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ABREVIATURAS

BHE barrera hematoencefálica
BPEG bajo peso para la edad gestacional
CCK colecistoquinina
CD células dendríticas
CMH células madre hematopoyéticas
DS desviaciones estándar
EB exceso de bases
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid
EHI encefalopatía hipóxico-isquémica
EKA (B, C y D) endokinina A (B, C y D)
ELISA enzimoinmunoanálisis
EPN endopeptidasa neutra
GABA ácido gamma-aminobutírico
HIF1A factor hipoxia-inducible 1α
HPLC cromatografía líquida de alta eficacia
ITU infección del tracto urinario
IL interleuquina
LCR líquido cefalorraquídeo
MAPK “mitogen-activated protein kinase”
MDR “multidrug resistant receptor”
HK-1 hemokinina 1
NKA (B) neurokinina A (B)
NO óxido nítrico
NP neuropéptido
NPY neuropéptico tirosina
NPγ neuropéptido gamma
NPK neuropéptido K
PAEG peso adecuado para la edad gestacional
PCR proteína C reactiva
PIC presión intracraneal
PL punción lumbar
PPT-I  preprotaquikinina 1
PRGC péptido relacionado con el gen de la calcitonina
RAPG receptor acoplado a una proteína G
RIA radioinmunoanálisis
RN recién nacido
RNMBP recién nacido muy bajo peso
RNT recién nacido a término
RNPT recién nacido pretérmino
RTK receptor taquicinérgico



SI sistema inmune
SNC sistema nervioso central
SP sustancia P
TAC (1, 2 y 4) gen preprotaquiquinina (1, 2 y 4)
TACR (1, 2 y 3) gen del receptor de taquiquinina (1, 2 y 3)
TK taquicinina
TNF factor de necrosis tumoral
VIP péptido intestinal vasoactivo
VRS virus respiratorio sincitial
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1. EL LÍQUIDO CEFALORRAQUÍDEO:

El líquido cefalorraquídeo (LCR), también llamado líquido cerebrospinal por su

traducción literal del inglés, es un líquido transparente contenido en los ventrículos

cerebrales, espacio subaracnoideo y conducto medular cuya función “clásica” es la de

amortiguación, aunque también tiene un importante papel en cuanto al transporte de

sustancias involucradas en la homeostasis y metabolismo del SNC, así como en

situaciones patológicas del mismo. Presenta un flujo continuo a través de los

mencionados espacios, siendo su producción constante, y el equilibrio en su reabsorción

unido a la ausencia de obstrucción a su paso contribuyen al mantenimiento constante de

la presión intracraneal.

1.1 Formación, flujo y absorción del LCR:

El LCR se forma a una velocidad de unos 500 ml diarios en el adulto, lo que

supone el triple o el cuádruple de su volumen total en todo el sistema. El volumen total

de LCR oscila en adultos entre 90 y 150 ml (la mitad intracraneal y la otra mitad

espinal), mientras que en el recién nacido (RN) estas cifras oscilan entre 10 y 60 ml

(Rodríguez-Segade, 2006). Alrededor de dos tercios o más de esta cantidad se debe a la

secreción desde los plexos coroideos en los cuatro ventrículos, sobre todo en los dos

ventrículos laterales. Un poco más se produce en la superficie ependimaria de todos los

ventrículos y en la aracnoides. Un pequeño porcentaje procede del propio encéfalo a

través de los espacios perivasculares que quedan alrededor de los vasos sanguíneos que

atraviesan el encéfalo. Las flechas de la Figura 1 muestran que los principales canales

para el líquido nacen en los plexos coroideos y después siguen el sistema del LCR. La

parte segregada en los ventrículos laterales pasa primero hacia el tercer ventrículo;

después, tras la incorporación de una mínima cantidad más en esta cavidad, desciende a
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lo largo del acueducto de Silvio hacia el cuarto ventrículo, donde aún se añade otra

minúscula proporción de líquido. Finalmente, sale del cuarto ventrículo por tres

pequeños orificios, los dos agujeros laterales de Luschka y el agujero central de

Magendie, para penetrar en la cisterna magna, un espacio de líquido que queda detrás

del bulbo raquídeo y debajo del cerebelo.

Figura 1 Las flechas indican el camino seguido por el
flujo del líquido cefalorraquídeo desde los plexos coroideos

en los ventrículos laterales hasta las vellosidades aracnoideas

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

La cisterna magna se continúa con el espacio subaracnoideo que rodea al encéfalo y la

médula espinal en su integridad. Casi todo el LCR asciende a continuación desde la

cisterna magna a través de estos espacios subaracnoideos alrededor del cerebro. Desde

aquí, penetra por las múltiples vellosidades aracnoideas que sobresalen hacia el gran

seno venoso sagital y otros senos venosos cerebrales, y las atraviesa. Por tanto, todo el

líquido sobrante se vierte hacia la sangre venosa a través de los poros de estas

vellosidades.
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Secreción por el plexo coroideo.

El plexo coroideo, cuyo corte se observa en la Figura 2, está formado por una maraña de

vasos sanguíneos  recubierta por una delgada capa de células epiteliales. Este plexo se

proyecta hacia el asta temporal de cada ventrículo lateral, la porción posterior del tercer

ventrículo y el techo del cuarto ventrículo.

Figura 2 Plexo coroideo en un ventrículo lateral (Guyton & Hall, 2011).

La secreción de líquido hacia los ventrículos por el 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 últimos. Los dos

combinados elevan el contenido de cloruro sódico en el LCR, que está dotado de

actividad osmótica, por lo que a continuación provoca la ósmosis casi inmediata de

agua a través de la membrana, para aportar el líquido de la secreción. Otros procesos de

transporte menos importantes desplazan pequeñas cantidades de glucosa hacia el LCR y

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



5

características finales del LCR pasan a ser las siguientes: presión osmótica,

aproximadamente igual a la del plasma; concentración de iones sodio, similar a la del

plasma; iones cloruro, en torno a un 15% mayor que en el plasma; iones potasio un 40%

menos, y glucosa, aproximadamente un 30% menos.

Absorción del LCR a través de las vellosidades aracnoideas.

Las vellosidades aracnoideas son proyecciones digitiformes microscópicas de la

aracnoides hacia dentro que atraviesan las paredes y van dirigidas hacia los senos

venosos. Sus conglomerados forman estructuras macroscópicas llamadas granulaciones

aracnoideas, que pueden verse sobresalir hacia los senos. Con el microscopio

electrónico se ha observado que las células endoteliales que cubren las vellosidades

presentan pasadizos vesiculares directos a través de su soma con unas dimensiones

suficientes como para permitir el flujo relativamente libre hacia la sangre venosa de:

LCR, moléculas proteicas disueltas, y hasta partículas del tamaño de los glóbulos rojos y

blancos (Guyton & Hall, 2011).

Espacios perivasculares y LCR.

Las grandes arterias y venas del encéfalo se hallan sobre su superficie, pero su tramo

final penetra hacia el interior, y arrastra una capa de piamadre, la membrana que cubre

al encéfalo, según se observa en la Figura 3. La piamadre está muy poco adherida a los

vasos, por lo que existe un espacio, el espacio perivascular, entre ella y cada vaso. Así

pues, los espacios perivasculares siguen a las arterias y las venas hacia el encéfalo hasta

llegar a las arteriolas y las vénulas.
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Figura 3 Drenaje de un espacio perivascular hacia el espacio
subaracnoideo (Ranson, 1959.)

Función linfática de los espacios perivasculares.

Como sucede en cualquier otra parte del cuerpo, una pequeña cantidad de

proteínas se filtra desde los capilares del encéfalo hacia sus espacios intersticiales. Dado

que en el tejido cerebral no existen auténticos vasos linfáticos, este exceso proteico sale

contenido en el líquido a través de los espacios perivasculares hasta los espacios

subaracnoideos. Al llegar a ellos, las proteínas pasan a circular con el LCR, para

absorberse hacia las grandes venas cerebrales a través de las vellosidades aracnoideas.

Por tanto, los espacios perivasculares en realidad constituyen un sistema linfático

especializado para el encéfalo. Además de transportar líquido y proteínas, también

sacan del encéfalo sustancias sólidas extrañas. Por ejemplo, siempre que hay una

infección encefálica, los glóbulos blancos muertos y otros residuos infecciosos se

expulsan por los espacios perivasculares (Guyton & Hall, 2011). Así, la entrada de

leucocitos dentro del parénquima cerebral está controlada por diferentes componentes

celulares a nivel de las vénulas postcapilares. La regulación de la entrada celular se

lleva a cabo por la migración a través de dos estructuras distintas: la pared vascular y las

células gliales subyacentes, con sus correspondientes membranas basales. De este
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modo, esta “migración” supondría los dos pasos fundamentales de la neuroinflamación

(Owens, 2008).

Función amortiguadora del LCR

Una función fundamental del LCR consiste en amortiguar el encéfalo dentro de

su bóveda sólida. El encéfalo y el LCR poseen aproximadamente la misma densidad

específica (tan sólo difieren en un 4% más o menos), de modo que el encéfalo se limita

a flotar en el seno del líquido. Por tanto, un golpe en la cabeza, si no es demasiado

fuerte, desplaza todo el encéfalo a la vez que el cráneo, lo que evita que cualquier

porción suya sufra una torsión transitoria por su acción.

Participación del LCR en el mantenimiento de la presión intracraneal

(PIC)

La presión normal del sistema del LCR en una persona tumbada en posición

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.

Regulación de la presión del LCR por las vellosidades aracnoideas.

La velocidad normal de formación del LCR permanece muy constante, por lo

que sus cambios rara vez constituyen un factor que influya en el control de la presión.

En cambio, las vellosidades aracnoideas funcionan como válvulas que permiten la salida

sin problemas del LCR y de su contenido hacia la sangre de los senos venosos mientras

que impiden el retroceso de la sangre en un sentido opuesto. Normalmente, esta acción

valvular de las vellosidades deja que el LCR comience a fluir hacia la sangre cuando su
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presión supera en unos 1,5 mmHg a la de la sangre en los senos venosos. Después, si la

presión del LCR todavía sube más, las válvulas se abren con mayor amplitud. En

condiciones normales, esta variable casi nunca asciende más que unos pocos milímetros

de mercurio por encima de la presión en el interior de los senos venosos cerebrales. Por

el contrario, en los estados patológicos, a veces las vellosidades quedan bloqueadas por

grandes partículas sólidas, por una fibrosis o por un exceso de células sanguíneas que se

hayan filtrado hacia el LCR en los casos de una enfermedad cerebral. Tal bloqueo puede

elevar la presión del LCR.

Medición de la presión del LCR.

El procedimiento habitual para medir la presión del LCR es sencillo. En primer

lugar, la persona se tumba en posición totalmente horizontal sobre su costado para que

la presión del líquido en el conducto raquídeo sea idéntica a la que hay en la bóveda

craneal. A continuación, se introduce una aguja de punción en la zona lumbar del

conducto raquídeo por debajo del extremo inferior de la médula, y se conecta a un tubo

vertical de vidrio cuyo extremo superior está abierto al aire. Se deja que el líquido del

conducto vertebral suba por el 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 presión

de agua o, dividiendo esta cifra por 13,6, que es la densidad específica del mercurio, de

unos 10 mmHg de presión.

Hidrocefalia

“Hidrocefalia” significa exceso de agua en la bóveda craneal. Este proceso suele

dividirse en dos tipos: la hidrocefalia comunicante y la hidrocefalia no comunicante. En

la primera, el líquido circula sin problemas desde el sistema ventricular hacia el espacio
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subaracnoideo, mientras que en la segunda está bloqueada su salida fuera de uno de los

ventrículos como mínimo. Normalmente el tipo no comunicante de hidrocefalia está

ocasionado por un bloqueo en el acueducto de Silvio, a raíz de la atresia (o cierre) que

se produce en muchos bebés antes del nacimiento, o del bloqueo por un tumor cerebral a

cualquier edad. Como el líquido se forma en los plexos coroideos de los dos ventrículos

laterales y del tercero, el volumen de estas tres cavidades crece mucho. Esto comprime

el cerebro contra el cráneo convirtiéndolo en un delgado caparazón. En los RN, la

elevación de la presión también hace que se hinche toda la cabeza debido a que los

huesos del cráneo aún no se han fusionado. El tipo de hidrocefalia comunicante suele

estar causado por el bloqueo que sufre el flujo de líquido en los espacios subaracnoideos

en torno a las regiones basales del encéfalo o por el bloqueo de las vellosidades

aracnoideas donde normalmente se produce su absorción hacia los senos venosos. Por

tanto, se acumula tanto en el exterior del encéfalo como, en menor medida, dentro de los

ventrículos. Esto también hará que la cabeza se hinche tremendamente si sucede en el

período de lactancia, cuando el cráneo todavía es maleable y puede extenderse, aunque

es capaz de dañar el encéfalo a cualquier edad. Un método para tratar los numerosos

tipos de hidrocefalia consiste en la colocación quirúrgica de una derivación mediante un

tubo de silicona que vaya desde uno de los ventrículos cerebrales hasta la cavidad

peritoneal, donde el exceso de líquido puede absorberse hacia la sangre.

1.2 Barreras hematocefalorraquídea y hematoencefálica

Ya se ha señalado que la concentración de varios componentes importantes del

LCR no coincide con las del líquido extracelular en cualquier otro punto del cuerpo.

Además, muchas sustancias moleculares grandes apenas consiguen pasar desde la

sangre hacia el LCR o hacia los líquidos intersticiales del encéfalo, aunque estas
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mismas sustancias salen con facilidad hacia los líquidos intersticiales habituales del

organismo. Por tanto, se dice que existen barreras, llamadas barrera

hematocefalorraquídea (BHC) y barrera hematoencefálica (BHE), que separan la sangre

del LCR y del líquido encefálico, respectivamente (Guyton & Hall, 2011). Mientras que

se considera que la BHE se localiza a nivel de las células endoteliales de la

microvasculatura del SNC, la BHC queda localizada en las células epiteliales de los

plexos coroideos. La función tanto secretora de LCR como de barrera de las células

epiteliales de los plexos coroideos se lleva a cabo mediante la expresión de numerosos

sistemas de transporte que permiten el transporte directo de iones y nutrientes al LCR y

la retirada de agentes tóxicos fuera de éste. En caso de patología del SNC, ambas

barreras se alteran, conduciendo a la formación de edema y al reclutamiento de células

inflamatorias hacia el SNC (Engelhadrt, 2009). Hay barreras en los plexos coroideos y

en las membranas de los capilares tisulares prácticamente en cualquier región del

parénquima cerebral excepto en algunas zonas del hipotálamo, la glándula pineal y el

área postrema, donde las sustancias difunden sin tantos problemas hacia los espacios

tisulares. La facilidad de difusión es notable en estas regiones porque poseen receptores

sensitivos que responden a cambios específicos ocurridos en los líquidos corporales,

como las variaciones de la osmolaridad y de la concentración de glucosa, así como otros

receptores para  hormonas peptídicas encargadas de regular la sed, como la angiotensina

II. La BHE también contiene moléculas transportadoras específicas que facilitan el

transporte de hormonas, como la leptina, desde la sangre hacia el hipotálamo, donde se

unen a unos receptores específicos que controlan funciones como el apetito y la

actividad del sistema nervioso simpático.

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

carbono, oxígeno y la mayoría de sustancias liposolubles, como el alcohol y los
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anestésicos; parcialmente permeables a electrólitos, como el sodio, el cloruro y el

potasio, y casi totalmente impermeables a las proteínas plasmáticas y a la mayor parte

de las moléculas orgánicas 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 el LCR o en el parénquima cerebral, como los

anticuerpos proteicos y los fármacos no liposolubles. La causa de la baja permeabilidad

que presentan las barreras BHC y BHE radica en el modo como están unidas entre sí las

células endoteliales de los capilares en el tejido cerebral, mediante las denominadas

“uniones intercelulares herméticas o estrechas”. Esto es, las membranas de las células

endoteliales adyacentes están íntimamente 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, 1975 y 1975; Adinolfi, 1976).

Estructura de la barrera hematoencefálica

La estructura básica de la BHE ha sido descrita hace más de 100 años. Desde

entonces se han hecho muchos progresos en el intento de dilucidar los programas que

gobiernan la biogénesis de las uniones estrechas y muchos de los principales

componentes moleculares del complejo que conforma la unión estrecha endotelial, el

cual constituye la principal barrera física paracelular que se ha identificado en la BHE

(Bauer, 2014). Como consecuencia de estas peculiares uniones intercelulares la BHE

restringe el paso de sustancias hidrofílicas a una ruta transcelular en lugar de tomar una

ruta paracelular, como ocurre en otros territorios capilares. Además, las uniones

intercelulares estrechas determinan la polaridad funcional de las células endoteliales,
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resultando la división en un dominio apical y otro basal con diferente expresión de

canales iónicos y transportadores a la cara luminal (frente al torrente sanguíneo) y

abluminal (frente al líquido intersticial cerebral) de la membrana. La unidad funcional

de la unión intercelular estrecha consiste en un complejo proteico que incluye 2 grupos

de proteínas: proteínas transmembrana como las “ocludinas”, “claudinas” y las

“moléculas asociadas a la unión”, que abarcan el espacio intercelular y conectan células

endoteliales adyacentes; y otro grupo de proteínas reguladoras y de soporte

citoplásmico, como las proteínas “zónula ocludens”, que conectan las proteínas

transmembrana con el citoesqueleto, e inician ciertos mecanismos de señales vía

interacción proteína-proteína (Figura 4). La función principal de las ocludinas dentro de

la unión estrecha es reguladora (Huber,  2001; Hawkins y Davis, 2005). Las claudinas

forman parte del “sello” o fijación primaria de la unión estrecha. Las “moléculas

asociadas a la unión” probablemente  median el ensamblaje precoz  de membranas

celulares adyacentes.

Figura 4: Estructura de la unidad neurovascular (izquierda) y de la unión intercelular
estrecha (derecha) (Benarroch, 2012)
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Funciones de la barrera hematoencefálica

La BHE restringe el paso de iones y fluidos entre la sangre y el cerebro, aporta

nutrientes esenciales para el parénquima cerebral y participa en la eliminación de

productos potencialmente tóxicos y de desecho. Las células endoteliales cerebrales que

forma la BHE expresan proteínas de transporte, la mayoría de las cuales poseen una

distribución polarizada con expresión en la cara luminal o abluminal. Así mismo existen

receptores que median el paso transendotelial de péptidos y proteínas, y enzimas que

metabolizan neurotransmisores o sus precursores (Figura 5). Transporte iónico: La

BHE posee una alta densidad de mitocondrias debido a las altas demandas energéticas

el transporte activo ATP-dependiente de iones sodio, potasio, cloro, hidrógeno,

bicarbonato y calcio. Mediado por transportador: Miembros de la superfamilia de

“transportadores solubles” llevan a cabo el transporte específico de nutrientes como

glucosa, aminoácidos, ácidos monocarboxílicos, nucleósidos, purinas, aminas y

vitaminas a través de las células endoteliales. Un ejemplo importante es el transportador

de glucosa GLUT1, que se expresa a una mayor concentración en la cara abluminal que

en la luminal y media el transporte facilitado de glucosa a través de la BHE. La

expresión de GLUT1 está controlada por el “factor-1 hipoxia-inducible” (HIF-1) y

aumenta en el 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 el flujo activo de moléculas liposolubles

hacia el exterior del endotelio capilar cerebral y sistema nervioso central (Dauchy,

2008). Estos transportadores tienen una función protectora del SNC retirando moléculas

endógenas o xenobióticas potencialmente neurotóxicas, o bien reduciendo la

penetración de determinadas drogas dentro del SNC. Un importante ejemplo es la P-
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glicoproteína 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 proteínas: Las células

endoteliales de la BHE expresan ciertos sistemas de transporte para péptidos

neuroactivos, como arginina-vasopresina, encefalinas, citoquinas y quimioquinas. Las

proteínas grandes, como la transferrina, lipoproteínas 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 unión de estas proteínas a su receptor específico en la

membrana celular, seguido de endocitosis del complejo ligando-receptor, paso al

citoplasma y exocitosis al polo opuesto de la célula. Otro mecanismo de transporte de

macromoléculas es vía caveolas, las cuales son vesículas que se forman a partir de

balsas lipídicas de la membrana plasmática que controla la permeabilidad transcelular

de la BHE. Transporte enzimático: las células endoteliales de la BHE expresan enzimas

cuyo objetivo son moléculas endógenas y exógenas, incluídos neurotransmisores como

catecolaminas y encefalinas y otros mediadores químicos como los leucotrienos.

Ejemplos que utilizan este tipo de transporte son la monoaminooxidasa, gammaglutamil

transpeptidasa, enzima convertidora de angiotensina y ecto o endopeptidasas (Black,

1994; Brownson, 1994). Migración transendotelial de leucocitos circulantes: La

información bidireccional entre la célula inmune y el endotelio constituye un elemento

esencial para el normal funcionamiento del sistema  inmunitario, así 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 fenotípicamente en microglia. El patrón y
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ruta de la migración leucocitaria a través de la BHE viene determinado por

interacciones entre las moléculas de adhesión a las células endoteliales (CAMs), como

la intercelular (ICAM-1), la vascular (VCAM-1) y la plaquetaria (PECAM), e integrinas

expresadas en los leucocitos, especialmente α4 y β2-integrinas (Greenwood, 2011).

Figura 5. Mecanismos de transporte de la BHE. (Benarroch, 2012).

Las uniones estrechas son ahora consideradas estructuras dinámicas donde

múltiples rutas de señales convergen, adaptando el lecho vascular cerebral de la BHE

con un alto grado de plasticidad en respuesta a estímulos fisiológicos y patológicos.

Aparte de la adhesión célula a célula, procesos como la polarización celular,

reordenamientos del citoesqueleto, adhesión a la matriz extracelular mediada por

integrinas y conducción  polarizada son fundamentales para el funcionamiento

fisiológico de la BHE. Ya que para el tratamiento de muchas enfermedades

neurológicas constituye un impedimento la dificultad para la entrada a través de la BHE
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de determinados fármacos, sería de gran utilidad conseguir una modulación transitoria

para la apertura de las uniones estrechas intercelulares. Así, indudablemente un mayor

conocimiento de la compleja estructura y fisiología de las uniones estrechas endoteliales

a nivel de la BHE aportaría nuevas soluciones para la práctica clínica (Bauer, 2014).

