintetizada y secretada por las células nerviosas, otras células de
naturaleza no nerviosa, como son las células endoteliales (Linnik, 1989), los monocitos
(Ho, 1997), macrofagos, células dendriticas, eosinéfilos (Aliakbari, 1987), linfocitos
(Lai, 1998), los mastocitos y células de Leydig (Chiwakata, 1991), las células de
Hofbauer (Mufioz, 2013a) también expresan SP. Ademés, la expresion tanto de la SP
como de los receptores NK 1 esta aumentada durante la inflamacion (Weinstock, 1988),
y este efecto puede ser blogueado a su vez por antagonistas de los receptores NK1
(O"Connor, 2004). Esto ha llevado a la hipétesis de que la SP acttia no s6lo como un
mediador entre e sistema nervioso y € sistema inmune sino que actlia también de
forma independiente de los nervios sensoriales a través de una regulacion paracrina y/o
autocrina para mediar las interacciones directas entre las células inmunes (Mufioz,
2011). En larevision realizada por O'Connor TM et a (2004) se correlacionan el evados
niveles de SP en sangre y aumento de expresion de los receptores NK1 en diversas
enfermedades inflamatorias. Es conocido que la SP contribuye a reclutamiento de
leucocitos en los procesos inflamatorios, aumenta la produccion de citoquinas y

favorece la quimiotaxis de los leucocitos a traves de los receptores NK 1. También se ha
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demostrado que la SP induce la proliferacion de linfocitos T (Nio, 1993) y que las
células inmunes producen SP y también expresan su receptor NK1 (Lai, 1998). Por lo
tanto, los linfocitos T humanos contienen ARNmM preprotaguicining, que codifica y
produce SP (Lai, 1998). Por otra parte, se sabe que la SP a concentraciones nanomolares
induce la sintesis de citoquinas proinflamatorias en células de la neuroglia y linfoides,
aumentando la expresion de las IL-2 en cdlulas T (Calvo, 1992; Rameshwar, 1993) y
estimulando la produccién de IL-1, IL-6 y TNF-a en astrocitos, microglias (Gitter,
1994; Lieb K, 1998; Fiebich, 2000) y macréfagos (Lotz, 1988). La SP podria controlar
estos mediadores inflamatorios tanto a través del activador transcripcional NF-kB
(factor de necrosis kB), que a su vez regularia muchas citoquinas inflamatorias (Lieb,
1997), como por otras vias independientes del NF-kB. En este sentido, Fiebich et a
demostraron que la SP induce la expresion de citoquinas proinflamatorias como la IL-6,
implicada en diferentes fisiopatologias, a través de las vias MAPK, siendo estas vias un
componente esencial para € control de la inflamacion neurogénica dentro del SNC e
independiente del NF-kB (Fiebich, 2000). Hegde et a, en estudios con ratones
observaron que la SP gerciendo su accién a través del receptor NK1 es responsable de
la respuesta inflamatoriay € dafio pulmonar en la sepsis y e bloqueo del receptor NK 1
es protector de la lesion pulmonar en los ratones con sepsis polimicrobiana inducida
(Hegde, 2007). La SP unida a receptor NK1 estimula y regula las citoquinas
proinflamatorias (Williams, 2007) y la activacion de mediadores inflamatorios en la
sepsis depende principalmente de la activacion del factor de transcripcion NF-kB
(Cdzado, 2007). Ademas, la via SP-NK1 receptor-NF-kB regula a aza las citoquinas
proinflamatorias en las células epiteliales de colon humanos (a través de PKC) (Koon,
2005), en los monocitos (a través de ERK) (Chernova, 2009), en los macréfagos y en