Aún quedan por responder algunas cuestiones clave para la comprensión del normal

desarrollo y funcionamiento normal de la BHE en humanos, por ejemplo, la expresión

de ciertas claudinas en el endotelio cerebral de fetos, prematuros y neonatos a término

todavía no se ha constatado. La morfología de la cara gliovascular de la matriz germinal

comparada con otras áreas del córtex cerebral en humanos aún no ha sido

adecuadamente estudiada, lo cual sería clave para comprender por qué los vasos

sanguíneos de la matriz germinal son tan frágiles y tan propensos al sangrado en

prematuros. Además, existen otras cuestiones pendientes de estudio en profundidad:

cómo se ensamblan exactamente las uniones estrechas intercelulares, cómo se regulan

en determinadas situaciones fisiológicas, cómo interactúan con ciertos mediadores,

neurotransmisores y fármacos, cómo se alteran según la patología… (Ballabh, 2004).

Correlaciones clínicas con la alteración de la BHE

Patofisiología de la apertura de la BHE:

Como ya se ha mencionado, en condiciones fisiológicas la BHE es relativamente

impermeable. En condiciones patológicas, existen ciertos mediadores químicos 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-α e interleukina-β, 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, uridín trifosfato (UTP), uridín monofosfato (UMP), SP, ácido

quinolínico, factor activador plaquetario y radicales libres (Abbott, 2002; Annunziata,

1998; Pan, 2001; St’astny, 2000). Algunos de estos agentes son liberados por el

endotelio, y el mismo endotelio responde ante algunos de estos agentes liberados. En

condiciones fisiológicas, las terminaciones nerviosas de las neuronas discurren cercanas

a los vasos sanguíneos donde son liberados estos mediadores, como histamina, SP y

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

Estados patológicos asociados con disfunción de la BHE

La disfunción de la BHE es un componente patofisiológico de una amplia

variedad de desórdenes neurológicos. Entre estos se incluyen: traumatismo cerebral

(Tomkins, 2008; Nag, 2011), infarto (Baeten, 2011; Yang, 2011), epilepsia (Aronica,

2012, Friedman, 2011; Fabene, 2008), esclerosis múltiple (Mandel, 2011; Simka, 2009),

neuromielitis óptica (Shimizu, 2012), hemorragia de la matriz germinal (Ballahb, 2003;

Ghazi-Birry, 1997), encefalopatía 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),  fallo hepático (Skowronska, 2012) y enfermedades por

depósito lisosomal (Begley, 2008).

Los distintos mecanismos de disfunción de la BHE incluyen la disrupción de las

uniones intercelulares estrechas, alteración en la expresión y función de transportadores

de membrana o enzimas, aumento del paso de células inflamatorias desde la sangre

hasta el SNC, y disfunción de los astrocitos y otros componentes de la unidad

neuromuscular. La activación de la microglia exacerba la evolución de la enfermedad.
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Estas alteraciones conllevan edema vasogénico, acumulación de sustancias tóxicas en el

líquido intersticial cerebral, estrés oxidativo, deterioro de la homeostasis hídrica e

iónica, desacoplamiento de las unidades neurovascular y neurometabólica, angiogénesis

aberrante y neuroinflamación, todas estas alteraciones a menudo combinadas unas con

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

Transferencia de fármacos hasta el SNC:

La exhaustiva regulación del entorno del SNC llevada a cabo gracias a la BHE

proporciona un serio obstáculo para la entrada y actuación de los fármacos en él.

Algunas técnicas han sido investigadas  para conseguir que ciertos fármacos atraviesen

la BHE, incluídas la disrupción física de la BHE, modificaciones en la estructura de los

propios fármacos, y “troyanos” que utilizan propiedades de transporte propias de la

BHE (Hossain, 2010; Soni, 2010).

El shock osmótico inducido, mediante la inyección carotídea de una solución

hiperosmótica de manitol, ha demostrado aumentar la permeabilidad a la entrada al

SNC de ciertos agentes terapéuticos para el tratamiento de tumores cerebrales. Aunque

efectivo en cuanto a la disrupción de la BHE, este proceso sin embargo induce

convulsiones como efecto secundario, de ahí la limitación en su uso (Haluska, 2004;

Marchi, 2007, Siegal, 2000). Para pequeñas moléculas que son expulsadas a través de

transportadores de la BHE, se han investigado modificaciones en algunos de sus

componentes, retirándoles el sustrato específico de unión a las MDR1 y otros

transportadores, así como el desarrollo de inhibidores de los transportadores MDR1 que

puedan ser coadministrados con el fármaco activo. Ejemplos de estos inhibidores son el

verapamilo, quinidina, ciclosporina A, valspodar y biricodar, que han demostrado más o

menos éxito en cuanto a selectividad y potencia (Loscher, 2005). También se han
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empleado sistemas de transporte endógeno “piratas” mediante la modificación de

algunos de sus componentes. Es el caso de la L-Dopa para el tratamiento de la

enfermedad de Parkinson. En el caso de moléculas grandes, como son anticuerpos y

otras proteínas, han utilizado como transporte transcitosis endógena mediada por

receptor (por ejemplo, el receptor de insulina) (Boado, 2007). Así, estos anticuerpos han

sido utilizados para transportar moléculas, proteínas quiméricas, o grandes

nanopartículas, incluídos liposomas, micelas, o nanocápsulas conteniendo compuestos

activos (Roger, 2011; Yang, 2010). Un problema común con estos avances es que el que

un compuesto concreto consiga atravesar el endotelio de la BHE, esto no garantiza que

consiga alcanzar su tipo celular objetivo, neuronal o glial. El compuesto aún necesitará

atravesar la membrana basal, los macrófagos perivasculares y los podocitos

astrocitarios, y sólo entonces podrán dirigirse a su objetivo celular. Recientes evidencias

sugieren que disminuyendo la afinidad de un anticuerpo dirigido contra el receptor de

transferrina permite una mayor liberación del anticuerpo a la cara abluminal del vaso y

así introducirse en el parénquima (Yu, 2011).

1.3 Estudio del LCR

El estudio del LCR resulta altamente interesante para el diagnóstico de distintas

patologías, de las que las más importantes por su frecuencia y por requerir de una

actuación urgente son las que suponen algún tipo de infección meníngea y/o encefálica.

Para ello se requiere la realización de una punción para acceder a los espacios en los que

está albergado, es decir, los ventrículos y el espacio subaracnoideo. La que se practica
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habitualmente es la punción lumbar. En el siguiente apartado veremos la técnica

correcta para su realización en lactantes y niños, según las últimas evidencias.

Para el estudio del LCR nos interesa obtener información sobre la presión, el

aspecto y la composición:

a) Presión: Se puede medir con un manómetro acoplado al trócar, aunque

habitualmente se mide grosso modo observando cómo fluye del trócar. En condiciones

normales, este flujo es a modo de goteo continuo, mientras que cuando la presión

aumenta fluye a chorro, y si está disminuída gotea muy lentamente o incluso no fluye.

La presión estará aumentada en los casos de síndrome de hipertensión intracraneal,

puesto que el aumento de presión dentro del cráneo se transmite al espacio

subaracnoideo perimedular. La presión puede estar disminuída cuando existe bloqueo

de este espacio en casos de síndrome de compresión medular.

b) Aspecto: Recogido en un tubo de ensayo, el LCR, que en condiciones

normales es claro y transparente (“como agua de roca”, según la expresión clásica), en

situaciones patológicas puede tener las siguientes características:

- opalino 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 polígono de Willis (situado precisamente en el espacio

subaracnoideo de la base del cráneo), o de hemorragias en el seno del cerebro si se

abren paso a los ventrículos (muy frecuentes en el prematuro y más a mayor

prematuridad las hemorragias de la matriz germinal). De todos modos la causa más

frecuente en la obtención de un LCR rojo tras punción lumbar es una mala técnica, con

la obtención de sangre no procedente del espacio subaracnoideo, o bien LCR teñido de

ella.
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- xantocrómico: Significa que es amarillento, color que adquiere cuando ha

pasado algún tiempo desde la incorporación de sangre y, por tanto, la hemoglobina se

ha transformado, o bien cuando es muy rico en proteínas, que es lo que ocurre en el

síndrome de compresión medular con bloqueo del espacio subaracnoideo.

c) Composición: al respecto interesa conocer datos citológicos, bioquímicos, y

bacteriológicos y serológicos. Más adelante conoceremos las peculiaridades de estos

valores en el neonato, al seguir siendo algo controvertidos.

Datos citológicos: El LCR normal en el adulto contiene sólo 1-3 células /

mm3. 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 víricas. Estas células proceden de la sangre y pasan

al LCR porque debido a la inflamación aumenta la permeabilidad capilar de la BHC.

También pueden observarse células tumorales desprendidas de las meninges cuando

están infiltradas.

Datos bioquímicos: los parámetros solicitados habitualmente son proteínas y

glucosa. La hiperproteinorraquia (> 0,4 g/l) se observa en meningitis, en algunos

tumores y en el síndrome de compresión medular. En general, las proteínas proceden de

la sangre y aumentan, al igual que las células, por el aumento de la permeabilidad de la

BHC. En el caso del síndrome de compresión medular las proteínas aumentan por

concentración en el líquido que queda aislado por debajo del bloqueo. Así, la regla

general es que aumenten paralelamente las proteínas y las células. Cuando aumentan las

proteínas y no las células se habla de disociación albúmino-citológica, que es

característica de las polineuropatías, en las que la lesión se extiende a las raíces

(incluídas en el espacio subaracnoideo), y del síndrome de compresión medular. Con

respecto a la glucosa, tiene interés la hipoglucorraquia (valores de glucosa por debajo
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del 60% de la sanguínea), que es constante en las meningitis bacterianas y tuberculosa.

Otros datos bioquímicos que pueden interesar según la situación serían

inmunoglobulinas, enzimas, neurotransmisores…etc.

Datos bacteriológicos y serológicos: Se pueden aplicar al LCR las mismas

técnicas que se utilizan en la sangre y en otros líquidos biológicos para identificar los

agentes vivos causantes de la inflamación de las meninges y de los centros nerviosos

(Castro del Pozo, 1996).

Punción lumbar. Técnica

La punción lumbar (PL) es una técnica mediante la cual se accede al espacio

subaracnoideo espinal a nivel de la cisterna lumbar utilizando una aguja. En la mayoría

de las ocasiones, la PL se realiza para extraer una muestra de LCR con fines

diagnósticos, siendo de gran utilidad en enfermedades del SNC (meningitis, encefalitis,

enfermedad de Guillain-Barré, enfermedades desmielinizantes, infiltración leucémica,

hemorragia subaracnoidea, etc…) (Straus, 2006), aunque también se utiliza para la

administración de medicación intratecal, fundamentalmente en el tratamiento de

enfermedades oncológicas con infiltración 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 pediatría. Las contraindicaciones de este procedimiento son escasas:

hipertensión intracraneal, infección local del punto de punción, trombopenia e

inestabilidad hemodinámica. La PL es un procedimiento invasivo no exento de

complicaciones, algunas de ellas en relación con una mala técnica. Las más frecuentes

son el dolor de espalda en el lugar de la punción y la cefalea pospunción. Son más raros

el dolor neurálgico de un miembro inferior durante el procedimiento, la hemorragia

epidural, subdural o subaracnoidea, la herniación cerebral (cuando se realiza una PL en
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un paciente con hipertensión intracraneal), los tumores raquídeos epidermoides (debidos

al uso de agujas sin fiador), los abscesos retroperitoneales (por goteo de LCR infectado)

o la hipoxia en recién nacidos (por obstrucción de la vía aérea al mantener la posición

de flexión cervical) (Reynolds, 2008; Per, 2009, Lee, 2007; Chordas, 2001). La técnica

llevada a cabo con precisión y experiencia a la hora de realizar una PL es fundamental.

Storch de Gracia y colaboradores han recogido en la siguiente tabla las últimas

evidencias sobre la manera más óptima de realizar una punción lumbar, paso a paso

(Tabla 1).

Análisis citoquímico del LCR en el neonato

El análisis del LCR obtenido en la mayoría de las ocasiones por punción lumbar

constituye una gran ayuda para los clínicos a la hora de identificar con carácter de

urgencia pacientes con meningitis/encefalitis. Por lo tanto, requiere del conocimiento de

valores de referencia precisos, especialmente del recuento de glóbulos blancos o

leucocitos. Determinar los valores aceptados como normales de leucocitos en neonatos

supone un reto desde tiempo atrás, debido a que no es ético realizar una punción lumbar

a un neonato sano y asintomático, tratándose de una técnica dolorosa y con potenciales

complicaciones, y más aún cuando por si mismos no pueden otorgar un consentimiento

informado.
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Tabla 1: Técnica de la PL en pediatría (Storch De Gracia , 2012).

Preparación-
control de la
ansiedad

Sedación no farmacológica:- Ambiente tranquilo.- Padre o madre
presente.- Si el niño tiene edad para comprender, se le debe explicar
el objetivo y el desarrollo de la prueba.Sedación farmacológica:-
Pacientes colaboradores (mayores de 4-6 años): óxido nitroso al
50% con oxígeno inhalado- Pacientes no colaboradores: midazolam
(oral, intranasal o intravenoso) o ketamina (intramuscular o
intravenosa) (Doyle, 2008; Shavit, 2006).

Control del dolor
(anestesia local)

- Crema de lidocaína al 2,5% asociada a prilocaína al 2,5%.- Cloruro
de etilo

Posición En decúbito lateral o sedestación

Asepsia

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

Tipo de aguja

Agujas de tipo Quincke (traumáticas):- El orificio es distal con un
bisel afilado- Son las más utilizadas en nuestro medio Agujas de
tipo Whitacre y tipo Sprotte (atraumáticas):- El orificio está en
un lateral de la aguja- La punta es roma, sin filo- Asocian menor
incidencia de CPP (Strupp, 2008).

Tamaño de la
aguja

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

Punto de entrada

Se ha de buscar el punto de entrada palpando el espacio
interespinoso que queda por debajo de la línea que une las dos
crestas ilíacas, que se correspondería con el cuerpo vertebral L4 o el
espacio intervertebral L4-L5. Se debe puncionar en el primer o
segundo espacio intervertebral inmediatamente inferior a esta línea,
que correspondería con los espacios L4-L5 o L5-S1, ambos
inferiores a la terminación de la médula espinal en el niño (en el
nivel L3 aproximadamente) (Boon, 2004).

Introducción de la
aguja

Orientación del bisel de la aguja con las agujas tipo Quincke:
paralelo a las fibras longitudinales de la duramadre, para evitar el
desarrollo de cefalea postraumática (Richman, 2006; Ansaloni,
2000; Dooner, 1989; Fink, 1989):- Paciente sentado: bisel hacia un
lado - Paciente en decúbito lateral: bisel hacia arriba o hacia abajo.
Se ha de insertar la aguja con una inclinación aproximada de 15° en
dirección al ombligo. Ruidos o sensaciones percibidas con el
avance de la aguja: se corresponden con la perforación de distintas
estructuras. La más constante aparece al atravesar el ligamento
amarillo (que une las láminas vertebrales). Coincide con una
disminución de la resistencia al avance de la aguja. En ese momento
se retira el fiador para comprobar si hay flujo de LCR a su través

Recogida de
muestras

La muestra debe ser recogida directamente en un tubo estéril. Nunca
se debe aspirar

Retirada de la
aguja

Al terminar, se debe reinsertar el fiador siempre antes de retirar la
aguja
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Así, clásicamente en todos los estudios se evalúan los valores considerados normales en

RN con factores de riesgo y/o cierta sintomatología con indicación clara de realización

de punción lumbar, en los que finalmente se descarta infección meníngea o encefálica.

En esto se basa la amplia variedad de referencias bibliográficas disponibles para ayudar

al clínico a interpretar los valores de leucocitos en LCR, entre ellos libros de texto y

manuales de pediatría general (Behrman, 2004; McMillan, 2006; Robertson, 2005), de

enfermedades infecciosas (Feigin, 2004; Remington, 2006), medicina hospitalaria

(Frank, 2005; Perkin, 2008; Zaoutis, 2007), medicina de urgencias (Barem, 2008;

Fleisher, 2006), neonatología (Taeusch, 1998), y neurología (Menkes, 2000; Swaiman,

1999). Estos parámetros 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/mm3.

Tabla 2: Primeros estudios de recuento de leucocitos en LCR de RN (Sarff, 1976).
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Así, ciertos estudios disponibles incluyen punciones traumáticas (Stewart, 1928; Widell,

1958; Naidoo, 1968; Portnoy, 1985; Sarff, 1976; Roberts, 1925; Wolf, 1961),

convulsiones (Naidoo, 1968), sepsis (Nascimento-Carvalho, 1998) e infecciones

congénitas (Roberts, 1925; Fielkow, 1991).

Los valores que continúan teniendo vigencia como más 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 alto riesgo sin

evidencia de enfermedad bacteriana o vírica del SNC, comparando estos valores con los

obtenidos en la valoración inicial del LCR de RN con meningitis bacteriana. El grupo

de alto riesgo se constituyó 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

punción francamente hemorrágica (4), serología positiva a sífilis (7) y demostración

microbiológica de meningitis bacteriana o vírica (4). Los 117 RN incluídos en el estudio

demostraron cultivo de sangre, orina y LCR estéril, además de no presentar

sintomatología alguna compatible con infección vírica o bacteriana. De los 117 RN

incluídos, 87 eran  RNT, 28 RNPT con PAEG, y 2 RNPT con BPEG. 111 de los 117

RN eran menores de 7 días de edad. Se comparó este grupo de alto riesgo con un grupo

de 135 RN con infección  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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Tabla 3: Parámetros obtenidos en LCR para RN de alto riesgo sin meningitis (Sarff, 1976).

Se aprecia que la media de leucocitos en LCR para los 117 RN de alto riesgo fue

de 8,4 células / mm3,  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 / mm3, y 3DS 31

células / mm3, que incluye el 99% de valores. Se observó un número decreciente en la

celularidad en los RNT durante la primera semana de vida, y decreciente en los RNPT

durante el mismo período, al igual que en el estudio previo de Otila E. (Otila, 1948).

Con respecto a los valores de proteínas, hay acuerdo general en todos estos estudios en

que estos valores son mayores en RN que en lactantes mayores y niños. El contenido de

glucosa en LCR en relación a la glucosa sanguínea es proporcionalmente mayor en RN

que en edades posteriores. Se detectaron en este estudio de Sarff valores de glucosa en

LCR de entre el 75 y 80% de la glucosa sanguínea (al igual que lo detectado en estudios
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previos), lo cual nuevamente es considerablemente más elevado que los valores del 40

al 60% para niños y adultos.

Las razones por las cuales los niveles de células, glucosa y proteínas son más

elevadas en RN (tanto sanos como de alto riesgo) que en lactantes mayores, niños y

adultos permanecen aún desconocidas. Originariamente se postuló que podría ser

debido a pequeñas hemorragias cerebrales o infecciones virales o protozoarias ocultas

(Roberts, 1925), aunque esto parece descartado. Como ya se ha comentado en el

apartado previo, existen indicios de que pueda ser debido a un aumento de la

permeabilidad de la BHE a estas edades tempranas. Además, esta tendencia parece

agudizarse conforme disminuye la edad gestacional. De todos modos, se precisan más

estudios para considerar cierta esta teoría.

En el estudio de Sarff, al comparar con el grupo de primera evaluación de RN

con meningitis bacteriana, quedó manifiesto que los valores de LCR estaban claramente

alterados, muy por encima de los límites superiores establecidos como normales (Figura

6). Tan sólo un RN con meningitis de los 119 evaluados presentó en la primera

evaluación un LCR completamente normal (encontrándose ya francamente alterado en

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

Para recién nacidos de muy bajo peso (RNMBP) los límites de

celularidad, glucosa y proteínas en LCR clásicamente considerados son los publicados

por Rodríguez et al (Rodríguez, 1990). Estudiaron el LCR de 43 RNMBP (<1500 g)

obtenidos en las primeras 12 semanas de vida. Como criterios de inclusión, habían de

ser RN de peso adecuado para la edad gestacional, con cultivo de LCR negativo para

bacterias y sin evidencia de sangrado intracraneal mediante ecografía. Obtuvieron los

resultados que se muestran, según peso, edad cronológica y edad postconcepcional

(Tablas 4, 5, 6 y 7).

Tabla 4: Valores de leucocitos en LCR de RNMBP según el peso al nacimiento (Rodríguez, 1990)
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Tabla 5: Valores de leucocitos en LCR de RNMBP <1.000g según la edad cronológica (Rodríguez, 1990)

Tabla 6: Valores de leucocitos en LCR de RNMBP 1.001-1.500 g según la edad cronológica (Rodríguez,
1990).

Tabla 7: Valores de leucocitos en LCR de RNMBP según la edad postconcepcional. (Rodríguez, 1990)

La media de leucocitos en LCR observada, en este caso para RNMBP, fue de 5

células / mm3, con un máximo en el 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, el recuento de leucocitos no sufrió variación significativa durante las

primeras 12 semanas de vida, pero sí se observó un aumento significativo en las

concentraciones de proteínas y glucosa en LCR para RN de menos de 28 semanas de

edad postconcepcional (Rodríguez, 1990). Concluyen que estas observaciones son

concordantes con la teoría de aumento de la permeabilidad de la BHE a ciertas

macromoléculas en RNMBP (Seller, 1975; Adinolfi, 1976).
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Martín-Ancel et al (Martín-Ancel, 2006), van más allá y estudian el recuento de

leucocitos en 30 RN con riesgo de transmisión vertical de toxoplasmosis tras

descartarse ésta por los métodos habituales. Así evitan el posible sesgo que supone el

estudio en RN de “alto riesgo” tras descartar afección meníngea y no en RN realmente

“sanos”. De los 30, 19 estaban asintomáticos y 11 con algún tipo de sintomatología.

Obtuvieron un recuento de leucocitos para los RN asintomáticos de 1 células / mm3 de

media (rango de 0 a 5), y para los sintomáticos de 7 células / mm3, diferencia

estadísticamente significativa (p<0,001). En la siguiente figura se muestran además los

diagnósticos finales de los sujetos sintomáticos incluídos en el estudio (Figura 7).

Figura 7: Recuento de leucocitos en RN “normales” y “sintomáticos” (Martín-Ancel, 2006)

Concluyen que el recuento de leucocitos en RN “normales” es similar al del adulto (<5

leucocitos / mm3), lo cual es concordante con un estricto control al paso de estas células

al SNC por parte de la BHE. Una leve pleocitosis podría así encontrarse en RN

sintomáticos sin infección del SNC, pero no ser un hallazgo dentro de la normalidad

como se sospechaba hasta el momento. Esto podría ser particularmente relevante en el

caso de RN asintomáticos con riesgo de infección, ya que el hallazgo de una leve

pleocitosis podría ser el signo temprano de la participación del SNC en una infección
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congénita. La mayor permeabilidad a proteínas de la BHE neonatal permitiría un paso

más fácil de ciertas sustancias circulantes, tanto moléculas provenientes de

microorganismos como mediadores proinflamatorios. Y esta sería la causa de la leve

pleocitosis observada en RN sintomáticos sin implicación del SNC (Martín-Ancel,

2006).

Syrogiannopoulos et al, en base al estudio previo de Bergström et al (Bergström,

1972) llevaron a cabo un estudio mediante el cual realizaron PL como evaluación inicial

a 117 de los 206 lactantes menores de 3 meses ingresados por ITU confirmada

bacteriológicamente. De los 117, en 15 se halló una pleocitosis estéril en LCR según se

muestra a continuación (Tabla 8), definiendo pleocitosis como recuento leucocitario en

LCR de hasta 35, 21 y 15 células / mm3 en el primero, segundo y tercer mes de vida

respectivamente.

Tabla 8: Edad, patógeno urinario y recuento de leucocitos en LCR en 15 lactantes con ITU y pleocitosis
estéril en LCR concomitante (Syrogiannopoulos, 2001)
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Estos resultados implican que el 12,8% de los lactantes menores de 3 meses con

ITU presentan una pleocitosis estéril concomitante. El germen urinario más

frecuentemente asociado a pleocitosis estéril fue E. Coli, aunque algunos patógenos

Gram positivos también pueden causarla. En ninguno de los 117 sujetos con ITU

estudiados el cultivo de LCR resultó positivo (Syrogiannopoulos, 2001), lo cual es

concordante con lo observado por Ginsburg and McCracken, que cultivaron el LCR de

88 lactantes con ITU y todos resultaron estériles (Ginsburg y McCracken, 1982).

Basándose en estas observaciones, Syrogiannopoulos et al concluyen que en menores de

3 meses con ITU presentar una meningitis concomitante por el mismo germen es

altamente improbable, incluso en los casos con bacteriemia añadida. Por ello, los

esfuerzos terapéuticos deben ir encaminados únicamente a tratar la ITU, y no prolongar

el tratamiento ni sustituirlo por fármacos de mayor penetración de la BHE con la

intención de tratar la eventual inflamación meníngea. El mecanismo por el cual se

produciría una leve inflamación meníngea en los casos de ITU neonatal no es bien

conocido. La pleocitosis estéril podría aparecer también unida a otras infecciones a

distancia, como neumonía u onfalitis. A este fenómeno se le ha denominado “meningitis

simpática” (Olson, 1985). Aunque la infección bacteriana del espacio subaracnoideo,

con escasa siembra bacteriana, no puede ser descartada, lo más probable es que la

inflamación meníngea en pacientes con ITU se debida, al menos en algunos casos, a la

endotoxina de bacterias Gram negativas, o a potentes moléculas proinflamatorias de

patógenos urinarios Gram positivos. El lipopolisacárido 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 activación por el lipopolisacárido
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circulante posiblemente podría explicar la respuesta inmune innata del cerebro

(Laflamme, 2001).

2. SUSTANCIA P Y RECEPTOR NK-1

2.1 NEURONAS, SINAPSIS Y NEUROTRANSMISORES

Neuronas

El sistema nervioso es único en cuanto a la enorme complejidad de procesos de

pensamiento y acciones de control que es capaz de realizar. Cada minuto son

literalmente millones los fragmentos de información que recibe procedentes de los

distintos nervios y órganos sensitivos y a continuación integra todo este cúmulo para

generar las respuestas que vaya a emitir el organismo. Consta de vías aferentes (nervios

sensitivos) para recoger información en la periferia del organismo y transmitirla a los

centros (médula, troncoencéfalo y encéfalo), que utilizan esta información para

controlar las funciones mediante las vías eferentes (nervios motores y secretores)

(Castro del Pozo, 1996).

Dentro de este excepcional sistema la neurona adquiere un papel primordial

como unidad funcional básica del sistema nervioso central. Al hablar de la neurona

merece mención especial el científico y Premio Nobel español D. Santiago Ramón y

Cajal (1852-1934). Y es que los más de 30 artículos publicados por este científico entre

1888 y 1892, resumidos en su primera revisión sobre la estructura del sistema nervioso

(Ramón y Cajal, 1892), sumados a sus ilustrativos dibujos (Figura 8) establecieron

claramente la base de la teoría neuronal. Esta teoría establece los principios

fundamentales de la organización y función del sistema nervioso al afirmar que las
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neuronas son las unidades anatómicas, fisiológicas, genéticas y metabólicas del mismo

(Jones, 1994; Shepherd, 1991). Del mismo modo, los trabajos de Cajal supusieron la

base para la creación de la atmósfera científica necesaria originó el nacimiento de la

neurociencia moderna (DeFelipe, 2002).

Figura 8. Dibujos realizados por Cajal 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 dendríticas de células piramidales; D, espinas dendríticas con diferentes tinciones; E, células
piramidales impregnadas con el método de Golgi; F, astrocitos de la sustancia blanca de la corteza
cerebral (Imágenes modificadas de DeFelipe, 2005).

El SNC contiene más de cien mil millones de neuronas. Su estructura básica se

detalla en las siguientes figuras (Figuras 9 y 10). Las señales de entrada llegan a ella a

través de las sinapsis situadas fundamentalmente en las dendritas neuronales, pero

también en el soma celular. Según los diversos tipos de neuronas, las conexiones

sinápticas procedentes de las fibras aferentes pueden ser tan sólo unos cientos o llegar

hasta 200.000. Por el contrario, la señal de salida viaja por el único axón que abandona

la neurona. A continuación, este axón 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 mayoría de las sinapsis consiste en que normalmente la señal sólo circula
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en sentido anterógrado (desde el axón de una neurona precedente hasta las dendritas en

la membrana celular de las neuronas ulteriores). Esto obliga a la señal a viajar en la

dirección exigida para llevar a cabo las funciones nerviosas específicas.

Figura 9:  Estructura de una neurona grande perteneciente
al encéfalo, con sus porciones funcionales más importantes.

(Reproducido a partir de Guyton, 1987.)



37

Figura 10: Fotografía al microscopio óptico de una gran motoneurona (x100, H.E.) (Imagen modificada
de Mescher, 2010).

Una típica motoneurona anterior situada en el asta anterior de la médula espinal

está compuesta por tres partes fundamentales: el soma, que es el cuerpo principal de la

neurona; el único axón, 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 sinápticos

llamados terminales presinápticos, estando aproximadamente del 80 al 95% en las

dendritas y sólo del 5 al 20% en el soma. Estos terminales presinápticos 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 postsináptica; sin embargo, otras son inhibidoras, y segregan una sustancia

transmisora que inhibe a la neurona postsináptica, aunque como veremos más adelante
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el proceso puede ser mucho más complejo. Las neuronas pertenecientes a otras

porciones de la médula y el encéfalo se distinguen de la motoneurona anterior en los

siguientes aspectos: 1) las dimensiones del soma celular; 2) la longitud, el tamaño y el

número de dendritas, que oscila desde casi 0 a muchos centímetros; 3) la longitud y el

tamaño del axón, y 4) el número de terminales presinápticos, que puede oscilar desde

tan sólo 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

señales sinápticas llegadas y, por tanto, ejecuten muchas funciones diferentes.

Sinapsis

La información recorre el SNC sobre todo bajo la forma de potenciales de acción

nerviosos, llamados simplemente «impulsos nerviosos», a través de una sucesión de

neuronas, una después de la otra. Sin embargo, además, cada impulso puede: 1) quedar

bloqueado en su transmisión 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 sinápticas de las neuronas.

Hay dos tipos principales de sinapsis: 1) la sinapsis química y 2) la sinapsis

eléctrica. Las sinapsis eléctricas se caracterizan por la presencia de unos canales fluidos

abiertos que conducen electricidad directamente desde una célula a la siguiente. La

mayoría de ellos consta de pequeñas estructuras proteicas tubulares llamadas uniones en

hendidura que permiten el movimiento libre de los iones desde el interior de una célula

hasta el interior de la siguiente. Los potenciales de acción se transmiten a través de ellas

y de otras uniones semejantes desde una fibra muscular lisa hasta la siguiente en el

músculo liso visceral y desde un miocito cardíaco al siguiente en el músculo cardíaco.
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Sin embargo, casi todas las sinapsis utilizadas para la transmisión de señales en el SNC

del ser humano son sinapsis químicas. En ellas, la primera neurona segrega un producto

químico denominado neurotransmisor a nivel de la terminación nerviosa, que a su vez

actúa sobre las proteínas receptoras presentes en la membrana de la neurona siguiente

para excitarla, inhibirla o modificar su sensibilidad de algún otro modo (Figura 11).

Figura 11: Anatomía fisiológica de la sinapsis (Guyton, 2011)

Las sinapsis químicas poseen una característica sumamente importante que las

convierte en un elemento muy conveniente para transmitir la mayor parte de las señales

en el sistema nervioso. Siempre conducen las señales en un solo sentido: es decir, desde

la neurona que segrega la sustancia transmisora, denominada neurona presináptica,

hasta la neurona sobre la que actúa el transmisor, llamada neurona postsináptica. Este es

el principio de la conducción unidireccional de las sinapsis químicas y se aleja bastante

de la conducción a través de las sinapsis eléctricas, que muchas veces transmiten señales

en ambos sentidos. Este mecanismo de conducción unidireccional es de extraordinaria

importancia. Da la oportunidad de enviar señales dirigidas hacia objetivos específicos.

En efecto, es esta transmisión específica hacia regiones separadas y muy focalizadas,

tanto en el sistema nervioso como en los terminales de los nervios periféricos, lo 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 presinápticos con el microscopio

electrónico muestran que poseen variadas formas anatómicas, pero en su mayoría se

parecen a pequeños botones redondos u ovalados y, por tanto, a veces se les llama

botones terminales, botones, pies terminales o botones sinápticos. El terminal está

separado del soma neuronal postsináptico por una hendidura sináptica cuya anchura

suele medir de 200 a 300 angstroms. En él existen dos estructuras internas de

importancia para la función excitadora o inhibidora de la sinapsis: las vesículas

transmisoras y las mitocondrias. Las vesículas transmisoras contienen la sustancia

transmisora que, cuando se libera a la hendidura sináptica, excita o inhibe la neurona

postsináptica (excita si la membrana neuronal posee receptores excitadores e inhibe si

tiene receptores inhibidores). Las mitocondrias aportan trifosfato de adenosina (ATP),

que a su vez suministra energía para sintetizar más sustancia transmisora. Cuando se

propaga un potencial de acción por un terminal presináptico, la despolarización de su

membrana hace que una pequeña cantidad de vesículas viertan su contenido hacia la

hendidura. Por su parte, el transmisor liberado provoca un cambio inmediato en las

características de permeabilidad de la membrana neuronal postsináptica y esto origina la

excitación o la inhibición de la célula, en función de las propiedades del receptor

neuronal.

La membrana del terminal presináptico se llama membrana presináptica.

Contiene una gran abundancia de canales de calcio dependientes de voltaje. Cuando un

potencial de acción la despolariza, estos canales se abren y permiten la entrada en el

terminal de un número importante de iones calcio. La cantidad de sustancia transmisora

que sale a continuación hacia la hendidura sináptica desde el terminal es directamente
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proporcional al total de iones calcio que penetran. No se conoce el mecanismo exacto

por el que estos iones propician su liberación, pero se piensa que es el siguiente:

Cuando los iones calcio llegan al terminal presináptico, parecen unirse a unas moléculas

proteicas especiales situadas sobre la cara interna de la membrana presináptica,

llamadas puntos de liberación. A su vez, este enlace suscita la apertura de los puntos de

liberación a través de la membrana, y así permite que unas pocas vesículas transmisoras

suelten su contenido hacia la hendidura después de cada potencial de acción. En el caso

de las vesículas que almacenan el neurotransmisor acetilcolina, existen entre 2.000 y

10.000 moléculas de esta sustancia en cada una y en el terminal presináptico hay

suficientes vesículas como para transmitir desde unos cuantos cientos hasta más de

10.000 potenciales de acción.

La membrana de la neurona postsináptica contiene una gran cantidad de

proteínas receptoras. Las moléculas de estos receptores poseen dos elementos

importantes: un componente de unión que sobresale fuera desde la membrana hacia la

hendidura sináptica y donde se fija el neurotransmisor procedente del terminal

presináptico, y  un componente ionóforo que atraviesa toda la membrana postsináptica

hasta el interior de la neurona postsináptica. Por su parte, este elemento se desdobla en

dos clases: un canal iónico que permite el paso de determinados tipos de iones a través

de la membrana o un activador de “segundos mensajeros” que en vez de un canal iónico

es una molécula que protruye hacia el citoplasma celular y activa una sustancia o más

en el seno de la neurona postsináptica. A su vez, estas sustancias actúan como segundos

mensajeros para aumentar o disminuir determinadas funciones específicas de la célula.

Los canales iónicos de la membrana neuronal postsináptica suelen ser de dos

tipos: 1) canales catiónicos, cuya clase más frecuente deja pasar iones sodio cuando se

abren, pero a veces también cumplen esta función con el potasio o el calcio, y 2) canales
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aniónicos, que permiten sobre todo el paso de los iones cloruro, pero también de

minúsculas cantidades de otros aniones. Los canales catiónicos que transportan iones

sodio están revestidos de cargas negativas. Esta situación atrae hacia ellos a los iones

sodio dotados de carga positiva cuando el diámetro del canal aumenta hasta superar el

tamaño del ion sodio hidratado. Pero esas mismas cargas negativas repelen los iones

cloruro y otros aniones e impiden su paso. Con respecto a los canales aniónicos, cuando

sus diámetros alcanzan las dimensiones suficientes, entran los iones cloruro y los

atraviesan hasta el lado opuesto, mientras que los cationes de sodio, potasio y calcio

quedan retenidos, básicamente porque sus iones hidratados son demasiado grandes para

poder pasar. Más adelante estudiaremos que cuando se abren los canales catiónicos y

dejan entrar iones sodio positivos, dicha carga eléctrica excitará a su vez a esta neurona.

Por tanto, una sustancia transmisora capaz de abrir los canales catiónicos se denomina

transmisor excitador. A la inversa, la apertura de los canales aniónicos permite la

entrada de cargas eléctricas negativas, que inhiben a la neurona. Así pues, las sustancias

transmisoras que abren estos canales se llaman transmisores inhibidores. Cuando una

sustancia transmisora activa un canal iónico su apertura suele producirse en una fracción

de milisegundo; si, en cambio, deja de estar presente, el canal se cierra con idéntica

velocidad. La apertura y el cierre de los canales iónicos aportan un medio para el control

muy rápido de las neuronas postsinápticas.

Muchas funciones del SNC, como, por ejemplo, los procesos de memoria,

requieren la producción de unos cambios prolongados en las neuronas durante segundos

y hasta meses después de la desaparición de la sustancia transmisora inicial. Los canales

iónicos no son idóneos para originar una variación prolongada en las neuronas

postsinápticas, porque se cierran en cuestión de milisegundos una vez desaparece la

sustancia transmisora. Sin embargo, en muchos casos, se consigue una excitación o una
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inhibición neuronal postsináptica a largo plazo al activar un sistema químico de

segundo mensajero en el interior de esta misma célula, y a continuación será este

elemento el que genere el efecto duradero. Existen diversos tipos de sistemas de

segundo mensajero. Uno de los más frecuentes recurre a un grupo de proteínas llamadas

proteínas G (Figura 12). Una proteína G está unida a la porción del receptor que

sobresale hacia el interior de la célula. A su vez, la proteína G consta de tres elementos:

un componente alfa (a), que es la porción activadora de la proteína G, y unos

componentes beta (b) y gamma (g) que están pegados al componente a y también al

interior de la membrana celular adyacente a la proteína receptora. Al activarse por un

impulso nervioso, la porción a de la proteína G se separa de las porciones b y g y así

queda libre para desplazarse por el citoplasma de la célula.

Figura 12: Sistema de segundo mensajero a través de proteína G. Una sustancia transmisora procedente
de una neurona previa puede activar una segunda neurona primero por la liberación de una proteína G en
el citoplasma de esta última. Se ofrecen los cuatro posibles efectos posteriores de la proteína G. 1,
apertura de un canal iónico en la membrana de la segunda neurona; 2, activación de un sistema
enzimático en la membrana de la neurona; 3, activación de un sistema enzimático intracelular; 4, inicio de
la transcripción génica en la segunda neurona.
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Dentro del citoplasma, el componente a desprendido ejecuta una función o más entre

múltiples posibles, según las características específicas de cada tipo de neurona. En la

Figura 12 se recogen cuatro de los cambios que pueden suceder. Son los siguientes:

1. Apertura de canales iónicos específicos a través de la membrana celular postsináptica.

En el extremo superior derecho de la figura se observa un canal de potasio que está

abierto en respuesta a la proteína G; este canal suele permanecer así durante un tiempo

prolongado, a diferencia del rápido cierre experimentado por los canales iónicos

activados directamente que no recurren al sistema de segundo mensajero.

2. Activación del monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) o del monofosfato de

guanosina cíclico (GMPc) en la neurona. Recuerde que tanto el AMPc como el GMPc

pueden activar una maquinaria metabólica muy específica en la neurona y, por tanto,

poner en marcha cualquiera de las múltiples respuestas químicas, entre ellas los cambios

prolongados en la propia estructura celular, que a su vez modifican la excitabilidad de la

neurona a largo plazo.

3. Activación de una enzima intracelular o más. La proteína G puede activar

directamente una enzima intracelular o más. A su vez, las enzimas pueden estimular

cualquiera de las numerosas funciones químicas específicas en la célula.

4. Activación de la transcripción génica. Este es uno de los efectos más importantes

ocasionados por la activación de los sistemas de segundo mensajero, debido a que la

transcripción génica puede provocar la formación de nuevas proteínas en el seno de la

neurona, modificando de ese modo su maquinaria metabólica o su estructura. En efecto,

se sabe en general que aparecen cambios estructurales en las neuronas oportunamente

activadas, sobre todo en los procesos de memoria a largo plazo.
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Está claro que la activación de los sistemas de segundo mensajero dentro de la

neurona, ya pertenezcan al tipo de la proteína G o a otras clases, resulta importantísima

para variar las características de la respuesta a largo plazo en diferentes vías neuronales.

Algunos receptores postsinápticos, cuando se activan, provocan la excitación de

la neurona postsináptica, y otros su inhibición. La importancia de poseer tanto el tipo

inhibidor de receptor como el excitador radica en que aporta una dimensión añadida a la

función nerviosa, dado que permite tanto limitar su acción como excitarla. (Guyton &

Hall, 2011).

Neurotransmisores

Hasta hoy se han descubierto más de 50 sustancias neurotransmisoras

importantes. Entre las mejor conocidas figuran las siguientes: acetilcolina,

noradrenalina, adrenalina, histamina, ácido g-aminobutírico (GABA), glicina,

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 el terminal nervioso y liberarse en cantidades necesarias para

ejercer su acción sobre la neurona postsináptica u órgano efector.

3. Su administración exógena, en concentraciones apropiadas, debe provocar el mismo

efecto que el obtenido cuando la sustancia de libera de forma endógena.

4. Debe existir un mecanismo específico para eliminar la sustancia del espacio

sináptico.

Existen diferentes clasificaciones de neurotransmisores. Una de las más

aceptadas en la actualidad los divide en dos grandes grupos: los transmisores de acción

rápida y molécula pequeña (NT clásicos) y neuropéptidos (NP) (Tabla 9).
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Tabla 9: Clasificación de los NT según el tipo de molécula y mecanismo de acción (Modificada de
Guyton & Hall, 2011).

Los transmisores de acción rápida y molécula pequeña son los que producen las

respuestas más inmediatas del sistema nervioso (p.e. la transmisión de las señales

sensitivas hacia el encéfalo y de las señales motoras hacia los músculos). En cambio los

NP suelen provocar acciones más prolongadas, como son los cambios a largo plazo en

el número de receptores neuronales, la apertura o el cierre duraderos de ciertos canales

iónicos e incluso las modificaciones persistentes en la cantidad de sinapsis o su tamaño.

En la mayoría de los casos, los tipos de transmisores de molécula pequeña se

sintetizan en el citoplasma del terminal presináptico y las numerosas vesículas
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transmisoras presentes a este nivel los absorben por transporte activo. A continuación,

cada vez que llega un potencial de acción al terminal presináptico, las vesículas liberan

su transmisor a la hendidura sináptica en pequeños grupos. Esto suele suceder en

cuestión de milisegundos o menos según el mecanismo descrito antes. La siguiente

acción de un transmisor de este tipo sobre los receptores de la membrana en la neurona

postsináptica normalmente también ocurre en un plazo de otros milisegundos o menos.

Lo más frecuente es que el efecto consista en incrementar o disminuir la conductancia

que presentan los canales iónicos; un ejemplo sería aumentar la conductancia al sodio,

lo que causa una excitación, o la del potasio o el cloruro, lo que supone una inhibición.

Las vesículas que se almacenan y liberan transmisores de molécula pequeña se

reciclan continuamente y se utilizan una y otra vez. Una vez que se fusionan con la

membrana sináptica y se abren para verter la sustancia transmisora, la membrana de la

vesícula simplemente forma parte al principio de la membrana sináptica. Sin embargo,

pasados unos segundos a minutos, la porción correspondiente a la vesícula se invagina

hacia el interior del terminal presináptico y se desprende para configurar una nueva

vesícula. Y esta membrana vesicular aún contiene las proteínas enzimáticas adecuadas o

las proteínas de transporte necesarias para sintetizar o concentrar la sustancia

transmisora una vez más en su interior. La acetilcolina es un típico transmisor de

molécula pequeña que obedece a los principios de síntesis y liberación antes expuestos.

Esta sustancia transmisora se sintetiza en el terminal presináptico a partir de acetil

coenzima A y colina en presencia de la enzima acetiltransferasa de colina. A

continuación, se transporta a sus vesículas específicas. Cuando más tarde se produce su

salida desde ellas a la hendidura sináptica durante la transmisión de la señal nerviosa en

la sinapsis, se degrada de nuevo con rapidez en acetato y colina por acción de la enzima

colinesterasa, que está presente en el retículo formado por proteoglucano que rellena el
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espacio de la hendidura sináptica. Y después, una vez más, las vesículas se reciclan en

el interior del terminal presináptico; la colina sufre un transporte activo de vuelta hacia

el terminal para repetir su empleo en la síntesis de nueva acetilcolina.