las células dendriticas murinas (Marriott, 2000), en las cdlulas cebadas humanas (a
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través de la IP3 quinasa, PKA) (Kulka, 2008), en los mastocitos peritoneales de rata (a
través de MAPKS) (Azzolina, 2003), en los linfocitos T humanos (Guo, 2002), en las
células embrionarias de rifibon humano (a través de PKC, ERK) (Lai, 2008) y en
preadipocitos mesentéricos humanos (Karagiannides, 2006). Existe la posibilidad de
gue la accién de la SP a través ddl receptor NK1 inicie la cascada de sefidlizacion
inflamatoria que esta mediada por PKCay conduce a la activacion de NF-kB y AP-1y
la modulacion de méas mediadores proinflamatorios en la sepsis polimicrobiana.
Ademés, esta cascada inflamatoria iniciada por la SP es bloqueada a través de un
antagonistadel receptor NK1 (SR140333) (Hegde, 2010).

Todos estos datos nos llevan a la idea de que la SP, a través del receptor NK 1,
podria estar involucrada en la etiopatogenia de diferentes desordenes
infeccioso/inflamatorios, iniciando, acelerando o manteniendo dichos procesos en
patol ogias asociadas al SNC, en particular del RN. Mufioz y Covefias proponen ala SP
como biomarcador de la inflamacidn ya que estimula la produccién de interleuquinas a
través de distintas vias, como la IL-6, participando en la regulacién de procesos
inflamatorios (Mufioz y Covefias, 2014). Dentro del interés que suscita la molécula
como posible iniciador y mediador inflamatorio, habria que destacar la disponibilidad
de diferentes antagonistas selectivos de los receptores NK1, del tipo no peptidico, los
cual es son candidatos idéneos para bloguear |os efectos de la SP en la préactica clinica, si
se llegara a demostrar més adelante que efectivamente ésta desempefia un papel
importante en los procesos inflamatorios que afectan al SNC del RN. Laimplicacién de
la SPy su receptor NK1 en la meningitis bacteriana ya ha sido demostrada. En larata, la
SP induce vasodilatacion arteriolar de la pia madre durante la meningitis neumocécica,
y € tratamiento con el antagonista del receptor NK1 “Spantide” es capaz de atenuar de

manera significativa la vasodilatacién arteriolar mencionada en este tipo de meningitis
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(Pfister, 1995). La microglia expresa receptores NK1 y la SP es capaz de eevar de
manera significativa productos proinflamatorios de tipo prostanoide inducidos por
agentes baterianos en cultivos aidados de estas células (Chauhan, 2008). La interaccion
del sistema SP/NK 1 receptor es un componente esencial de lainiciacion y/o progresion
in vivo de la inflamacion del SNC iniciada en concreto por dos agentes bacterianos
clinicamente tan relevantes como son Neisseria meningitidis y Borrelia burgdorferi.
Tanto la elevacion en la produccién de citoquinas proinflamatorias como la disminucién
de la produccién de citoquinas inmunosupresoras se ven marcadamente atenuadas en
ratones gue carecen genéticamente de la expresion del receptor NK 1, y lo mismo ocurre
en ratones tratados con antagonistas de los receptores NK1 (Chaughan, 2008).
Igualmente se ha demostrado en un modelo in vivo de meningitis neumocdécica que la
SP también es capaz de incrementar la respuesta inflamatoria glial @ Gram positivo
Streptococus pneumoniae, y que la interaccion SP/NK1 receptor de nuevo juega un
papel fundamental en el desarrollo de la inflamacion del SNC (Chaughan, 2011).
Ademas, actuar sobre € receptor NK1 no solo previene € desarrollo del dafio por
inflamacion cuando los antagonistas son administrados profilacticamente, sino que
también son capaces de limitar o revertir la neuroinflamacion asociada a una meningitis
neumocdcica ya establecida, con intencion teragpéutica (Chaughan, 2011). La
intervencion terapéutica con antagonistas de los receptores NK1 revierte la gliosis y
desmielinizacion asociadas a la infeccion incluso en ausencia de cambios en la carga
bacteriana presente en SNC (Chaughan, 2011). Todos estos datos sugieren que €
sistema SP/NK1 receptor desempefia un papel importante en la patologia del SNC, y
por lo tanto € receptor NK1 podria llegar a ser una buena diana terapéutica y una
excelente estrategia de tratamiento mediante el empleo de sus antagonistas (Mufioz y