Los más importantes transmisores de molécula pequeña son los siguientes:

La acetilcolina se segrega por las neuronas situadas en muchas regiones del sistema

nervioso, pero específicamente 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 músculos esqueléticos; 4) las

neuronas preganglionares del sistema nervioso autónomo; 5) las neuronas

posganglionares del sistema nervioso parasimpático, y 6) parte de las neuronas

posganglionares del sistema nervioso simpático. En la mayoría de los casos, la

acetilcolina posee un efecto excitador; sin embargo, se sabe que ejerce acciones

inhibidoras en algunas terminaciones nerviosas parasimpáticas periféricas, como la

inhibición del corazón a cargo de los nervios vagos. La noradrenalina se segrega en los

terminales de muchas neuronas cuyos somas están situados en el tronco del encéfalo y

el hipotálamo. En concreto, las que están localizadas en el locus ceruleus de la

protuberancia envían fibras nerviosas a amplias regiones del encéfalo que sirven para

controlar la actividad global y el estado mental, como por ejemplo aumentar el nivel de

vigilia. En la mayoría 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

simpático, donde excita algunos órganos pero inhibe otros. La dopamina se segrega en

las neuronas originadas en la sustancia negra. Su terminación se produce básicamente

en la región estriada de los ganglios basales. El efecto que ejerce suele ser una

inhibición. La glicina se segrega sobre todo en las sinapsis de la médula espinal. Se cree
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que siempre actúa como un transmisor inhibidor. El GABA (ácido g-aminobutírico) se

segrega en los terminales nerviosos de la médula espinal, el cerebelo, los ganglios

basales y muchas áreas de la corteza. Se piensa que siempre causa una inhibición. El

glutamato se segrega en los terminales presinápticos de muchas de las vías sensitivas

que penetran en el sistema nervioso central, lo mismo que en muchas áreas de la corteza

cerebral. Probablemente siempre causa excitación. La serotonina se segrega en los

núcleos originados en el rafe medio del tronco del encéfalo que proyectan hacia

numerosas regiones del cerebro y de la médula espinal, especialmente a las astas

dorsales de la médula y al hipotálamo. Actúa en la médula como un inhibidor de las vías

del dolor, y se piensa que la acción inhibidora sobre las regiones superiores del sistema

nervioso ayuda a controlar el estado de ánimo de una persona, tal vez incluso

provocando sueño. El óxido nítrico se segrega especialmente en los terminales

nerviosos de las regiones encefálicas responsables de la conducta a largo plazo y de la

memoria. Por tanto, este sistema transmisor podría esclarecer en el futuro algunas de las

funciones correspondientes a estos dos aspectos que hasta ahora han desafiado toda

explicación. El óxido nítrico difiere de otros transmisores de molécula pequeña por su

mecanismo de producción en el terminal presináptico y por sus acciones sobre la

neurona postsináptica. No está formado con antelación y almacenado en vesículas

dentro del terminal presináptico como los demás transmisores. En su lugar, se sintetiza

casi al instante según las necesidades, y a continuación difunde fuera de los terminales

presinápticos durante un período de segundos en vez de ser liberado en paquetes

vesiculares, y después hacia las neuronas postsinápticas cercanas. En ellas, no suele

alterar mucho el potencial de membrana, sino que modifica las funciones metabólicas

intracelulares que cambian la excitabilidad neuronal durante segundos, minutos o tal vez

incluso más tiempo (Guyton & Hall, 2011).
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2.2 NEUROPÉPTIDOS

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). Así mismo, existen múltiples 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 años de antigüedad que, a través de

procesos como la duplicación genética y mutaciones puntuales, han evolucionado hasta

formar el grupo conocido en la actualidad (Hoyle, 1998). Las investigaciones sobre los

NP se vienen llevando a cabo de manera más intensa y específica desde hace 40-50

años. El descubrimiento por parte de Guillemin, Vale et al, así como de Schally,

Arimura et al, de que la mayoría de hormonas inhibidoras y estimuladoras de

hipotalámicas estaban constituidas químicamente por pequeños péptidos supuso el

primer gran impulso en el interés para la investigación en el campo de los NP. Y más

aún la sorprendente observación posterior a través de estudios de radioinmunoensayo e

inmunohistoquímica de que algunos de esos péptidos no estaban confinados únicamente

a la eminencia media/infundíbulo del hipotálamo, que es el lugar de almacenamiento y

liberación esperado para estos factores/hormonas, y el área cerebral donde habían sido

aislados. Así, la hormona liberadora de tirotropina, somatostatina y hormona liberadora

de corticotropina ahora sabemos que tienen una amplia distribución en el 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

demostración por parte de Vanderhaegen et al de que la colecistoquinina estaba también

presente en el cerebro, haciendo todos estos estudios aumentar considerablemente el

interés en la comunidad científica por los NP (Hokfelt, 2000). La familia de NP
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estudiada más en profundidad la constituyen los péptidos oxitocina y vasopresina, que

fueron realmente los primeros NP descubiertos y químicamente identificados (Du

Vigneaud, 1953). Ambos poseen gran similitud estructural, pero son producidos en

diferentes neuronas, tienen distintas acciones fisiológicas y provienen de dos líneas

celulares: la línea isotocina-mesotocina-oxitocina, asociada con funciones

reproductivas, y la línea vasotosina-vasopresina, implicada en el balance

hidroelectrolítico (Acher, 1995; Hoyle, 1998).

Biosíntesis de los neuropéptidos

Los NP conforman un grupo de NP totalmente diferente a los neurotransmisores

clásicos, ya que se sintetizan de una forma y desempeñan acciones diferentes. A partir

de trabajos pioneros sobre la insulina y lipotropina (Lazure, 1983) se formuló la

hipótesis de que estos péptidos derivaban de un largo precursor que se escindía

enzimáticamente. Mediante estudios de secuenciación de aminoácidos, Schwartz y

Costa (1986) descubrieron las denominadas poliproteínas, llamadas así porque sirven de

precursor de más de un péptido biológicamente activo. Estas proteínas, también

denominados prohormonas, serán fraccionados después por enzimas específicas en

fragmentos más pequeños, formando de esta manera los NP que serán liberados

posteriormente (Seidah y Chretien, 1999). Las poliproteínas pueden dar lugar a una

amplia variedad de NP necesaria para mediar en distintas funciones fisiológicas, ya que

cada una de ellas puede contener varias copias del mismo o de diferentes péptidos

bioactivos, con funciones biológicas relacionadas o totalmente diferentes. Incluso varios

NP de una familia específica pueden derivar de precursores diferentes. Sin embargo,

éste no es el único mecanismo por el que se consigue diversidad en la producción de

NP. Todos los pasos que median en la expresión de un gen codificante para una
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poliproteína pueden estar implicados en esta diversidad, incluso la expresión de un

determinado gen de una poliproteína puede estar regulada de forma diferente en

distintos tejidos. De esta manera, el gen codificante de una poliproteína puede dar lugar

a distintos NP en diferentes neuronas dependiendo de los diversos modos de

procesamiento de dicho precursor poliproteínico. A modo de ejemplo, para la síntesis de

la preproopiomelanocortina existe un mismo ARNm en los lóbulos anterior e

intermedio de la hipófisis, en el hipotálamo y otras regiones del encéfalo, en la placenta,

en el intestino, en los ovarios o los testículos; sin embargo los péptidos que se producen

y liberan en cada uno de los tejidos citados serán diferentes (Benjannet, 1980;

Tremblay, 1988; Zakarian y Smyth, 1979).

A diferencia de los neurotransmisores clásicos, que también pueden ser

sintetizados localmente en el citoplasma de los terminales presinápticos, los NP sólo se

producen de novo en los ribosomas del soma neural, a partir de los prepropéptidos ya

comentados, que incluyen una secuencia señal hidrofóbica (de 15-30 aminoácidos) en el

extremo amino terminal (Strand, 1999). Esta secuencia facilita su translocación a través

de la membrana del retículo endoplasmático del soma y posteriormente el aparato de

Golgi, donde se producen dos cambios. En primer lugar, la proteína precursora del NP

sufre una escisión enzimática en fragmentos más pequeños, algunos de los cuales son el

propio NP o un precursor mayor. En segundo lugar, el aparato de Golgi empaqueta el

NP o precursor en minúsculas vesículas transmisoras que se liberan hacia el citoplasma,

para ser transportadas de forma centrífuga por el axón hacia el extremo de las fibras

nerviosas, impulsadas por la corriente axónica del citoplasma, viajando a la velocidad

de tan sólo unos pocos centímetros al día (Figura 13). En estas vesículas densas o

gránulos secretores se almacenan los propéptidos junto a sus enzimas procesadoras o
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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):

• A altas concentraciones en condiciones normales, lo que indica que están

funcionalmente disponibles para su liberación en cualquier momento.

• A concentraciones bajas o indetectables en condiciones normales: en estos casos la

síntesis será estimulada sólo en ciertas condiciones, por lo que precisan de un estímulo

específico para adquirir relevancia funcional.

• Con alta expresión en etapas tempranas del desarrollo, generalmente prenatal, y

posterior disminución de la misma en la etapa postnatal.

Parece que existe una relación entre el segundo y el tercer modo de expresión, ya que

muchos de los NP que aparecen durante la ontogénesis pueden ser “reactivados”

posteriormente en la vida adulta por estímulos específicos. También hay que señalar que

un mismo NP puede expresarse de cualquiera de estas tres formas dependiendo del tipo

de neurona y del uso que cada neurona le dé a cada NP en cada situación particular.
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Figura 13: Representación esquemática de la síntesis neuronal de NP, explicación en el texto
(Hokfelt, 2003).

Aunque los NP están presentes por todo el sistema nervioso (cerebro, médula

espinal, tracto gastrointestinal, ganglios autonómicos y sensoriales…), en cada región

siguen un patrón de distribución propio y diferente. También hay evidencias de que los

NP, a pesar de su nombre, se expresan en las células gliales, aunque la función que

ejercen en éstas células no neuronales continúa siendo controvertida (Hokfelt, 2000). La

mayoría de los estudios se centran en la demostración en cultivos celulares, como por

ejemplo la demostración de RNAm de pre-proencefalina, RNAm de

preprosomatostatina y el 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 gliales in vivo de cerebro de rata (Zhang, 1992).
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Plasticidad de los NP

Otra característica de la expresión de los NP es su plasticidad, ya que su nivel de

expresión puede variar considerablemente en diferentes condiciones, incluyendo

variaciones endógenas diurnas y tras manipulaciones experimentales. Tras su liberación,

la reposición de los NP se produce casi exclusivamente a través de nueva síntesis

ribosomal, y es que tras la activación neuronal y correspondiente liberación peptídica se

produce una sobreexpresión de los niveles de ARNm con esta finalidad (Schalling,

1987). Esta es la razón por la que, a diferencia de lo que ocurre con los

neurotransmisores clásicos, tras la liberación de los NP se produce una considerable

demora hasta que se restablecen los niveles previos en las terminaciones nerviosas,

debido además al lento transporte de los NP desde el soma hasta las terminaciones

nerviosas vía axonal (una excepción a esta norma podría ser el neurotransmisor CCK,

para el que parece haberse descrito un mecanismo de resíntesis más rápido (Migaud,

1995)). Este mecanismo de síntesis, que puede parecer menos eficaz, se refleja en la

dinámica de las sinapsis peptidérgicas, en la que aunque los péptidos se liberan de

forma intermitente compensan este fenómeno al presentar una acción más duradera.

Así, por ejemplo, neurotransmisores clásicos como las catecolaminas pueden ser

localmente sintetizados en las terminaciones nerviosas y repuestos mediante eficientes

mecanismos, siendo la tasa o frecuencia de síntesis regulada por fosforilación

enzimática. De este modo, los niveles de neurotransmisores clásicos se mantienen

constantes bajo diversas condiciones. Para el estudio de los mecanismos de regulación

de la síntesis de los neurotransmisores peptidérgicos se han empleado técnicas de

hibridación in situ (Young, 1990), analizando los niveles de RNAm del péptido en el

soma neuronal bajo varias condiciones experimentales. Los más estudiados han sido los

de las neuronas sensoriales primarias y las neuronas del núcleo 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 el análisis de los mecanismos de regulación peptidérgicos.

Algunos de estos péptidos, como por ejemplo la SP y el péptido relacionado con el gen

de la calcitonina, se encuentran presentes en muchas neuronas de los ganglios de la  raíz

dorsal ganglionar bajo condiciones normales. Ambos facilitan la neurotransmisión en el

asta dorsal (además de presentar efectos periféricos, como la vasodilatación), y se ha

observado que sus niveles descienden tras axotomía (Nielsch, 1987; Noguchi, 1990).

Otros NP como el VIP (péptido intestinal vasoactivo), PHI (péptido histidina-

isoleucina), galanina y NPY (neuropéptido tirosina) normalmente se expresan en niveles

bajos, pero aumentan enormemente tras manipulación experimental, especialmente

axotomía (Hokfelt, 1987; Shebab y Atkinson, 1986; Wakisaka, 1991). Además, los

receptores peptidérgicos son también regulados en la raíz dorsal ganglionar tras

axotomía, incluyendo los receptores CCKB (Zhang, 1993), NPY Y1 (Zhang, 1994) y

NPY Y2 (Zhang, 1997). Tales hallazgos sugieren que cambios en la sensibilidad a los

NP podría ayudar a las neuronas sensoriales primarias en su adaptación en situaciones

de trauma. En conjunto, las neuronas sensoriales primarias varían su fenotipo tanto en

relación a los mensajeros como a los receptores y función tras lesión nerviosa periférica,

y las neuronas de la raíz dorsal ganglionar se adaptan a esta nueva situación mediante la

supresión de transmisores excitatorios y aumento de los inhibitorios, promoviendo

mecanismos de regeneración y supervivencia. Todo esto es concordante con la visión

general existente de la respuesta de las neuronas a la lesión, principalmente basada en

estudios sobre motoneuronas (Kreutzberg, 1982), enfatizando que la maquinaria de

síntesis de la neurona es reprogramada desde la síntesis de transmisores hasta la

producción de moléculas para la supervivencia y recuperación.  Existe evidencia de que



57

cambios similares ocurren cuando las neuronas cerebrales son dañadas o sufren algún

tipo de degeneración. Así, recientes estudios sobre modelos de Alzheimer en ratones

sugieren que la galanina y otros péptidos sufren una regulación al alza de una manera

específica en hipocampo y corteza ventral en ratones ancianos transgénicos con alta

densidad de placas (Díez, 1999). Otro claro ejemplo de cambios en la expresión de NP

en el cerebro relacionados con la enfermedad ha sido aportados en estudios sobre varios

modelos de animales epilépticos, donde el NPY y otros NP se ven incrementados

radicalmente, especialmente en el hipocampo (Gall, 1990; Schwarzer, 1996).

Los ganglios basales y estructuras asociadas están relacionados con varias

patologías severas del SNC, como la enfermedad de Parkinson y la corea de

Huntington. Casi todo el interés se ha centrado en la dopamina y sus funciones, pero los

NP también han de ser considerados por su involucración en estas patologías (Gerfen y

Wilson, 1996; Graybiel, 1990). Así, la mayoría de las neuronas dopaminérgicas

contienen NP, en particular CCK, y las prolongaciones neuronales expresan NP en

cantidades elevadas o escasas. De estos últimos, una población contiene SP y dinorfina,

y son proyectadas hasta la zona reticulada de la sustancia nigra, mientras que el otro tipo

expresan encefalina, y proyectan principalmente al globus pallidus (Gerfen y Wilson,

1996; Graybiel, 1990). Técnicas de doble tinción han demostrado que muchas de estas

neuronas peptidérgicas utilizan GABA como su principal neurotransmisor (Penny,

1986). Encefalina, SP y dinorfina son regulados por la señal dopaminérgica procedente

de la sustancia negra, como han evidenciado varios experimentos. De este modo, una

atenuación en la señal dopaminérgica en el estriado, por ejemplo mediante la lesión de

la vía nigroestriatal con 6-hidroxidopamina o mediante el tratamiento con inhibidores de

los  receptores dopaminérgicos, produce un incremento en la expresión de encefalina y

una disminución de dinorfina y SP, mientras que el tratamiento con agonistas
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dopaminérgicos aumenta los niveles de dinorfina y SP pero no así de encefalina (Gerfen

y Wilson, 1996).

En el estriado, la dopamina también regula al NP neurotensina, presentando

ambos interesantes interacciones clínicas (Kitabgi, 1989; Nemeroff, 1986). Así, las

drogas que atenúan la transmisión dopaminérgica, como el haloperidol, 6-

hidroxidopamina y reserpina, aumentan los niveles de neurotensina en el estriado de la

rata vía receptores D2 (Deutch y Zahm, 1992). Además, la estimulación 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 el globus pallidus. Esto entra

en consonancia con lo clásicamente 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, al igual que en las del resto de neurotransmisores,

se produce una despolarización del terminal presináptico seguida de una apertura de

canales de Ca++ voltajedependientes que permite la entrada de este catión al interior de

la neurona. Estos iones Ca++ promueven que las vesículas que contienen los NP viertan

su contenido al espacio sináptico tras fusionarse con la membrana plasmática del

terminal presináptico. Sin embargo la liberación de los NP se desencadena por

elevaciones de concentración de Ca++ citoplasmático mucho menores que la de los

neurotransmisores clásicos (Verhage, 1991). Desde 1990 existe evidencia morfológica
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de que los NP pueden liberarse extrasinápticamente (Figura 13) (Thureson-Klein y

Klein, 1990).

En el terminal postsináptico, al ser insolubles en la membrana plasmática, los

NP deben ejercer sus efectos interactuando con los receptores de la superficie celular

(Dobrescu, 1998). Esta interacción normalmente da lugar a un cambio en la estructura

tridimensional del receptor, fenómeno que origina una cascada de eventos en la célula

postsináptica que se traducirá en la respuesta celular.

La eliminación de los neurotransmisores tras su liberación a la hendidura

sináptica resulta crítica para la eficacia de la transmisión nerviosa. En el caso de los NP,

esta eliminación es mucho más lenta que en el de los neurotransmisores de pequeño

tamaño molecular, ya que a diferencia de estos últimos, los NP no pueden recaptarse por

el terminal presináptico para su reutilización y sólo pueden eliminarse mediante

difusión y proteolisis por peptidasas extracelulares (Akopian, 1991). Además se ha

comprobado que el proceso de eliminación de los NP depende de la función que

desempeñan: los que actúan como neurotransmisores tienen una vida corta mientras que

los neuromoduladores tendrán un retraso en los mecanismos de degradación para

permitirles cumplir su función (Checler, 1993). Debido al laborioso método de síntesis

descrito, los NP se encuentran en el SNC a concentraciones entre 1000 y 100.000 veces

menores que las de los neurotransmisores de molécula pequeña (los NP cerebrales se

encuentran en concentraciones del orden de 10-12-10-15 mol /mg de proteína, mientras

que la de acetilcolina o norepinefrina, entre 10-9-10-10 mol/ mg) y por tanto, se liberan en

una cantidad mucho menor que los neurotransmisores clásicos. Esta diferencia de

concentración 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

clásicos, lo cual les confiere una potencia mucho mayor. Además, actúan a través de
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vías intracelulares que pueden proporcionar una amplificación significativa. Por último,

al ser más lentos los mecanismos por los que los NP se eliminan de la hendidura

sináptica, éstos permanecen accesibles a sus receptores durante más tiempo (Fuxe,

1994). Como ya se ha comentado, otra característica importante de los NP es que a

menudo ocasionan acciones mucho más duraderas, como son el cierre prolongado de los

canales de calcio, cambios persistentes en la maquinaria metabólica de las células,

activación o desactivación de genes específicos dentro del núcleo celular y alteraciones

a largo plazo de la cantidad de receptores excitadores o inhibidores. Algunos de estos

efectos duran días, pero otros quizás meses o años.

Un avance importante en el campo de los NP fue descubrir que éstos casi

siempre coexisten y se liberan de forma conjunta con uno o más neurotransmisores

clásicos (Hokfelt, 1980; Hokfelt, 1980; Karhunen, 2001; Lundberg, 1996). Este

fenómeno contradice e invalida la hipótesis enunciada por Henry Dale en 1935

(posteriormente conocido como Principio de Dale), según la cual una determinada

neurona libera en todas sus terminaciones un único tipo de neurotransmisor, que define

el tipo de neurona (Dale, 1935). De hecho en las neuronas adultas es habitual la

coexistencia de un neurotransmisor de molécula pequeña con uno o más de naturaleza

peptídica. En este sentido, los NP ejercen un papel de neuromodulador, ya que tienen la

capacidad de modificar la acción de los otros neurotransmisores (Kandel, 1998). De esta

manera surge el concepto morfológico de coexistencia y el funcional de cotransmisión,

que implican la regulación de un neurotransmisor no peptídico o de molécula pequeña

por otro de naturaleza neuropeptídica. Esta acción se ve favorecida por la lenta

degradación y amplia difusión peptídica, lo cual permite controlar grupos neuronales

incluso lejanos a su liberación (Björklund, 1992; Ceballos, 1997). Esta

neuromodulación también la ejercen regulando la liberación de distintos
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neurotransmisores (Maneuf, 1994; O'Connor, 1992), ya que en las terminaciones

neuronales presinápticas existen receptores de NP (Ceballos, 1997). Este fenómeno de

cotransmisión permitió aclarar fenómenos inexplicables hasta entonces, como era el

hecho de que la interacción de un neurotransmisor no peptídico con su receptor en

presencia de un NP ejerza una acción diferente o independiente a la que realiza dicho

neurotransmisor de manera aislada sobre el mismo receptor; y es que la acción del NP

es la de modular, positiva o negativamente, la acción del no peptídico, interfiriendo en

la interacción de éste último sobre su receptor (Hokfelt, 1980; Lundberg, 1985). Los

neurotransmisores clásicos también pueden coexistir entre ellos en una misma neurona,

por ejemplo, GABA, glutamato, glicina y 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 realmente ambos pueden ser liberados

conjuntamente en la médula espinal (Jonas, 1998). En la actualidad se conocen

numerosos ejemplos de cotransmisión neuronal en diferentes localizaciones. Sabemos

que en el asta dorsal de la médula espinal la SP coexiste tanto con neurotransmisores

clásicos (catecolaminas) (Ljungdahl, 1978) como con otros NP (VIP, galanina,

neurotensina, CCK) (Radhakrishnan y Henry, 1995). Otro ejemplo de cotransmisión de

un NP con un neurotransmisor de molécula pequeña ha sido descrito en las neuronas del

ganglio de la raíz dorsal, donde coexisten SP y glutamato, comprobándose que cuando

se antagonizan ambos neurotransmisores la excitación se reduce enérgicamente, lo que

sugiere la existencia de una interacción sinérgica que induce sensibilidad central (De

Biasi y Rustioni, 1988). Aunque se ha intentado establecer una relación en la

coexistencia y colocalización de los diferentes tipos de neurotransmisores, parece que

no hay ninguna regla general o patrón de combinación. La coexistencia parece ser un

fenómeno tan generalizado que la cuestión podría ser si realmente existe algún NP que
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no coexista con un neurotransmisor clásico. Una posible excepción serían las neuronas

magnocelulares hipotalámicas, que contienen los neuropéptidos oxitocina y vasopresina

como sus principales neurotransmisores (Brownstein y Mezey, 1986). En las neuronas

parvocelulares hipotalámicas, relacionadas con el control de la hipófisis anterior, en las

que los NP son presumiblemente los transmisores más 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 núcleos paraventriculares expresan GAD (ácido glutámico-decarboxilasa) y

sintetizan GABA (Meister y Hokfelt, 1988). De nuevo el CRH es probablemente el

neurotransmisor principal, y el GABA posiblemente un modulador de su liberación. En

prácicamente ninguna del resto de las neuronas, que se sepa, es el NP el

neurotransmisor principal. Actualmente la máxima atención se centra en el estudio de la

coexistencia de NP con aminas biógenas y acetilcolina. Por ejemplo, en la rata las

neuronas 5-HT más 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 o al líquido extracelular (Strand, 1999). Y es que, en general,

las neuronas pueden liberar un “cóctel” de moléculas mensajeras con un amplio

espectro de acciones biológicas y diferente información temporal (señales lentas,

intermedias y rápidas). Además, un NP concreto puede actuar como neurotransmisor en

una sinapsis y ser liberado extrasinápticamente para ejercer acciones moduladoras u

hormonales en otros lugares próximos o distantes que posean receptores para él. Por

todo ello resulta muy difícil establecer exactamente todas las funciones que desempeña

un determinado NP.



63

Receptores de los NP

Hoy en día se conoce que más del 80 % de los receptores de NP son receptores

acoplados a una proteína G (RAPG). Estos receptores, formados por una cadena única

de 400 a 600 residuos de aminoácidos, contienen un lugar de reconocimiento para el

ligando y un lugar de reconocimiento para una proteína G particular. Estructuralmente

presentan siete tramos transmembrana constituidos por 22-28 residuos hidrófobos en

forma de haces de hélices estrechamente empaquetados, separados por segmentos

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

Figura 14: Estructura de un receptor de la familia de los RAPG o de los siete dominios
transmembranas. Se ilustra una representación del receptor en tres dimensiones. (Procedente de
visual life science).
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Figura 15: Receptor acoplado a proteína G (RAPG). A. Estructura del receptor con sus siete dominios
transmembrana. B. Estructura de una proteína G inactiva con sus subunidades α, β y γ en una

representación esquemática (1) y tridimensional (2). C. Activación de una proteína G por un RAPG
(Modificado de Alberts, 2008).

La unión del NP a su receptor provoca la activación de una enzima,

generalmente 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 catalítica. La interacción del AMPc

con la subunidad reguladora provoca la liberación de la unidad catalítica, que puede

actuar sobre el ADN y producir efectos a largo plazo sobre el metabolismo, crecimiento

y diferenciación celular. Otros NP actúan a través de la hidrólisis del fosfatidil inositol

4,5 bifosfato, que da lugar a la formación de otro grupo de segundos mensajeros, como

el diacilglicerol y el 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 proteína G. A. Vía de proteincinasa A (PKA). B. Vía del
fosfatidil inositol bifosfato (PIP2) (Modificado de Alberts, 2008).

La identificación de los receptores de NP ha supuesto un gran avance, pues el

hecho de que poseen sus propias dianas celulares con sistemas de segundos mensajeros,

apoya que posean un papel fisiológico propio. También se han descrito proteínas

modificadoras de la actividad del receptor, que pueden provocar que dos NP diferentes,

aunque relacionados, sean capaces de unirse al mismo receptor, lo cual abre un campo

importante en el estudio de la plasticidad de los receptores (Massot 1996; McLatchie

1998).

Clasificación de los NP

Se han realizado diversas clasificaciones de los NP según diferentes criterios,

como son su localización tisular o estructura y secuencia de aminoácidos; 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 mamíferos y se incluyen

algunos de los recientemente descubiertos.

HIPOTALÁMICOS
Hormona liberadora de tirotropina (TRH)
Somatostatina (SS)
Hormona liberadora de corticotropina
(CRH)
Hormona liberadora de las gonadotropinas
(GnRH)
Hormona liberadora de la hormona de
crecimiento (GHRH)
Orexinas A y B (hipocretinas 1 y 2)

HIPOFISARIOS
Oxitocina
Vasopresina
Hormona adrenocorticotropa (ACTH)
Hormona estimuladora de melanocitos
Prolactina
Hormona de crecimiento (GH)
Hormona estimulante del folículo (FSH)
Hormona luteinizante (LH)
Hormona estimulante del tiroides
Secretoneurina

PÉPTIDOS GASTROINTESTINALES Y
PANCREÁTICOS
Péptido intestinal vasoactivo (VIP)
Colecistocinina (CCK)
Gastrina
Insulina
Glucagón
Motilina
Amilina
Péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (PRGC)
Galanina
Secretina
Neuropéptido Y
Polipéptido pancreático
Péptido tirosina-tirosina

PÉPTIDOS OPIOIDES
Metencefalina (Met-Enk)
Leu-encefalina (Leu-Enk)
Dinorfina
β-endorfina

TAQUICININAS
Sustancia P
Neurokinina A (Sustancia K)
Neurokinina B
Neuropéptido K
Hemokinina 1

OTROS
Angiotensina II
Bombesina
Bradicinina
Péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (PRGC)
Neurotensina
Neuropéptido FF
Péptido natriurético cerebral

NUEVOS
Péptido regulador de la cocaína y
anfetaminas
Endomorfina 1 y 2
Nociceptina/Orfanina
Nocistatin
Péptido liberador de prolactina
Urocortina
Cortistatina
Apelina

Tabla 10: Clasificación de los principales NP de mamíferos. (Modificado de Garcia-Lopez, 2002).
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Desarrollo farmacológico en el campo de los NP

Existen al menos tres tipos de acciones farmacológicas con las que se puede

modificar la acción de los NP: antagonistas, agonistas e inhibidores de las peptidasas.

Los primeros antagonistas fueron de naturaleza peptídica, la mayoría análogos D-

sustituidos (formas dextrógiras). Uno de los primeros antagonistas sintetizados fue el de

la  SP, [D-Pro2, D-Phe7, D-Trp9] (Folkers, 1982), si bien diez años después se desarrolló

un antagonista no peptídico (Snider, 1991). Otro descubrimiento importante, mostró que

butiril-derivados del GMPc antagonizan la acción de la CCK, y esto se siguió del

desarrollo de antagonistas más potentes para la CCK por parte de varios laboratorios.

Muchos de estos compuestos pueden atravesar la BHE, por lo que pueden ser

empleados en patologías del SNC. Betancur y colaboradores publicaron una lista con

más de 100 compuestos para distintos receptores peptidérgicos, entre ellos unos 20

compuestos para los receptores CCKB y NK1 (SP), y casi 30 para el receptor de la

angiotensina AT1 (Betancur, 1997).

Algunas claves para el empleo de antagonistas de NP como potenciales fármacos

radican en que éstos, en general, tienen una acción moderada en comparación con los

neurotransmisores clásicos. Además, al ejercer un papel de tipo modulador, el bloqueo

de sus receptores provoca efectos menos drásticos que al bloquear, por ejemplo,

receptores GABAérgicos o glutaminérgicos. Muchos de los NP son liberados

preferentemente en condiciones de fuerte activación neuronal y/o situaciones

patológicas, por lo que sus antagonistas no tendrán efectos bajo condiciones de

normalidad y en cambio sí actuarán en sistemas alterados en los que exista una

liberación neuropeptídica acentuada (Hokfelt, 2000). La importancia de estas

circunstancias radican en el hecho de que el bloqueo de receptores peptidérgicos llevará

apareado muchos menos efectos secundarios. La reciente demostración de la eficacia
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clínica de los antagonistas NK1 en la depresión (Kramer, 1998) nos puede servir como

ejemplo, ya que en su estudio se demostraron muy escasos efectos secundarios, al

contrario de lo que ocurre con los tratamientos antidepresivos de última generación

como son los inhibidores de la recaptación de serotonina. Esto no resulta sorprendente

si tenemos en cuenta que estos fármacos actúan sobre todas las neuronas 5-HT, y no

sólo las asociadas con el control emocional.

Además, el hecho de que con frecuencia exista más de un receptor para un

mismo NP abre posibilidades para el diseño de antagonistas específicos frente a un

determinado receptor involucrado en una función determinada (Branchek, 2000). Este

principio ha sido importante en el campo de las monoaminas, donde ya han sido

desarrollados varios subtipos específicos de agonistas y antagonistas.

En contraste, el desarrollo de los agonistas ha sido mucho más limitado, ya que

encontrar una molécula de este tipo con acción potente y específica entraña una elevada

dificultad. En contra de esto, un ejemplo sería la síntesis de un potente agonista del

receptor CCKB, que además atraviesa la BHE (Durieux, 1992), así como un potente

analgésico opioide (Dooley, 1994). Una alternativa a los agonistas peptidérgicos son los

inhibidores de las peptidasas que, al prevenir la escisión enzimática de los NP, refuerzan

la transmisión peptídica y ejercen un efecto agonista. Así, la inhibición del catabolismo

de la encefalina supone un potencial tratamiento para el dolor y la adicción 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 degradación de la

encefalina (Roques y Noble, 1995).

En conclusión, parece que los NP ejercen sus funciones principales cuando el

sistema nervioso padece algún estímulo estresante, agresión o enfermedad (Hokfelt,

1991). En este sentido se piensa que los NP actuarían como una importante vía de
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señalización en dichas situaciones y que la comunicación peptidérgica funcionaría como

un “lenguaje” del cerebro enfermo susceptible de convertirse en una importante diana

para el desarrollo farmacológico en diversas patologías (Hokfelt, 2000).

2.3 TAQUICININAS

Las taquicininas (TK) constituyen la más extensa familia de péptidos conocida

en los metazoos y está formada por elementos con actividad neurotransmisora presentes

en mamíferos, anfibios, moluscos e invertebrados. Como su nombre indica, las TK se

caracterizan por poseer una rápida y potente actividad contráctil de la musculatura,

aunque también se ha demostrado el papel fundamental que desempeñan en el control y

regulación de diversas acciones fisiológicas. Aunque durante muchos años se pensó que

tenían únicamente un origen neuronal, hoy se sabe que están presentes en diversos

tejidos de la anatomía de diferentes especies animales. En todas las especies que poseen

esta familia de péptidos, éstos ejercen su acción mediante la unión y activación de

diferentes isoformas de RAPG del tipo rhodopsin-like. El descubrimiento de las TK en

vertebrados no mamíferos se remonta a la década de los 40, momento en que se aisló en

una especie de pulpo mediterráneo una sustancia desconocida –que posteriormente sería

conocida como eledoisina- con capacidad para disminuir la presión sanguínea, contraer

la musculatura lisa intestinal y estimular la salivación de una forma profusa en perros y

ratas (Erspamer, 1949). En invertebrados, tras varias décadas de investigación, se

confirmó la existencia de estos péptidos en estructuras nerviosas de la langosta

migratoria (Schoofs, 1990) y en glándulas salivares 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 presión selectiva a lo largo de la
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evolución, es decir, las mutaciones que implican cambios conservadores en la secuencia

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

Estructura de las TK de los mamíferos

Las TK de mamíferos, anteriormente conocidas como neurocininas, constituyen

una familia de péptidos integrada clásicamente por tres miembros: sustancia P (SP),

neurokinina A (NKA) y neurokinina B (NKB). Posteriormente se han sumado el

neuropéptido K (NPK) y el neuropéptido gamma (NPγ) -ambas formas elongadas de la

NKA-, la hemokinina-1 (HK-1) y las endoquininas (Tabla 11).

Desde el punto de vista químico, todas las TK de mamíferos presentan dos zonas

definidas: una secuencia pentapeptídica característica común en el extremo hidrofóbico

carboxi-terminal, Phe-X-Gly-Leu-MetNH2, (Regoli, 1994), y una secuencia amino-

terminal, variable en las diferentes TK, que es la responsable de su selectividad. Según

el residuo que ocupe la posición X en la secuencia C-terminal, se distinguen dos tipos de

TK: las aromáticas, en las que X es un aminoácido aromático (Phe, Tyr), y las alifáticas,

en las que es un aminoácido alifático (Val, Ile). De forma característica, todas las TK

son aminopéptidos, es decir, presentan un grupo amino en la metionina carboxi-

terminal. Mientras que el extremo amino-terminal define la especificidad de las TK

frente al subtipo específico de receptor (Schwyzer, 1987), la secuencia C-terminal es la

encargada de la interacción y activación de dicho receptor, a través de la cual ejercerá

sus funciones biológicas (Cascieri, 1992; Krause, 1992; Maggi, 1995). La amidación de

la metionina terminal es esencial para su funcionamiento, y por ello los péptidos

tachykinin-like de los invertebrados, con una arginina en el C-terminal, son incapaces de

activar los receptores taquicinérgicos (RTK) de mamíferos.



71

Tabla 11: Secuencia de los diferentes NP que integran la familia de las TK de mamíferos. A)
Los aminoácidos subrayados son los que conforman la secuencia C-terminal común de las TK.
En negrita se representa el residuo aromático o alifático correspondiente. B) Péptido relacionado
con las TK (tachykinin-like).

Mientras que la secuencia de la SP, NKA y NKB es idéntica en todos los

mamíferos en los que se ha estudiado, la del resto de TK varía entre diferentes especies.

La SP fue la primera TK descubierta (Von Euler y Gaddum, 1931) y supuso el punto de
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partida de una larga historia de investigación en este campo. Cincuenta años después se

aislaron en la médula espinal del cerdo la NKA y NKB (Kangawa, 1983; Kimura,

1983), con diferencias respecto a la SP en la actividad farmacológica a nivel central y

periférico y en su afinidad por el subtipo de RTK. En los años siguientes se encontraron

péptidos estructural o funcionalmente parecidos en el SNC de varios vertebrados y

anfibios, como el NPK (Nawa, 1984; Tatemoto, 1985) y el NPγ (Kage, 1988), que son

formas elongadas de la NKA. En el año 2000 se encontró una nueva TK en el ratón con

actividad reguladora de la linfopoyesis B y expresión principalmente en tejido no

neuronal, a la que se llamó HK- 1 (Zhang, 2000). El descubrimiento de la HK-1 dio

paso a la descripción 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 últimos aminoácidos con la SP, mientras que la EKA

y EKB son formas elongadas por el extremo N-terminal de la HK-1 (la EKA es un

péptido de 47 aminoácidos, mientras que la EKB, de 41 aminoácidos, es una forma

truncada de la EKA) (Kurtz, 2002; Page, 2003). Mientras que la EKA y EKB poseen la

secuencia clásica ya comentada de las TK, la EKC y EKD tienen una estructura

tachykinin-like (Phe-X-Gly-Leu-LeuNH2), variante de la forma clásica. Esta variación

en su estructura hace que la EKC y EKD no presenten afinidad por ninguno de los tres

RTK.

En la última década se ha propuesto la inclusión de nuevos péptidos periféricos

similares a las TK en esta familia. Mediante búsqueda bioinformática se identificó el

péptido-1 similar a las TK del cromosoma 14, C14TKL-1, ampliamente expresado en

tejidos periféricos y con actividad agonista frente al receptor NK1 a pesar de su

secuencia tachykinin-like (Phe-Tyr-Gly-Tyr-Met-NH2) (Jiang, 2003). Su gen y

secuencia precursora todavía no se han identificado, por lo que la inclusión de C14TKL-
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1 como una nueva TK y la consideración de su gen como TAC5 sería prematura.

También en 2003 (Zimmer, 2003) se descubrió la virokinina bovina, una TK codificada

por un gen del virus respiratorio sincitial bovino procesado y liberado por células de

mamíferos infectadas, y por tanto no codificada por el genoma de ningún mamífero.

Esta TK tiene la capacidad de infectar e interferir en la función de diferentes tipos de

células periféricas. La secuencia primaria de la virokinina está muy conservada en todos

estos virus. Podría representar una nueva forma de mimetismo molecular, que

beneficiaría al virus al permitirle interactuar con los RTK para, de esta forma, modular

la respuesta inflamatoria e inmune del huésped.

Localización y acciones de las TK

Desde hace más de una década, la activación de los RTK se ha implicado en una

gran variedad de acciones biológicas. Se ha descrito su participación en la modulación y

transmisión de la percepción del dolor, regulación del comportamiento emocional y

otras funciones autonómicas a nivel del sistema nervioso central, modulación de la

contractilidad del músculo liso, vasodilatación, sensibilidad visceral, inducción de la

inflamación neurogénica y hematopoyesis a nivel periférico, activación del sistema

inmune y activación de la secreción de glándulas endocrinas (Longmore, 1997). Aunque

clásicamente se ha considerado a las terminaciones nerviosas sensibles a capsaicina

como la principal fuente de TK a nivel periférico (Lundberg, 1996; Maggi y Meli,

1988), hoy en día se sabe que existen otras fuentes neuronales y no neuronales 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 establecía que la presencia de las TK estaba

restringida de forma exclusiva al tejido neuronal, y que realizaban su acción a nivel

periférico mediante su liberación desde terminaciones nerviosas. La existencia de TK ha
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sido comprobada no sólo en células no neuronales del sistema inmune (Weinstock,

1988), inflamatorio (Khare, 1998) y endotelio vascular (Linnik y Moskowitz, 1989),

sino también en las células tirotropas y somatotropas de la hipófisis anterior (Brown,

1991), en células enterocromafines (Simon, 1992), en fibroblastos (Bae, 2002) y células

epiteliales (Chu, 2000), células musculares lisas intestinales y de la vía aérea (Khan y

Collins, 1994; Maghni, 2003), en diferentes tipos de órganos reproductores femeninos

(Pintado, 2003), circulando en la sangre (Pernow, 1983) e incluso en la placenta, un

órgano carente de inervación (Muñoz, 2010; Page, 2000). A nivel del tracto

gastrointestinal, las TK actúan como neurotransmisores en diferentes circuitos nerviosos

que regulan la motilidad gastrointestinal, secreción y funciones vasculares. También

colaboran en la transmisión nerviosa espinal aferente que inerva el tracto

gastrointestinal y desempeñan funciones en la respuesta del intestino a la inflamación.

Las TK coexisten con la acetilcolina, principal neurotransmisor de las neuronas

excitatorias que inervan el músculo intestinal, y actúan como cotransmisores de dichas

neuronas. La transmisión excitatoria está mediada por NK1R (sobre todo en las células

intersticiales de Cajal) y NK2R en el músculo. Las TK también participan en la

neurotransmisión 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, la activación de los receptores NK1 y NK2 estimula la secreción de fluidos.

Además, las TK son liberadas desde las terminaciones centrales de las neuronas

gastrointestinales aferentes en la médula espinal, participando en las vías nociceptivas

(Shimizu, 2008). La NKB, que en principio de creía restringida al SNC, hoy se sabe que

presenta una expresión periférica tan amplia como la SP. Esta TK ha sido descrita en la

placenta humana y de rata (Page, 2000), así como en el útero (Pinto, 2001) y otros tipos

de células reproductivas no neuronales de ratón (Pintado, 2003). Además 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 ósea de

ratón, y se ha sugerido que la NKB activa la formación de osteoclastos y la resorción

ósea a través de dichos receptores (Ichiki, 2011). Tanto la HK-1 como las endokininas

A, B, C y D se expresan de forma preferente en células no neuronales. De hecho, la

expresión predominantemente periférica y elevada potencia agonista frente a los

receptores NK1 que presentan las endoquininas A y B, llevó a postular que éstas

endoquininas en realidad podrían ser los principales ligandos endógenos del receptor

NK1, actuando a través de un mecanismo endocrino-paracrino, en tejidos no inervados

en los que la SP no se expresa (Page, 2004; Page, 2003).

Han sido descritas varias moléculas con capacidad de unión a las TK. En el

suero de pacientes con fibrosis de médula ósea se han encontrado complejos de SP y

fibronectina. La fibronectina es un componente de la matriz extracelular de la médula

ósea que comparte cierta similitud con el receptor NK1 y podría ejercer un papel

protector en la digestión 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 el factor de crecimiento

hematopoyético proteico transmembrana inductor del receptor NK1. Este factor se une

de forma no covalente a la SP e induce la expresión del receptor NK1 endógeno en los

fibroblastos de la médula ósea (Bandari, 2002).

Genes de las TK

Las TK de mamíferos están codificadas por tres genes diferentes denominados

preprotaquiquininas (TAC) 1, TAC3 y TAC4, de acuerdo con el Comité de

Nomenclatura de Genes de la Organización del 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). El gen TAC1 codifica la SP, NKA y sus formas elongadas NPK y

NPγ; TAC3 codifica la NKB y TAC4 la HK-1 y endoquininas (Tabla 12). El primer gen

clonado fue TAC1, en 1983 a partir de cerebro bovino (Nawa, 1983). Inicialmente se

pensó que se trataba de dos genes diferentes, uno que contenía la SP (TAC1) y otro que

codificaba la NKA (al que se llamó TAC2). Hoy sabemos es un mismo gen constituido

por siete exones, de los que el exón 3 y 6 codifican la SP y NKA, respectivamente.

También se conoce que, mediante splicing (o empalme) alternativo del exón 6, este gen

puede dar lugar a cuatro isoformas diferentes de ARNm: las formas α y δ, que sólo

codifican la síntesis de SP, y las formas β y γ, que codifican la síntesis tanto de SP como

NKA (Harmar, 1990; Kawaguchi, 1986; Nawa, 1984). Para la formación de NPK y NPγ

se precisa la inclusión o exclusión del exón 4 en las formas β y γ de TAC1,

respectivamente (Kage, 1988; Tatemoto, 1985).