Coveiias, 2014).
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VI.RESUMEN



La SP es €& principd mediador y desencadenante de la actividad
neuroinmunomoduladora y de la respuesta inflamatoria neurogénica y no neurogénica.
El /e neuroinmune es un camino bidireccional de comunicacion entre los dos sistemas.
La SP se encuentra presente en la practica totalidad de nuestro organismo, y gerce
multiples funciones tanto fisioldgicas como patoldgicas, de manera directa o mediante
el control y modulacién de una gran variedad de sistemas bioquimicos, ya que puede
actuar der manera autocrina, paracring, o endorina en su funcién de verdadera hormona.
El sistema SP/NK1 receptor regula los sistemas inmune clésico celular y humoral,
siendo el mediador y desencadenante principal de la repuesta inflamatoria, por o que d
conocer sus valores normales en LCR, podriamos tener una referencia sobre la
desviacién de la normalidad de dichos valores en diferentes procesos patol gicos que
afectan al SNC del RN y quizés puedan ser (tiles para e diagndstico precoz de algunos
de estos procesos o incluso se pueda llegar a actuar sobre estas patologias si se llega a
demostrar la eficacia de la utilizacion de antagonistas de los receptores NK1 como
tratamiento apropiado.

Hasta ahora no hemos podido disponer de estos valores normales principal mente
por la dificultad ética que supone la obtencién de la muestra de LCR, obtenido de
manera obligada a través de la técnica de PL, en pacientes menores y en teorialibres de
patologia. En nuestro caso hemos superado este handicap mediante la aplicacion de
estrictos criterios de inclusion y exclusion para RN con indicacion médica de
realizacion de PL por diferentes factores de riesgo. Hemos llevado a cabo la
determinacion de SP mediante la técnica de ELISA en 126 muestras procedentes de 63

RN menores de 30 dias de vida libres de patologia del SNC.
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Con este estudio los valores normaes de SP en LCR de RN, determinados
mediante técnica de ELISA, quedan establecidos en 576,53 + 346,3 pg/ml, o lo que es
lo mismo 428,01 + 257 fmol/ml.

Las patologias que afectan a SNC del RN en las que €l conocimiento de estos
valores normales podrian tener aplicabilidad son tan variadas como las que se citan a
continuacion: malformaciones congénitas, hipoxialisquemia perinatal y encefaopatia
hipdxico-isquémica, retinopatia de la prematuridad, sindrome convulsivo, dolor y
procesos infecciosos que afectan a SNC.

Conociendo ya cuales son estos valores normales, se abre un amplisimo campo
para la investigacion, que podria conseguir importantes avances en € érea de la
Neonatologia, y muy especialmente en los cuidados criticos en la atenciéon de RN

vulnerables.
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VII. CONCLUSIONES



1- La SP est& presente en todas | as muestras estudiadas LCR de RN.

2. La presencia de SP en LCR confirma la importancia de este NP en la fisiologia del
SNC.

3- El método ELISA es fiable para la determinacién de la SP en LCR ya que no hay
diferencias significativas entre los valores de dos muestras del mismo individuo en
sesentay tres casos.

4- Los niveles de SP en LCR de RN se hallan en concentraciones pg/ml, y estos valores
guedan establecidos en 576,53 + 346,3 pg/ml (428,01 £ 257 fmol/ml).

5- Los niveles normales de SP en LCR de RN establecen las bases para estudiar las
implicaciones de SP con las diferentes patologias del SNC gue afectan especialmente al
RN.