Tabla 12: Genes de las TK humanas (Pennefather, 2004).
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Como consecuencia de este splicing a nivel de TAC1, la SP puede expresarse a nivel

regional de forma aislada, mientras que la NKA siempre estará acompañada de la

expresión de SP. Se ha comprobado la expresión de TAC1 en todos los tejidos humanos,

especialmente en cerebro, corazón, bazo, colon, cerebro fetal, glándula mamaria

(Maggi, 1995, 1997; Pinto, 2004) y placenta (Marzioni, 2005). Además se ha visto

cómo cada especie animal tiene una diferente expresión de las distintas variantes de

splicing que no parece ser específica de cada tipo de tejido, cuyo significado se

desconoce. En humanos las isoformas más abundantes son la γ y β, ambas codificantes

tanto de SP como NKA (Bannon, 1992; Lai, 1998; Pintado, 2003), por lo 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 está compuesto por siete exones, de los cuales el 5 codifica la

NKB. Aunque su organización en humanos y bovinos es similar a la de TAC1, su

procesamiento es mucho menos complejo (Page, 2001). En humanos existen dos

isoformas precursoras, la αTAC3 y βTAC3, que se diferencian en los últimos 24

aminoácidos del extremo C-terminal (Page, 2005). Aunque inicialmente no se consiguió

aislar la NKB en tejido periféricos mediante estudios de inmunorreactividad

(Moussaoui, 1992), estudios posteriores demostraron una intensa expresión del ARNm

de NKB en la placenta humana (Page, 2000). De hecho, se ha comprobado que la

expresión de TAC3 en tejidos humanos es igual o incluso más amplia que la de TAC1

(Pinto, 2004). Estos hallazgos sugieren que la NKB debe ejercer un papel similar al de

la SP tanto en el SNC como en tejidos periféricos. Se piensa que esta TK está implicada

en la cascada de señales neuroendocrinas que tienen lugar en la pubertad, ya que
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mutaciones en el gen TAC3 son causa de hipogonadismo hipogonadotrópico

normosómico idiopático (Topaloglu, 2010).

El descubrimiento de TAC4, el tercer gen de las TK de mamíferos, por Zhang et

al supuso un hito en el campo de las taquicininas. Estos autores identificaron el nuevo

gen a partir de células hematopoyéticas de estirpe linfoide B de la médula ósea de ratón

al que llamaron preprotaquiquinina-C, posteriormente renombrado como TAC4. Éste

gen era responsable de la codificación de una TK con amplia distribución periférica no

neuronal hasta entonces desconocida (Zhang, 2000). Un par de años más tarde Kurtz

aislaron y caracterizaron en humanos el gen ortólogo al TAC4 descrito en ratón,

responsable de un péptido, la HK-1, que por compartir la secuencia carboxi terminal

característica de las TK fue incluido como miembro de esta familia (Kurtz, 2002). En

humanos, este gen está integrado por cinco exones, de los que el 2 codifica la HK-1.

Mediante splicing alternativo puede dar lugar a cuatro isoformas distintas de ARNm: α,

β, γ y δ. Cada variante codifica de una forma diferencial los diferentes péptidos que

conforman el grupo de las endoquininas: EKA, EKB, EKC y EKD. Así, mientras que la

EKB está codificada por las cuatro isoformas, la EKA y la EKC únicamente lo están por

αTAC4 y la EKD por βTAC4. La distribución de las cuatro isoformas de TAC4 no ha

sido definida completamente, aunque sí se sabe que α y γTAC4 se expresan

ampliamente en diferentes tejidos periféricos humanos, particularmente en la placenta, y

de una forma escasa en el cerebro (Page, 2004; Page, 2003). Recientemente se han

descubierto niveles muy elevados de expresión de este gen en el epitelio olfatorio de

ratón, tejido de origen neurológico (Tran, 2011).
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Síntesis de las TK

La síntesis de las TK responde al modelo general de síntesis de NP ya

comentado anteriormente. Tras la traducción de las formas maduras de ARNm de los

genes TAC1, TAC3 y TAC4, se genera un prepropéptido (gran polipéptido constituido

por un péptido de señal, una o varias copias del NP en cuestión y una o más regiones

espaciadoras). El péptido señal, de entre 16-30 aminoácidos localizado en el extremo

Nterminal, permite que el péptido en formación se acople y atraviese el retículo

endoplasmático para inmediatamente después ser escindido, dando lugar al propéptido.

Este propéptido es transportado al aparato de Golgi, donde se separan las regiones

espaciadoras del péptido activo final y éste es empaquetado en gránulos secretores para,

en el caso de las neuronas, ser transportados a lo largo del axón hasta las terminaciones

nerviosas (Pennefather, 2004).

2.4 RECEPTORES TAQUICINÉRGICOS (RTK)

Estructura y localización de los RTK

En la década de los 80, el análisis comparativo de las propiedades

farmacológicas de las diferentes TK permitió describir la existencia de tres RTK

específicos: NK1, NK2 y NK3 (Burcher y Buck, 1986; Lee, 1982; Maggi, 1987; Regoli,

1987; Teichberg, 1981). El primero en ser clonado fue NK1 (Masu, 1987), lo cual

supuso un importante avance no sólo por ser el primer receptor neuropeptídico clonado

sino también porque permitía por primera vez imaginarlo y reconstruirlo físicamente.

Pocos años después se lograron clonar varios RTK más (Nakanishi, 1991; Ohkubo y

Nakanishi, 1991).

Actualmente 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



80

aproximadamente el 1 % del genoma. Poseen una estructura de siete dominios

hidrofóbicos transmembrana, tres bucles extracelulares, tres bucles intracelulares, un

dominio extracelular amino-terminal y otro citoplasmático carboxi-terminal (Figura 17).

Por su estructura típica, también se les llama receptores de los siete dominios

transmembrana. Realizan sus acciones a través de la activación de una o más proteínas

G: la unión de un agonista a su receptor específico en la superficie celular causa un

cambio conformacional en éste que permite su interacción con la proteína G,

formándose así un complejo de alta afinidad: agonista-receptor-proteína G. Para la

activación de los RTK es fundamental su interacción con la región pentapeptídica

carboxi-terminal común a las diferentes TK ya mencionada.

Figura 1. Representación esquemática de la estructura de los RTK (la imagen corresponde al
receptor NK2). Las regiones codificadas por los exones 1, 3 y 5 aparecen mostradas en gris, y
las codificadas por los exones 2 y 4 se muestran en blanco. La disposición de los exones es
idéntica en el receptor NK1 y NK3 (Pennefather, 2004).

Los RTK han sido clonados en diferentes especies de mamíferos. En todos ellos,

el receptor NK1 es una proteína de 407 aminoácidos; en cambio, la estructura del

receptor NK2 (398 aminoácidos en humanos) y NK3 (465 aminoácidos en humanos)

varía entre diferentes especies. En todas las especies NK3 es más largo que NK1 y
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NK2, presentando un extremo amino-terminal más elongado. Se piensa que la alta

conservación interespecie de la estructura del receptor NK1 es debida a la necesidad de

éste de interactuar con más de un ligando de alta afinidad. El grado de coincidencia en

la secuencia de aminoácidos entre los RTK humanos es del 47 % entre NK1 y NK2, del

51 % entre NK1 y NK3, y del 41 % entre NK2 y NK3 (Almeida, 2004; Pennefather,

2004).

Aunque SP, NKA y NKB actúan como agonistas completos de cada uno de los

tres RTK, cada TK presenta una afinidad y potencia de activación diferente para cada

tipo de receptor (Tabla 13). De esta manera la SP es el 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). El NPK y NPγ, 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 alta afinidad por el receptor NK1, con una potencia de

activación similar a la 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 peptídica del extremo C-terminal (Page, 2003).

Tabla 13: Comparación de la afinidad de las TK por cada tipo de RTK.
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Los RTK son reconocidos por las TK endógenas con una selectividad moderada,

lo cual podría explicarse por la conformación similar que adoptan en el sitio de unión al

receptor. Sin embargo, pequeños cambios (tan sólo en un aminoácido) pueden influir

notablemente en la conformación espacial de las cadenas laterales peptídicas, haciendo

que un determinado péptido sea más potente y selectivo como agonista o antagonista

para un determinado receptor.

La expresión del receptor NK1 es muy amplia tanto a nivel central como

periférico, habiéndose detectado en neuronas, células del endotelio vascular, músculo y

diferentes células del sistema inmunológico (Ho, 1997; Lai, 1998; Patacchini y Maggi,

2001; Stewart-Lee y Burnstock, 1989; Tsuchida, 1990). En todas estas células el

receptor NK1 está constitutivamente expresado, a diferencia de la médula ósea, donde

lo está de una manera inducible (Bandari, 2002). En cambio, el receptor NK2 está

presente principalmente en la periferia y de una manera muy selectiva en ciertos núcleos

cerebrales (Pennefather, 1993; Saffroy, 2001; Por último, NK3 se expresa sobre todo en

el SNC aunque también se ha visto en ciertos tejidos periféricos como placenta, útero,

músculo esquelético, vena porta y mesentérica de la rata, pulmón e hígado y ciertas

neuronas entéricas de diferentes especies (Fioramonti, 2003; Lecci y Maggi, 2003;

Tsuchida, 1990). También se han observado marcadas diferencias interespecies en el

patrón de expresión y distribución de cada tipo de receptor. Este hallazgo sugiere que

cada uno de los receptores puede ejercer funciones similares y superpuestas sin la

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

Genes de los RTK

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

denominados gen del receptor de taquiquinina 1 (TACR1), TACR2 y TACR3,
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respectivamente (Tabla 14). Estos tres genes poseen una organización similar,

constituida por una región codificante dividida en cinco exones separados entre sí por

intrones situados en idéntica posición (Figura 18).

Tabla 14. Genes de los RTK humanos.

Esta estructura de intrones y exones, presente en menos del 10 % de los genes

que codifican RAPG, permite la potencial expansión de la familia de RTK a través de la

generación de variantes funcionales mediante la combinación y empalme de los

diferentes exones, lo cual obvia la necesidad de contar con receptores adicionales. Así, a

modo de ejemplo, el exón 2 marca el límite entre el inicio del segundo bucle intracelular

y el final del segundo extracelular, mientras que el exón 4 marca el límite entre el final

del tercer bucle intracelular y el inicio de la terminación C-terminal intracelular, por lo

que el empalme prematuro de cualquiera de esos exones podría modular la longitud de

los bucles del receptor o la longitud de la terminación N- o C- terminal, modificando de

esta manera la conformación del receptor (Candenas, 2002).
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Figura 18. Representación esquemática de la organización de los genes que codifican los RTK
humanos. Las regiones codificantes de los genes se dividen en cinco exones (I-V) separados
entre sí por cuatro intrones (señalados por líneas discontinuas). Los segmentos transmembrana
codificados por cada exón aparecen con color negro e identificados con las letras TM (1-7).
También se indican las posiciones de los aminoácidos 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

Nei, 1987). En los vertebrados, existen tres tipos de RTK originados por duplicaciones a

partir de un receptor ancestral todavía presente en la Ciona intestinalis, animal marino

urocordado. Además la presencia y posición de los intrones ha permanecido altamente

conservada a lo largo de la evolución. La alta conservación en la estructura de las TK y

sus receptores en diferentes organismos que divergieron evolutivamente hace millones

de años constituye una prueba del importante papel fisiológico que desempeña este

sistema.

Existen diferentes motivos para pensar que debe existir un RTK no descubierto

aún. La falta de afinidad de la SP (1-7), un metabolito activo formado por el fragmento

N-terminal de la SP, por ninguno de los tres RTK conocidos apoya la teoría de que debe

existir un receptor alternativo que reconozca dicha región terminal. También sustenta

esta teoría la baja afinidad de la EKC y EKD por los tres receptores conocidos, que

sugiere la existencia de otro receptor para estos ligandos. Además, se ha visto cómo en
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el hígado y pulmón de ratón la NKB induce la formación de edema por un mecanismo

independiente de los tres RTK conocidos (Grant, 2002). En contra de los argumentos

anteriores figura el hecho de que en cada especie de mamífero existe sólo un miembro

de cada tipo de RTK, lo cual sugiere que los tres receptores que conocemos en la

actualidad constituirían una familia completa. Tampoco se podría descartar la existencia

de nuevos RTK que pertenezcan a una familia diferente de receptores acoplados a una

proteína G. Esta hipótesis estaría apoyada por hechos como la interacción de los

opioides con los RTK, así como la unión de análogos de la SP y antagonistas del

receptor NK1 con receptores opioides. Además, se ha comprobado cómo la naloxona se

comporta como antagonista de un análogo de la SP (Lei, 1991; Sakurada, 1999).

2.5 SUSTANCIA P

La SP es la TK estudiada desde hace más tiempo, siendo la mejor caracterizada

en cuanto a su distribución, liberación, acciones fisiológicas e implicación

fisiopatológica en diversos procesos patológicos. En 1931 Euler y Gaddum, tratando de

encontrar acetilcolina en extractos hipotalámicos e intestinales equinos, describieron por

primera vez la presencia de un factor resistente a la atropina con una potente capacidad

para estimular la contracción muscular y disminuir la presión sanguínea (Von Euler y

Gaddum, 1931). Comprobaron que este compuesto mantenía su actividad cuando, tras

evaporarse, se convertía en un polvo seco, motivo por el que lo llamaron “P” (de

powder, polvo en inglés) en sus anotaciones (Hokfelt, 2001). En la década de los 50 se

comprobó la existencia de SP en diferentes áreas del cerebro, médula espinal, plexo

nervioso de la capa muscular del tracto gastrointestinal y nervios y 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 el 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

ebullición a pH entre 1-7 y es rápidamente destruída en medio alcalino. En

electroforesis se desvía hacia el cátodo a pH< 10 y su punto isoeléctrico está próximo a

9. La actividad biológica de la SP es inactivada por la tripsina y la pepsina y resiste la

acción de las carboxipeptidasas (Pernow B, 1983).

La secuencia de 11 aminoácidos de la SP es la siguiente:

H-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2

Figura 19: Imagen tridimendional de la SP

Como ya se ha comentado, la SP ejerce sus funciones mediante su unión con el

receptor NK1, del que es su principal ligando y por el que más afinidad presenta de los

tres RTK descritos hasta ahora. La porción N-terminal de la SP presenta la máxima

capacidad para inducir la desensibilización 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 metabólicamente (Joshi, 2001; Zhou & Nyberg, 2002), y que la formación

de los mismos puede ser bloqueada por la acción de inhibidores específicos de las
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endopeptidasas. Paradójicamente, el metabolito SP (1-7) tiene algunos efectos similares

y otros opuestos a los de la SP completa (Hallberg & Nyberg, 2003).

Mecanismo de acción

La SP realiza acciones como neurotransmisor, neuromodulador (al regular la

actividad de otros neurotransmisores) y hormona, ya que ejerce 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 terminal presináptico en

respuesta al estímulo despolarizante, la SP se inactiva fundamentalmente a través de la

degradación por peptidasas, no participando en su inactivación la recaptación de este

NP. Benuck et al describieron en 1975 una EPN (endopeptidasa neutra) parcialmente

purificada a partir de cerebro de rata con actividad proteolítica sobre la SP (Benuck &

Marks, 1975). Posteriormente se comprobó que la coexistencia en las mismas células de

esta EPN con receptores NK1 reducía marcadamente la unión de la SP a éstos últimos,

debido a la degradación acelerada que experimentaba la SP (Okamoto, 1994). La EPN

(EC 3.4.24.11, también llamada encefalinasa) es una metalopeptidasa de membrana que

cataliza la ruptura de aminoácidos hidrofóbicos no terminales por su vertiente amino.

Actúa sobre diferentes péptidos además 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 el

EDTA (ácido etilendiaminotetraacético), phosphoramidon y thiorfan, y es reactivada

por el zinc. La EPN es idéntica al antígeno común de la leucemia aguda linfoblástica

común, un marcador proteico de la leucemia aguda linfocítica (Eberlin, 2012;

Offermanns y Rosenthal, 2008; Painter, 1988).

Intracelularmente, la unión SP/NK1 receptor es seguida de una hidrólisis de

fosfoinositol, movilización del calcio, aumento de los niveles de AMPc y la activación
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del sistema proteinquinasa activadora de mitógenos (MAPK) (Luo, 1996) (Figura 20).

La ruta endocelular tras la internalización del complejo SP/NK1 receptor ha sido

estudiada en profundidad por Grady et al (Grady, 1995). Gracias a los estudios con

microscopia confocal usando SP marcada y anticuerpos anti receptor NK1, se puede

detallar la ruta intracelular así como los procesos de degradación y reciclaje de dichos

receptores. Se ha podido determinar que la SP y su receptor se internalizan rápidamente

mediante la acción de la clatrina en los denominados endosomas tempranos. En

ausencia de SP, el receptor NK1 se localiza en la membrana plasmática, pero cuando la

célula está expuesta a este NP, el receptor y el ligando se unen, tras activarse la ruta, se

inicia la agrupación en la membrana y se desplazan conjuntamente hacia el interior de la

célula por endocitosis. Es posible que este método no sea el único método de entrada

como aseguran algunos autores. Se ha observado que una vez el complejo se internaliza

se dirige a la región perinuclear donde se origina una acidificación del endosoma

provocando la disociación de SP y receptor NK1. Finalmente, se comprueba que los

receptores aparecen de nuevo en la membrana. Existen distintas teorías para explicar

este fenómeno; síntesis de nuevos receptores, inserción de receptores preformados o

reciclaje de los receptores internalizados. Por el contrario, el ligando se degrada

enzimáticamente en el interior de los endosomas ya que no aparece de nuevo en la

membrana plasmática junto con los receptores. Parece ser que este mecanismo de

endocitosis y reciclaje de los receptores sería uno de los mecanismos responsables de la

regulación de los fenómenos desensibilización y resensibilización ante la presencia de

SP, de este modo la célula se haría insensible a cantidades excesivas de SP y se

conseguiría una regulación celular frente a este NP.
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Figura 20. Mecanismo de acción de la SP (Modificado de Muñoz, 2011).

Otro mecanismo de regulación del sistema SP/NK1 receptor sería a través del

grupo carboxilo terminal que contiene serina y treonina que cuando se fosforila, causa la

desensibilización del receptor en respuesta al estímulo repetido del agonista (O'Connor

2004).

Distribución y localización

Los primeros datos de la distribución y localización de la SP en el SNC y

periférico fueron obtenidos mediante técnicas de cromatografía líquida de alta eficacia

(HPLC) en combinación con estudios radioinmunológicos e inmunohistoquímicos

(Höktfelt, 1975, 1977; Pernow, 1983; Maggio, 1985), empleando anticuerpos selectivos

frente a SP. En este aspecto es importante señalar que algunos estudios han puesto en

evidencia una reactividad cruzada de los anticuerpos anti-SP con otras endoquininas

similares a la 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

mayoría de las partes del SNC y periférico de todos los mamíferos estudiados,



90

incluyendo al hombre, si bien su distribución en muy variable entre diferentes áreas

anatómicas. En el SNC la SP se localiza en la corteza cerebral en las áreas

somatomotora, somatosensorial, visual y olfatoria. Sin embargo, es a nivel subcortical

donde se hallan los mayores niveles de este péptido: los núcleos caudado y putamen

presentan una densidad muy elevada de somas celulares que expresan SP, presentando

proyecciones de fibras axonales a la sustancia negra. De esta forma el área nigro-

estriada supone una de las áreas de mayor concentración del péptido. También hallamos

SP en los núcleos amigdalares del hipocampo, cápsula interna y séptum. En el tronco

encefálico se localiza entre los principales núcleos neuronales (destacando el

trigémino), y en la médula espinal sobre todo a nivel de las astas posteriores. A nivel del

sistema nervioso periférico, la SP se localiza principalmente en las neuronas sensoriales

primarias de los ganglios espinales, cadena cervical simpática y en los ganglios yugular,

nodoso y trigeminal (Beaujouan, 2004). En el resto del organismo, la SP está

ampliamente distribuida, localizándose alrededor de los vasos sanguíneos o

terminaciones nerviosas en la mayoría de órganos y tejidos: piel, folículos pilosos,

glándulas sudoríparas, 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 práctica

totalidad de fluidos del organismo: sangre, LCR, orina (Altuntas, 2014), saliva (Parris,

1990), líquido peritoneal (Sanfilippo, 1992), leche materna (Ducroc, 1995)… Es decir,

presenta una distribución universal.

2.6 RECEPTORES NK1

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

estructura consiste en siete hélices transmembrana conectadas entre sí a través de tres



91

bucles intra y otros tres extracelulares, con un extremo N-terminal extracelular y otro C-

terminal intracelular. El núcleo lo conforma el haz de siete α-hélices transmembrana

contraídas y estabilizadas como resultado de sus mutuas interacciones electrostáticas e

hidrofóbicas y una red de enlaces en este entorno lipofílico. Los bucles extracelulares se

organizan en cuatro filamentos de hoja plegada-β, mientras que los intracelulares

carecen de estructura determinada (Okada y Palczewski, 2001; Stenkamp, 2002).

Aunque se desconoce el mecanismo exacto, parece ser que, tras la unión al ligando, la

traducción de la señal en los RAPG se lleva a cabo mediante una reordenación del haz

de α-hélices que induce un cambio de conformación en la superficie citoplasmática del

receptor que es trasmitido a la proteína G para que complete el mecanismo de señal

(Ernst y Bartl, 2002). Los hallazgos de diferentes trabajos defienden que el receptor

NK1 responde a un modelo de activación multimodal, en el que la unión de cada

ligando induce en el receptor una conformación única estable y específica que le

permite activar una o más proteínas G de una manera ligando-específica (Lecat, 2002;

Palanche, 2001). Esta conformación adoptada por el receptor está condicionada tanto

por el ligando (Hastrup y Schwartz, 1996) como por el microambiente, es decir, el

medio extracelular y la composición fosfolipídica 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 el NK2, presentando cada una de ellas una

forma preferencial para activar cada uno de los diferentes mecanismos efectores además

de una afinidad diferente por los distintos agonistas y antagonistas (Hastrup y Schwartz,

1996; Lecat, 2002; Maggi y Schwartz, 1997; Palanche, 2001).

En los últimos años se ha intentado identificar el sitio de unión de la SP con el

receptor NK1. Como resultado de numerosos trabajos se cree que esta unión, dado el

carácter hidrofílico de la SP, se produce a nivel de múltiples dominios de la cara
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extracelular del receptor (Figura 21). En este sitio de unión ejercen un papel destacado

algunos aminoácidos de los bucles extracelulares (como el Asn96 y Met181, del primer

y segundo bucle, respectivamente), hélices transmembrana (His108 y Tyr287, de la III y

VII hélice, respectivamente) y extremo N-terminal (Asn23, Gln24 y Phe 25) (Fong,

1993; Huang, 1994; Kage, 1996). Los antagonistas no peptídicos, por su naturaleza

hidrófoba, tienen su lugar de unión al receptor NK1 localizado más profundamente,

entre los segmentos transmembrana, a diferencia de la SP (Figura 21) (Gether, 1993).

De esta manera, la unión de la SP al receptor NK1 estabiliza una serie de

conformaciones activas del receptor que serán reconocidas por la proteína G específica

(Holst, 1998). En este aspecto, se conoce que algunos aminoácidos como Phe268,

Glu78 o Tyr205 ejercen un papel importante en la estabilización de esa conformación

activa o en la activación del mecanismo de señal.

Gly166 y Tyr216 son residuos de las hélices transmembrana IV y V,

respectivamente, que también se relacionan con el mantenimiento de la conformación

correcta del receptor NK1 de cara a la selectividad del mismo por la SP. Así,

mutaciones que afectan a estos dos aminoácidos aumentan la afinidad del receptor NK1

por diferentes ligandos como NKA, NKB y septide (Ciucci, 1996). En el 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 características de afinidad

divergentes que los tres RTK han adquirido a lo largo de la evolución (Kage, 1996).

Existen dos isoformas funcionales del receptor NK1: una larga o completa (407

aminoácidos) y otra corta o truncada en el extremo C-terminal (311 aminoácidos)

(Fong, 1992; Mantyh, 1996). Este extremo contiene una serie de sitios que median en la

fosforilación e internalización del receptor al activarse tras su unión al ligando. Por este

motivo la isoforma corta, que podría considerarse un subtipo de receptor, presenta una
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afinidad por la SP diez veces inferior (Fong, 1992), y además podría no seguir las

mismas vías de señalización (Dery, 2001), presentar defectos de internalización (Bohm,

1997) y resistencia a la desensibilización homóloga en comparación con la isoforma

larga (Li, 1997). En humanos, la isoforma larga del receptor NK1 es la más prevalente

en el cerebro, mientras que la truncada está más representada en tejidos periféricos

(Caberlotto, 2003). De la misma forma se ha comprobado una expresión diferente de los

genes TAC1 y TAC4 en tejidos humanos, con un predominio de TAC4 en tejidos

periféricos, especialmente en los del sistema inmune. Se ha sugerido que podría existir

cierta correlación entre la preferencia con la que algunos tejidos expresan la isoforma

larga o corta del receptor NK1 y cómo esos mismos tejidos expresan

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

Figura 21. Representación esquemática que muestra los sitios de unión de la SP (a) y del
antagonista no peptídico CP-96,345 en el receptor NK1 (b). La primera imagen muestra la
visión extracelular en la que se representan los bucles y la región N-terminal. Los círculos
verdes representan los residuos que interactúan con la SP. En la segunda imagen las siete
regiones transmembrana se muestran como hélices, y los círculos rojos representan los sitios de
unión del antagonista CP-96,345. (Hokfelt, 2001).
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Existen varios subtipos de receptor NK1 según 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 “clásicos”, que son aquellos

para los que la SP es la única TK endógena con alta afinidad. Otra modalidad de

receptor NK1 es el que presenta alta afinidad por ligandos del tipo [Glp6,Pro9]SP(6-11)

(septide). Estos NK1, denominados “septide-sensibles”, poseen alta afinidad por varias

TK como la NKA, NPK, NPγ y NKB, así como algunos análogos de la SP y NKA,

ligandos todos ellos que presentan una débil afinidad por los receptores NK1 “clásicos”.

En cambio la SP, al igual que los agonistas y antagonistas selectivos de los receptores

NK1 “clásicos”, poseen una alta afinidad por ambos tipos de receptores (Beaujouan,

1999). La SP (6-11) sólo reconoce el sitio de unión de alta afinidad “septide sensible”,

que resulta ser la mínima longitud cadena necesaria para activar el receptor, que

coincide con los últimos seis aminoácidos de la EKA y B (Beaujouan, 2004; Page,

2004; Severini, 2002). Un tercer subtipo de receptor ha sido descrito con el nombre

“nuevo NK1 sensible”. Éste posee alta afinidad por TK de mayor longitud y no por

septide o SP (6-11) (Beaujouan, 2004). Se ha sugerido que los subtipos de “clásico” y

“septide sensible” en realidad representan variantes en la conformación del mismo

receptor con capacidad para activar diferentes sistemas de transducción de la señal y de

esta forma ejercer diferentes funciones. Así, estudios in vitro han demostrado que los

receptores “clásicos” están ligados a la activación de una adenilato ciclasa mientras que

los “septide sensibles” lo están a la activación de una fosfolipasa C (Sagan, 1997;

Torrens, 2000). Sin embargo, en estudios in vivo los receptores clásicos estaban ligados

a la activación de una fosfolipasa C y raramente a una adenilato ciclasa (Beaujouan,

2004).
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La diferente expresión de los subtipos de receptor NK1 en cada localización ha

ofrecido nuevas perspectivas en el campo de la regulación de estos receptores, al

establecer una relación entre cada TK con su subtipo de receptor y su mecanismo

efector. Esto amplia las implicaciones fisiológicas derivadas de la interacción entre la

SP, endoquininas SP-like, NKA y NKB con el receptor NK1, pues el hecho de que cada

TK pueda activar el receptor NK1 en diferentes sitios permite emplear antagonistas

selectivos este receptor capaces de bloquear diferentes acciones con diferente potencia

(Page, 2005).

2.6.1 Agonistas de los receptores NK1

Las características que determinan la selectividad de un péptido por el receptor

NK1 son: 1) un residuo prolina en la posición 4 (N- terminal) que determina la

conformación del péptido; 2) una pareja de aminoácidos aromáticos en las posiciones 7

y 8, normalmente Phe-Phe o Phe-Tyr, y 3) un aminoácido neutro o básico en la posición

5, que en el caso de la SP es Gln (Severini, 2002). La conformación de un péptido en

una solución desempeña 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

NK1. Uno de los primeros agonistas preparados para aumentar la selectividad y afinidad

fue el metil éster SPOMe, que es varias veces más activo que la SP pero se metaboliza

rápidamente in vivo. El agonista PG-SPI, con características ácidas que le protegen

frente a la degradación enzimática, fue aislado en la piel de una especie de rana

australiana y presenta una actividad similar a la SP (Broccardo, 1995). La introducción

de una prolina en la posición 9 y 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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conformación de su estructura (Lavielle, 1990). [Sar9,Met(O2)11]SP es una

modificación de la SP que presenta estabilidad frente a la degradación in vitro además

de una elevada potencia y afinidad por el receptor NK1 (Drapeau, 1987).

Entre los agonistas también se han empleado diversas TK aisladas de especies de

animales no mamíferos. El primero de ellos fue la eledoisina, un undecapéptido aislado

a principios de la década de los 60 a partir de un extracto obtenido de las glándulas

salivares de la Eledone moschata, una especie de pulpo mediterráneo (Erspamer y

Anastasi, 1962). En humanos con hipofunción de la glándula lacrimal el empleo de

eledoisina aumenta la secreción de lágrimas 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 descubrió que presentaban una actividad similar a la

eledoisina. Un par de años después se descubrió la estructura peptídica de esta

sustancia, a la que se llamó fisalemina (Anastasi, 1964) y que presentaba una actividad

agonista frente a los tres tipos de RTK de mamífero (Bertaccini, 1976), presentando por

ellos una afinidad incluso mayor que la de sus ligandos endógenos naturales, como la

SP (Regoli, 1989). La fisalemina es considerada, junto con la SP, el prototipo de

agonista frente al receptor NK1. La administración de fisalemina estimula de forma

muy potente la secreción lacrimal en diferentes animales.
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Tabla 15: Principales agonistas peptídicos del receptor NK1 (Modificado de Almeida, 2004)
Unos años después se aisló 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 llamó casinina (Anastasi, 1977). Otros como

LomTKLMa, una variante de la TK de insecto LomTK I, actúan como agonista del

receptor NK1 en tejidos humanos, incluso con mayor potencia y afinidad que la propia

SP (Torfs, 2002). La SP (6-11) es el fragmento mínimo 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 el caso de Septide y WS-Septide, su forma soluble en agua, la introducción

de una prolina en la posición 9 les confiere un aumento en su selectividad (Laufer,

1986), sin embargo se observó que éstos presentan una alta variabilidad en su actividad

en diferentes tejidos, por lo que probablemente exista un receptor sensible a septide

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

2.6.2 Antagonistas de los receptores NK1

El desarrollo de los antagonistas de la SP, sensibles y selectivos, ha permitido

comprender mejor sus acciones biológicas y la fisiopatología del receptor NK1 (Muñoz,

2011). Durante la última década, la investigación 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: peptídicos y no peptídicos. La mayoría de los trabajos

realizados en el diseño y preparación de los antagonistas peptídicos se han centrado en

la introducción de D-aminoácidos (formas dextrógiras o especulares a los L-

aminoácidos). La tabla 16 muestra un listado con los principales péptidos con actividad

antagonista frente al receptor NK1. El primero de ellos descrito fue

[DPro2,DTrp7,9]SP, si bien su alta neurotoxicidad llevó a continuar la búsqueda de

nuevos compuestos (Leander, 1981). Sobre la base del anterior se creó Spantide I, no

muy activo y todavía neurotóxico (Folkers, 1984). Los esfuerzos por aumentar su

potencia y disminuir su toxicidad llevaron a la creación de péptidos de segunda

generación, entre los que se encuentra Spantide II, con alta actividad antagonista y baja

neurotoxicidad probada en animales (Folkers, 1990).
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Tabla 16: Principales antagonistas peptídicos del receptor NK1
(Almeida, 2004)

La modificación en los tres últimos aminoácidos (posición 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 íleon de cobaya (Karagiannis, 1993). Sendide actúa como antagonista

selectivo y extremadamente potente en la médula ósea de ratón (Sakurada, 1992); sus

análogos [DTrp7]Sendide y [Gln6]Sendide se diferencian sólo en un aminoácido y son

nuevos antagonistas con un comportamiento similar (Sakurada, 2002; Sakurada, 1994).

Se ha realizado un esfuerzo por establecer cuál es la estructura peptídica más pequeña

con actividad antagonista frente al receptor NK1. Uno de estos compuestos es el FK

888, (2-(N-Me)indolil)-CO-Hyp-Nal- NmeBzl, de elevada selectividad y afinidad por el

receptor NK1 en íleon de cobaya (Fujii, 1992).
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Por último, se han preparado una serie de compuestos cíclicos con una

conformación rígida que aumenta su selectividad frente al receptor NK1. Ente éstos

destacan FK224, GR82334, GR71251, L668169 e ITF1565, péptidos estudiados en

diferentes animales de experimentación cuyo análisis de la estructura conformacional ha

puesto las bases para el diseño de otros antagonistas no peptídicos (Hashimoto, 1992;

Meini, 1994; Porcelli, 1999; Williams, 1993). De forma general, podemos decir que los

antagonistas peptídicos presentan una afinidad por el receptor NK1 varias veces menor

que sus agonistas naturales, inestabilidad metabólica e imposibilidad para atravesar la

BHE, motivos que limitan su utilidad en estudios in vivo. Además, inyectados

directamente en el SNC presentan baja potencia, incapacidad para discriminar entre

RTK, actividad agonista residual parcial e inducen degranulación de mastocitos y

neurotoxicidad (Lee, 1986).

Las limitaciones encontradas en los antagonistas peptídicos impulsó la búsqueda

y desarrollo de nuevos antagonistas no peptídicos de diferente naturaleza: esteroidea,

amonios cuaternarios derivados de la quinuclidina, derivados del triptófano, análogos de

la piperazina o compuestos piperidínicos. El primer antagonista no peptídico descrito

con actividad selectiva frente al receptor NK1 fue CP-96,345 que presentaba alta

afinidad por el receptor NK1 y lugares de unión del calcio, por lo que tenía efectos

sistémicos no relacionados con el RTK (Snider, 1991). Sobre la estructura de éste se

elaboró CP-99,994 (Piedimonte, 1993), también con alta afinidad por el receptor NK1

pero baja biodisponibilidad. También sobre la base de CP-96,345 se sintetizó ezlopitant

(CJ- 11,974) (Reed-Hagen, 1999), con actividad antiemética postquimioterapia

comprobada hasta en un ensayo clínico en fase II (Hesketh, 1999). CP-122,721 es un

análogo de CP-99,994 (McLean, 1996) cuya actividad antiemética, antidepresiva y

antiinflamatoria ha sido bien estudiada sin alcanzar una repercusión clínica relevante.



101

L-732,138 (Figura 22), es aproximadamente 1.000 veces más potente para el

receptor NK1 que para el NK2 y el NK3 en humanos y 200 veces más potentes en el

receptor NK1 humano que en ratas (MacLeod, 1994). Es capaz de antagonizar el

aumento de permeabilidad vascular de la piel, produce una atenuación de la hiperalgesia

(Cahill, 2002) y ejerce una acción antitumoral contra varias líneas celulares tumorales

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

Figura 22. Representación tridimensional de la estructura química de L-732,138 (a), L-733,060
(b) y aprepitant (c). Los átomos de carbono están representados en gris, hidrógeno en blanco,

nitrógeno en azul, oxígeno en rojo y flúor en amarillo (Modificado de Rosso, Muñoz y Berger,
2012).

Por su repercusión clínica 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), ansiolítica y frente a

trastornos del estado de ánimo (Rupniak, 2000), eficacia en la enfermedad inflamatoria

hepática (Bang, 2003) y actividad antitumoral en diferentes líneas celulares humanas
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(Muñoz, 2012; Muñoz, 2004; Muñoz, 2004; Muñoz, 2008; Muñoz, 2005; Muñoz, 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 el tratamiento

del dolor (Chizh, 2007), prurito (Santini, 2012), migraña, emesis (Tattersall, 2000),

trastornos psiquiátricos como depresión (Kramer, 1998) y como fármaco antitumoral

(Kast, 2009; Muñoz y Rosso, 2010). La FDA (Food and Drug Administration) aprobó

la indicación de aprepitant oral para las náuseas y vómitos inducidos por quimioterapia.

Una proforma de este fármaco, fosaprepitant, está también aprobada para su empleo

intravenoso (Navari, 2007).

Figura 23: Sitios de unión al receptor NK1 de SP y aprepitant. El antagonista se une a los
segmentos profundos transmenbrana del receptor NK1 y la SP a sus hélices extracelulares

(Muñoz, 2011)
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2.7 EFECTOS FISIOLÓGICOS Y FISIOPATOLÓGICOS DEL

SISTEMA SP/NK1 RECEPTOR

A concentraciones fisiológicas la SP ejerce múltiples acciones en todo el

organismo. Entre ellas destacan las llevadas a cabo sobre el sistema inmune (SI)

(Eglezos, 1991; Hartung y Toyka, 1989; McGillis, 1990; Maggi, 1997). La SP ejerce un

papel inmunomodulador actuando tanto a través el 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

crucial para mantener una situación inflamatoria basal de reposo y de autotolerancia, de

forma que la ruptura de este delicado equilibrio jugaría un papel relevante en la

patogénesis de enfermedades inflamatorias crónicas y autoinmunes (Reinke y Fabry,

2006). El complejo SP-NK1 receptor desempeña un papel fundamental en la regulación

de la actividad inmunológica, modulando la respuesta inflamatoria y, por ende, ante

agentes infecciosos (Douglas y Leeman, 2011). Su papel etiopatogénico se ha

relacionado con un gran número de procesos patológicos de esta índole. En líneas

generales, la SP ejerce un efecto proinflamatorio en el SI, aumentando la respuesta

inflamatoria a nivel del aparato respiratorio, gastrointestinal y musculoesquelético

(O'Connor, 2004). La SP a través del receptor NK1, retrasa la apoptosis y, por tanto,

aumenta la supervivencia de los neutrófilos (Bockmann, 2001), macrófagos (Kang,

2001) y precursores de linfocitos T y B (Zhang, 2000; Zhang y Paige, 2003). La SP

también potencia la proliferación de los linfocitos T inducida por antígenos o mitógenos

(Calvo, 1992). Los monocitos/macrófagos expresan SP de forma constitutiva, y la

expresión de receptores NK1 está aumentada en células mieloides infiltrantes (Goode,

2000). Además, la SP estimula la secreción de citoquinas proinflamatorias por estas
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células mononucleares En los focos inflamatorios de enfermedades inflamatorias

crónicas como la colitis ulcerosa o el asma, tanto los macrófagos como los eosinófilos

son productores activos de SP (Ho, 1997; Metwali, 1994; Pascual y Bost, 1990). Se ha

demostrado que sus efectos se amplifican por la pérdida de su principal enzima

degradante, la EPN, de las células epiteliales que resultan dañadas en los procesos

crónicos (Hwang, 1993). La SP ha demostrado tener efectos directos sobre la respuesta

funcional de los neutrófilos: induce la quimiotaxis, potencia la fagocitosis, la exocitosis

y promueve el paso de situación de reposo a estado activado (Lloyds y Hallett, 1993;

Tanabe, 1996). Además, a altas concentraciones la SP prolonga la vida media de los

neutrófilos, aumenta su concentración intracelular de calcio y estimula la liberación 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), aunque existen estudios más recientes en los que parece ejercer

el efecto contrario (Monaco-Shawver, 2011). Las células dendríticas (CD),

pertenecientes al sistema mononuclear fagocítico, forman parte de la inmunidad innata y

actúan como las más potentes células presentadoras de antígenos de nuestro SI. La

liberación de SP en el foco inflamatorio es capaz de reclutar CD inmaduras hacia el

mismo (Lambrecht, 2001). El estímulo in vivo de CD con agonistas del receptor NK1

promueve una respuesta inmune del tipo CD4+- Th1 y CD8+- Tc (Mathers, 2007). Las

CD expresan receptores NK1 y son capaces de aumentar la expresión de este receptor

ante estímulos como lipopolisacáridos bacterianos (Janelsins, 2009; O'Connor, 2004).

Además, tanto la SP como sus análogos a concentraciones fisiológicas inducen un

efecto antiapoptótico sobre estas CD, mediado por el receptor NK1 (Janelsins, 2009).

Recientemente se ha descrito que tanto la SP como la HK-1 inducen la diferenciación de

células T CD4+ memoria hacia células Th17, a través de la producción monocitaria de



105

IL-1β, IL-23 y TL1A. De esta manera, la SP y la HK-1, liberadas tanto por

terminaciones nerviosas sensitivas como por células inflamatorias, estimularían la

activación y producción de citoquinas de las células mieloides infiltrantes, lo que

conduce a la generación de células Th17 y al inicio o mantenimiento de este tipo de

respuesta inflamatoria (Cunin, 2011). Todo esto explica que, en situaciones en las que

predomine la secreción de SP sobre otros NP anti-inflamatorios se favorezca la

aparición de trastornos inflamatorios crónicos o autoinmunes.

Cada vez hay más evidencia que apoya la existencia de una comunicación activa

y bidireccional 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, el SI a través de la liberación de citoquinas puede

influenciar la actividad del propio SNC. Algunos péptidos con funciones de

señalización neural o neuroendocrina han demostrado presentar una potente actividad

antimicrobiana, por lo que el SNC podría utilizarlos como agentes anti-infecciosos al

enviarlos de forma rápida y precisa a los lugares infectados. Los NP tienen propiedades

antimicrobianas y se comportan como moléculas anfipáticas, lo cual les permite

alcanzar altas concentraciones tanto en el espacio acuoso que hay entre la terminación

nerviosa y 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 albicans (Kowalska, 2002). Así, el sistema SP-NK1

receptor se considera el principal mediador en la interacción recíproca existente entre el

SI y el SNC (Hartung y Toyka, 1989; Maggi, 1997; Severini, 2002). Por ello, una

secreción predominante de SP, de actividad proinflamatoria, sobre otros NP

antiinflamatorios favorecerá la aparición de trastornos inflamatorios crónicos y
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autoinmunes tanto en el SNC como en tejidos periféricos (Reinke, 2006). Esta

capacidad del SNC para interaccionar con el SI y el sistema endocrino estableciendo

una comunicación bidireccional con ambos basada en un lenguaje químico de

neurotransmisores, hormonas y citoquinas ha llevado a hablar de la existencia de un eje

neuro-inmuno-endocrino (Blalock, 2002). La prevención de los efectos proinflamatorios

de la SP, utilizando antagonistas de los receptores NK1, puede tener potencial efecto

terapéutico en enfermedades inflamatorias tales como asma, sarcoidosis, bronquitis

crónica, enfermedad inflamatoria intestinal, cistitis, artritis reumatoide (Anichini, 1997),

y de hecho en cualquier enfermedad inflamatoria (O’Connor, 2004).

La SP y el receptor NK1 actúan como moduladores de la respuesta inmune en la

infección por el VIH. Se han encontrado niveles de SP elevados en el plasma de

pacientes infectados por el VIH (Douglas, 2008; Douglas, 2001). Los macrófagos y

linfocitos de pacientes infectados por este virus expresan más SP, lo que llevó hace ya

más de una década a plantear la hipótesis de que la interacción del VIH con la SP podría

tener gran relevancia en la inmunopatogénesis de la infección por el VIH y SIDA (Ho,

2002). También se ha demostrado la implicación de esta TK en los trastornos

neuropsiquiátricos presentes en individuos infectados por este virus (Ho y Douglas,

2004). El bloqueo de los receptores NK1 con aprepitant ejerce un efecto anti-VIH-1 en

células mononucleares de sangre periférica, además de una sinergia con algunos

inhibidores de las proteasas (Manak, 2010). Recientemente se ha comprobado que la SP

aumenta la expresión del VIH-1 en neuroesferas de origen fetal infectadas por este virus

(Schwartz, 2013). En los últimos años, se ha demostrado que el aprepitant inhibe la

infección por VIH, (Wang, 2007). El aprepitant es el antagonista antirretroviral para

VIH-1 más potente y esta actividad anti VIH es sinérgica con otros antirretrovirales por

lo que hacen de él un excelente agente terapéutico. La asociación entre la depresión, la
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ansiedad y el estrés con la progresión de la enfermedad del VIH sugiere que factores

neurobiológicos y neurofisiológicos jugarían un papel importante en la modulación del

VIH a través de las vías neuro-endocrino-inmunológicas. Así, el uso de antagonistas del

receptor NK1 (aprepitant, por ejemplo) podría mejorar tanto el estrés emocional como

la infección.

El control neuropeptídico del SI se inicia desde la propia hematopoyesis

medular. Las células madre hematopoyéticas (CMH) y mesenquimales de la médula

ósea responden a diferentes estímulos durante la hematopoyesis. La médula ósea está

inervada por fibras nerviosas peptidérgicas y simpáticas, habiéndose encontrado fibras

con expresión de TK (Fras, 2003). Esta inervación es necesaria para la retención de

CMH y otros progenitores en la propia médula ósea (Afan, 1997), y se ha comprobado

que cualquier alteración neural de la hematopoyesis se traduce en una disfunción

inmunológica (Kang, 2004). Así, la liberación de neurotransmisores, entre los que

destacan la SP y NK-A, resultaría fundamental para mantener una homeostasis

hematopoyética. Todo esto ha llevado a hablar de la existencia de un eje 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 el que actúa la SP, la NK-A realiza una acción hematopoyética opuesta y una

retroalimentación negativa (Rameshwar y Gascon, 1995). De esta manera, la SP y la

NK-A tienen efectos opuestos en cuanto a la proliferación de las CMH, regulando la

misma por un mecanismo autocrino y/o paracrino (Kang, 2004). Estudios recientes

señalan el probable papel de la enzima conversora de angiotensina y un sistema renina-

angiotensina propio de la médula ósea, a través del cual la angiotensina II actuaría de

forma conjunta y coordinada con la SP y otros NP en la regulación de la hematopoyesis

(Shen y Bernstein, 2011).
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Figura 24. Resumen de las acciones hematopoyéticas de la SP y NK-A. (I) La SP tiene un efecto
estimulatorio sobre los progenitores primitivos de la médula ósea. (II) La SP estimula la
proliferación de los progenitores eritroides precoces (BFU-E) y tardíos (CFU-E). (III-VI) La SP
tiene un efecto sinérgico con diversas citoquinas para inducir la proliferación de las colonias
mixtas mieloide-eritroide. Las flechas indican estimulación hematopoyética por la SP (Kang,
2004).