6- En base a las implicaciones fisiopatol6gicas de la SP, en un futuro probablemente se
podra utilizar en la préctica clinica como un biomarcador precoz de inflamacién e
infeccion.

7- El posible uso de la SP como biomarcador, incluiria la posibilidad del uso de los
antagonistas de los receptores NK1 como intervencién terapéutica, amplidndose €l
concepto de biomarcador clasico pues también incluiria el uso de éstos como dianas
terapéuticas, surgiendo el concepto de “biomarcador terapéutico”.

8- Los niveles normales de SP en LCR pueden ayudar a la comprension de los
fendmenos fisiol 6gicos del SNC donde se hallaimplicadala SP. Y establecen las bases

para un futuro abordaje de lafisiopatologia en la que esta involucrada la SP.
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Anexo: Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO para:
Determinacion de niveles del neurcopéptido Sustancia P

en muestras de LCR de neonatos.

WN® HISTORIA...

DONDONA.

DE... FHCIS I'.'IE EDAD ECIN DCIMICILICI EM

¥ DML N-. .-EN CALIDAD DE...

DE._...

DECLAHG

QUE EL DRIA.... e

Me ha explcado que mi h1|:- prems.a I:|-E ia redlz:im:ln I:|-E un pmc:ed'muaﬂ‘u:l
diagnostico denomanado puncion lumbar para descartar una posible afectacion
meningea como extension del proceso infeccioso gue padece en la aclualidad.
Este procedimiento es necesaro para aciuar kerapeuticamentz ko antes posible en
base 3 sus resultados y ewitar asi posibles secuelas neurplogicas. La t&cnica
consiste en i3 puncion con agua fina de un espacio nterverizbral en la zona
lumbar, y 1a exiraccion de una muestra de liquito cefaloragquideo (LCR). Ademas
de la muestra necesaria para el diagnostico y actiud ferapeutica precoz. con este
documento soficitamos su consenbmiento para fomar 10 gotas mas para la
realizacion de un Estudio de Investigacion. Se trata de un estudio gue tiene como
cojetvo [@ determinacion ded neuropepide conocido como Susiancia P [SP) en
una muestra de LCR con el fin de determinar sus valores nomades en los recien
nacidos, desconocidos en esie momento, y gue esperamos sean utdes en el futuro
para una mejor aciuacion medica en indos estos procesos patologicos.

Es mmportante destacar gue con la toma de esta muesira no se preds considerar
gue exista un resgo “extra” apane del gue entrana toda puncion lumbar.

La wentficacion de kla muesira sera aifa numerica e impersonal, solo se asociaran
datos clinicos pero sin posbdidad de identficacion de ka madre v del recién nacido.
He comperendido que las expliicaciones que =2 me han facidado en un lenguaje
claro y sencillo, y el facuitativo que me ha atendido me ha permitido realizar todas
lzs obsenvaciones y me ha aclarado todas las dudas qgue ke he planteado. Tambien
comprendo, que en cualguier momento y sin necesidad de dar ninguna explicacion
puedo revocar el consentmiento gue ahora presio. Por eflo, manfiesto que estoy
satisfecho con ka informacion recibida, y en tales condiciones

CONSIENTO

En la extraccion de 10 gotas mas de LCR para el estudio de mvestigacion

para el analisis de k3 Sustancia P, asi como de la toma de datos dinicos para su
posterior analiss y correlacion.

B S s e ALUGAR YFECHA)
Fdo: EL'LA MEDICO Fl:ln:- EL:L.I!-. HEF'F!EE-EI"-I-TP.NTE LEGAL
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REUDCAClc'm
DOMDORA .
| B, SRR

EN CALIDAD DE.
REVOCO el consentimienio prestado en fecha..

pa'urseg.!re—! eshuydin, que doy oon esta fecha p-:nrﬁn,iza-:ln
B LLMZAR % FECHA)

Fdo.: EL/LA MEDICO " Fdo.: ELILA REPRESENTANTE LEGAL
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