A nivel del sistema nervioso (SN), son numerosas las acciones en las que de

manera fisiológica participa la SP. En la corteza cerebral, la SP es capaz de aumentar la

actividad neuronal de manera intensa y duradera, actuando así como modulador

neuronal (Hokfelt, 1982). También actúa sobre el eje hipotálamo-hipofisario

produciendo un aumento en la liberación de hormonas (Baertschi, 1981). La

localización clásica de liberación de la SP es la sustancia nigra, si bien sus acciones en

esta localización son complejas y deben estar relacionadas con su interacción con otros

neurotransmisores mediante fenómenos de cotransmisión, como el GABA y la

dopamina (Jessell, 1978; Somogyi, 1982). La presencia de SP y su receptor NK1 en la

amígdala sugiere su participación en el comportamiento emocional y la respuesta

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

neuroprotectores a la SP a dosis fisiológicas (Amadoro, 2007; Lallemend, 2003), así
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como efectos neurotróficos en cuanto a la regeneración neuronal tras un daño agudo

(Kim, 2015; Park, 2007).También se le atribuye participación en la formación del SNC

durante la embriogénesis (De Felipe, 1995).

Es importante mencionar su implicación en la “inflamación neurogénica”, en la

que ha demostrado ser el principal neurotransmisor. Ésta consiste en un fenómeno de

vasodilatación, aumento de la permeabilidad microvascular, dolor, extravasación de

proteínas y edema tisular asociado a la liberación de neuropéptidos. Se cree que es

consecuencia de un reflejo axoniano que tiene lugar en las terminaciones de las

neuronas sensoriales como consecuencia de la estimulación eléctrica, mecánica y

química de las fibras C de dichas terminaciones. Aunque en esta conexión se ha

postulado la intervención de diferentes neurotransmisores (acetilcolina, noradrenalina,

bradiquinina, histamina, serotonina o prostaglandinas), actualmente existe evidencia

para afirmar que la SP es el principal mediador de este tipo de respuesta inflamatoria

tanto a nivel del SNC como periférico (Lembeck y Holzer, 1979; Pernow, 1985). La SP,

a nivel del endotelio vascular, produce vasodilatación, aumento de la permeabilidad

capilar, extravasación plasmática y aumento de la expresión de las moléculas de

adhesión ICAM-1, facilitando por medio de éstas la migración transendotelial e

infiltración de los neutrófilos en el foco inflamatorio (Nakagawa, 1995; Quinlan, 1998).

También presenta actividad neuroinmunorreguladora sobre la inmunidad celular y

humoral, estimulando la proliferación de células T (Payan, 1983), diferenciación de

células B, degranulación de mastocitos y diapédesis leucocitaria (Krause, 1992;

McGillis, 1990). La SP liberada por los astrocitos activa diferentes moduladores

transcripcionales, entre los que destaca el factor de transcripción NF-kappaB, con un

papel muy importante en la regulación de la expresión de moléculas proinflamatorias

como IL-8 y que además participa en la regulación de la apoptosis (Fiebich, 2000; Lieb,
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1997). La SP también induce un aumento en la expresión de IL-2 por las células T

(Calvo, 1992; Rameshwar, 1993), e IL-1, IL-6 y TNF-α por astrocitos (Gitter, 1994) y

monocitos (Lotz, 1988). Además, la disponibilidad de modelos animales knockout para

SP/NKA ha permitido comprobar que la expresión de estas TK en las neuronas

sensoriales y células hematopoyéticas es necesaria para el desarrollo de inflamación en

la vía aérea tras la formación del complejo antígeno-anticuerpo (Chavolla-Calderon,

2003). Por todo esto la inflamación neurogénica representa uno de los ejemplos más

notables del papel que la SP desempeña en procesos fisiopatológicos (Severini, 2002).

La SP se encuentra íntimamente relacionada con la epilepsia, ha sido implicada

en la generación de status epiléptico (Zachrisson, 1998), y disminuye el umbral de

inicio de la actividad convulsiva. Spantide II, un antagonista del receptor de la SP, es

capaz de suprimir la actividad electroencefalográfica y prevenir el desarrollo de nuevas

crisis en modelo experimental animal (Liu, 1999). Estos datos demuestran el papel

proconvulsivante de la SP y de su gen TAC-1. Recientemente se ha demostrado un

aumento en la expresión tanto de SP como del receptor NK1 en las neuronas y células

gliales del hipocampo de enfermos con esclerosis mesial temporal (Blanco, 2012). La

adición de un bloqueante del receptor NK1 al tratamiento actual con antiepilépticos

como la lamotrigina, puede ser beneficioso en pacientes que sufren epilepsia refractaria

(Kalinichev, 2010; Muñoz y Coveñas, 2014).

Los pacientes afectos de esclerosis lateral amiotrófica presentan un patrón de

células que expresan SP diferente en comparación con sujetos controles (Gillberg, 1982;

Matsuishi, 1999). En la enfermedad de Parkinson, numerosos trabajos han establecido

una relación entre el debut de la enfermedad con la degeneración de diferentes tipos

neuronas que contienen SP en la sustancia nigra, ganglios basales y áreas circundantes

(Cui, 2008; Gai, 1991; Mauborgne, Javoy- Agid, 1983). También se ha relacionado la
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SP en la génesis de la degeneración espinocerebelosa o ataxia espinocerebelar tipo III

(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 correlación entre la severidad de

la enfermedad y un gradiente en la pérdida de inmunorreactividad de la SP en el cuerpo

estriado (Ferrante, 1986). Los pacientes afectos de enfermedad de Alzheimer presentan

una menor expresión de SP en diferentes regiones cerebrales (Beal y Mazurek, 1987;

Kowall, 1993). En cambio, los niveles aumentados de SP en LCR se correlacionan con

un debut clínico tardío (mayores de 65 años) (Rosler, 2001). Recientemente la SP ha

demostrado revertir la neurotoxicidad mediada por el amiloide beta (Flashner, 2011;

Pieri, 2010).

En la piel, la SP induce liberación de histamina produciendo eritema, erupción y

picor. Este efecto se bloquea con la administración de antihistamínicos (Hagermark,

1978). Un reciente estudio ha puesto de manifiesto la capacidad de la SP, aplicada de

forma tópica, para acelerar la cicatrización de heridas cutáneas. Esta mejoría se produce

mediante la modulación de citoquinas (IL-10, TNF-α) y factores de crecimiento (TGF-

β, factor de crecimiento vascular endotelial), que provocan en la herida una más

temprana infiltración leucocitaria, proliferación de fibroblastos, angiogénesis, depósito

de colágeno y reepitelización. Basado en estos hallazgos los autores sugieren que la SP

tópica podría ser de utilidad para tratar las úlceras de los enfermos diabéticos (Kant,

2013). También se ha establecido una relación entre los niveles elevados de SP y

expresión de receptores NK1 en la piel de pacientes afectos de mastocitosis (Maintz,

2011).

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

transmisión de la sensación dolorosa y su posterior elaboración 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 pequeño diámetro para, tras una estimulación periférica

intensa, ser liberada en las astas dorsales de la médula, donde activan los receptores

NK1 de las vías de transmisión del dolor hacia el SNC (Severini, 2002). En 1977, Jessel

& Iversen demostraron que un análogo de la metionina-encefalina bloqueaba la

liberación de SP en preparaciones del núcleo del trigémino, región 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 sólo regula la

excitabilidad de las neuronas nociceptivas del asta dorsal, sino que también está

involucrada en el proceso de integración del dolor a nivel central y en la generación del

estrés y ansiedad que éste desencadena (DeVane, 2001). La primera generación de

antagonistas no peptídicos de los receptores NK1 son potentes inhibidores de la

excitación del asta dorsal de la médula (Radhakrishnan y Henry, 1991). La molécula L-

733,060, antagonista no peptídico, tiene buena penetrancia en el SNC y su acción es de

larga duración (Rupniak, 1996).

En el aparato respiratorio en 1977 se identificó por primera vez SP en fibras

nerviosas del músculo, tejido conectivo y epitelio traqueobronquial (Nilsson, 1977). La

SP es un broncoconstrictor muy potente y además tiene un gran efecto vasodilatador

sobre los vasos de la vía aérea, induce la secreción de moco y regula el mecanismo de

aclaramiento mucociliar (Chapman, 1998). La expresión pulmonar del receptor NK1 es

cuatro veces mayor cuando el pulmón esta infectado por virus respiratorio sincitial

(VRS). La inhibición selectiva del receptor NK1 suprime la inflamación neurogénica en

las vías respiratorias intrapulmonares infectadas por VRS. La profilaxis con anticuerpo

monoclonal contra VRS, inhibe la inflamación neurogénica y el aumento del receptor

NK1 que se produce en la infección por dicho virus. Así, el uso de antagonistas del
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receptor NK1 para el tratamiento de la bronquiolitis por VRS, probablemente podría

ofrecer un tratamiento específico para esta enfermedad (Muñoz, 2011). Son muchas las

sustancias que inducen la liberación 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 expresión tanto de SP

como de receptores NK1 en el árbol bronquial. La SP parece jugar un papel importante

en el desarrollo de hiperreactividad bronquial, inflamación de la vía aérea y tos

(Advenier, 1999; Ellis y Undem, 1994). Mientras que el efecto en la hiperreactividad

bronquial está mediado sobre todo por el receptor NK2, la rotura microvascular con

extravasación de plasma y formación de edema están mediados por el receptor NK1

(Grant, 2002; Maggi, 1995). La inflamación neurogénica inducida por la SP también

participa en otras patologías 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 más potentes

conocidos (su acción vasodilatadora es 100 veces mayor que la de las bradicininas). Su

administración ejerce un efecto hipotensor muy potente acompañado de taquicardia,

comprobado tanto en estudios de animales como humanos (Erspamer, 1981; Evans,

1988). Experimentalmente, la administración intravenosa de eledoisina, agonista de la

SP, produce hipertensión intracraneal, aumento de la frecuencia respiratoria y

vasodilatación cutánea (Broccardo, 1995). Este efecto vasodilatador sólo puede

obtenerse si el endotelio está intacto (D'Orleans-Juste, 1985; Regoli, 1987), por lo que

se piensa que las TK actúan promoviendo la liberación a nivel endotelial de factores

endógenos (prostaciclinas, óxido nítrico, factor relajante derivado del endotelio) que

reducen el tono de la musculatura lisa arterial. También se ha encontrado SP en

terminaciones nerviosas sensoriales que rodean a los vasos sanguíneos de diferentes
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localizaciones anatómicas, por medio de las cuales median la llamada vasodilatación

neurogénica (Furness, 1982). En modelos experimentales de miocarditis vírica, se ha

visto que el empleo de antagonistas de los receptores NK1 podrían reducir la

cardiomegalia, necrosis, inflamación, y apoptosis de cardiomiocitos que se dan en esta

patología (Robinson, 2009).

La SP participa en múltiples procesos relacionados con el sistema endocrino.

La SP se ha relacionado con los cambios producidos por el envejecimiento a nivel del

eje hipotálamo-hipofisario (Yuan, 2005). En los últimos años se ha puesto de manifiesto

el papel tan relevante que desempeña la SP en la regulación neuroendocrina de la

reproducción (Lasaga y Debeljuk, 2011). Los cambios en la concentración de la SP

plasmática durante el ciclo menstrual sugieren que ésta desempeña un papel importante

en la regulación de la ovulación (Kerdelhue, 2006; Kerdelhue, 2000), y también parece

regular la secreción 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 implantación

(Pintado, 2003). Tanto SP como NKA aumentan la motilidad de los espermatozoides

humanos de forma proporcional a su concentración, ya que éstos expresan tanto

receptores NK1 como NK2 (Ravina, 2007).

Desde hace décadas se conoce el papel tan importante que las TK ejercen en el

tracto gastrointestinal. Los tres tipos de RTK se expresan en las neuronas entéricas,

músculo liso, células epiteliales, células del sistema inmune y vasos sanguíneos. Tanto

la SP como otras TK están implicadas en funciones de secreción de fluidos y

electrolitos, motilidad intestinal, vascularización y función inmunitaria. Se habla incluso

de la regulación taquicinérgica intestinal 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, el transporte

epitelial de iones, la permeabilidad vascular y la actividad inmunológica local. Se ha

encontrado un aumento en los niveles de SP y expresión del receptor NK1 en el recto y

colon de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, presentando este aumento

una correlación con la actividad de la enfermedad (O’Connor, 2004).

La SP desempeña un papel fundamental en la regulación de la afectividad

emocional y respuesta neuroquímica al estrés, por lo que alteraciones en este complejo

SP/NK1 receptor estarían involucrados en la patogenia de la depresión y otros

trastornos psiquiátricos (Kramer, 1998; Pantaleo, 2010). En los últimos años diversos

trabajos han puesto de manifiesto la relación de la SP en estos trastornos (Herpfer y

Lieb, 2003; Mantyh, 2002). Se ha comprobado que los sujetos con mayor ansiedad

presentan mayores niveles plasmáticos de SP (Schedlowski, 1995; Weiss, 1996; Bondy,

2003). También se han descrito niveles aumentados de SP en LCR de sujetos con

depresión, sintomatología esquizofrénica (Rimon, 1984) y fibromialgia, trastorno

relacionado con la depresión (Russell, 1994; Vaeroy, 1988). Se ha confirmado la

presencia de SP en el hipotálamo y amígdala, estructuras del sistema límbico

involucradas en la regulación del comportamiento emocional (DeVane, 2001). La

infusión de SP durante el sueño ha demostrado asociar un peor estado de ánimo al

despertar y una disminución en la calidad del sueño (Lieb, 2002). Los estudios

realizados en este área, se basaron en la presencia de receptores NK1 en las regiones

cerebrales relacionadas con el comportamiento emocional. Destacan los ensayos

realizados por Kramer (1998) y Rupniak et al (2000), donde demuestran la capacidad

ansiolítica ciertos antagonistas de los receptores NK1. Kramer et al realizaron un ensayo

clínico a doble ciego comparando el 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 al placebo (Kramer, 1998).

La génesis y progresión de los tumores están íntimamente relacionadas con el

SI, de manera que las células inmunes pueden actuar tratando de detener la génesis de

tumores o facilitando la progresión de los mismos a distintos niveles. Este

planteamiento unido a una serie de datos experimentales ha llevado a algunos autores a

formular la hipótesis de que el SNC podría ser capaz de monitorizar y modular la

formación de tumores a través de interacciones del eje neuro-inmuno-endocrino,

(Gidron, 2005; Mravec, 2006), en el que como sabemos la SP desempeña un papel

fundamental. Una de las acciones de la SP que ha tenido mayores implicaciones en la

investigación es su capacidad mitogénica, comprobada en diferentes tipos celulares

sanos: células del tejido conectivo (Nilsson, 1985), sinoviocitos (Lotz, 1987),

fibroblastos (Ziche, 1990) y linfocitos (Payan, 1983). También se ha comprobado su

capacidad para estimular la neovascularización a través de la inducción de proliferación

endotelial (Ziche, 1990). De hecho, la SP puede considerarse como un mitógeno cuasi-

universal. Ya en la década de los 80 se identificó la presencia de SP y otros NP en

tumores primarios del SNC de humanos (Allen, 1985). Una década después, Hennig et

al no sólo demostraron la existencia de receptores NK1 en células tumorales de

astrocitoma, glioblastoma, carcinoma medular de tiroides, cáncer de mama y

ganglioneuroblastoma, sino que además observaron que en la mayoría de estos tumores

este receptor se expresaba tanto en los vasos sanguíneos intra como peritumorales. Este

hallazgo planteó la hipótesis de que la SP participa en la progresión y crecimiento de las

células tumorales a través de su relación con los vasos sanguíneos de la vecindad,

actuando de forma autocrina y paracrina (Hennig, 1995). En 1996, Luo et al

comprobaron in vitro por primera vez que concentraciones fisiológicas de SP inducen
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mitogénesis a través del receptor NK1 en una línea celular de astrocitoma humano.

Demostraron que esta respuesta mitogénica estaba mediada por la incorporación de una

[3H]timidina al ADN. Este proceso está relacionado con la estimulación de la actividad

de la tirosincinasa y las cinasas extracelulares reguladas por señal (Erk1 y Erk2) (Luo,

1996). Pocos años después se demostró en un modelo animal, consistente en inyectar

células tumorales de astrocitoma humano a ratones atímicos, que el complejo SP-NK1

receptor participa en desarrollo y crecimiento in vivo del tumor (Palma, 2000). Con

estos hallazgos se abría un nuevo camino para el empleo de antagonistas de los

receptores NK1 como potenciales tratamientos anticancerosos. Ya en la última década,

numerosos trabajos, entre los que destacan los realizados por el grupo del Dr. Miguel

Muñoz Sáez, han puesto de manifiesto que tanto la SP como su receptor NK1 se

expresan en diferentes tipos de células tumorales. En todas las líneas tumorales

estudiadas la SP induce la proliferación celular y la mitogénesis, habiéndose

demostrado el efecto antitumoral derivado del bloqueo los receptores NK1 con

diferentes antagonistas específicos de este receptor. Destacan los estudios llevados a

cabo en líneas celulares de retinoblastoma (Muñoz, 2007; Muñoz, 2005), neuroblastoma

y glioma (Muñoz, 2004; Muñoz, 2005), leucemia aguda linfoblástica (Muñoz, 2012),

melanoma (Muñoz, 2004; Muñoz, 2010), adenocarcinoma gástrico y de colon (Rosso,

2008), cáncer de mama (Bigioni, 2005), laríngeo (Esteban, 2009; Muñoz, 2008) y en

cáncer de pulmón (Muñoz, 2012). También se ha estudiado el papel de la SP y su

receptor en el tejido tumoral de cáncer de páncreas (Friess, 2003), tumor queratoquístico

odontogénico (Gonzalez Moles, 2008) y en el carcinoma oral de células escamosas

(Brener, 2009). Por todo esto el bloqueo de los receptores NK1 se ha convertido en una

diana terapéutica de creciente interés en los últimos años (Muñoz y Coveñas, 2010,

2011, 2012; Muñoz, 2012; Muñoz y Rosso, 2010; Muñoz, 2010, 2011; Rosso, 2012).
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II. HIPÓTESIS Y
OBJETIVO
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1. HIPÓTESIS

Las TK son una familia de péptidos muy ampliamente distribuída en animales

vertebrados e invertebrados. En las últimas décadas numerosos trabajos han puesto de

manifiesto la presencia de TK, fundamentalmente la SP y su receptor NK1, en diversos

órganos y tejidos de nuestra anatomía. A partir de este descubrimiento se ha postulado

su papel etiopatogénico en una gran variedad de fenómenos fisiológicos y patológicos,

aumentando el conocimiento que tenemos de dichas condiciones y abriendo el camino

al planteamiento de nuevas estrategias terapéuticas.

Es conocido que la SP se encuentra involucrada en diversas patologías que

afectan al SNC, como infecciones, depresión, epilepsia, trastornos del sueño…, entre

otros. Se conoce también, que la SP fisiopatológicamente participa de manera principal

en procesos de inflamación, inmunidad, neoplasia, embriogénesis, etc.

Actualmente  se desconocen los valores “normales”, “basales” o “fisiológicos”

de SP en LCR de RN sin patología del SNC, tanto a término como prematuros. Este

conocimiento nos aportaría unos valores de referencia fundamentales que nos abriría

camino a iniciar el estudio sobre la desviación en dichos valores que encontraríamos en

caso de patología, principalmente meningitis/encefalitis, hemorragia, asfixia perinatal,

tumores, malformaciones, etc. La disponibilidad de antagonistas selectivos de los

receptor NK1, de tipo no peptídico, abre la posibilidad de bloquear los efectos de la SP

en la práctica clínica, si se llegara a probar que ésta desempeña un papel relevante en los

procesos referidos en el neonato.

Actualmente sólo existe una aproximación a dichos valores “normales”,

estudiados en muy escasos pacientes y mediante la técnica de RIA. Este “vacío” es

debido principalmente al hándicap que supone para la obtención de las muestras la
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realización de una punción lumbar, técnica invasiva y no exenta de potenciales riesgos,

en RN que se suponen “sanos”.

Nuestro objetivo seria determinar los valores normales de SP en RN mediante la

técnica de ELISA y en una muestra representativa que permita la obtención de valores

fiables definitivos a partir de los cuales basar futuras investigaciones. Contamos con la

enorme ventaja inicial para la obtención de las muestras de realizar el estudio en un

centro de tercer nivel, con la disponibilidad de un elevado número de pacientes que nos

permita trabajar con el número de muestras adecuado para nuestros fines. Para salvar el

mencionado hándicap, el estudio se ha realizado sobre RN con factores de riesgo para

que la indicación de una PL sea éticamente factible, en los que se descarte patología del

SNC.

Así, partiendo de:

1º - La SP es una molécula con características de neurotransmisor,
neuromodulador y hormona.

2º - La SP se distribuye ampliamente por todo el organismo.

3º - La SP esta ampliamente distribuída en el SNC.

4º - La SP es el mediador principal de la inflamación neurogénica.

Consideramos las siguientes hipótesis:

1º- La SP a través de su receptor NK1 interviene en el desarrollo y fisiología
normal del sistema nervioso.

2º- El sistema SP/receptor NK1 está implicado en del desarrollo del SNC y en
diferentes patologías como las causadas por infección, hipoxia-isquemia,
hemorragia o inflamación.

3º- Los niveles de SP en LCR de RN podrían variar en función de la edad
gestacional, edad cronológica y diferentes estados patológicos.

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

en LCR de RN estarían más elevados en las patologías que afectan al SNC como las que
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cursan con inflamación; los valores basales con los que cotejarlos quedarían así

establecidos con este estudio, constituyendo la base de futuras investigaciones que

interrelacionen patología del SNC y SP en el RN.

2. OBJETIVO

Determinar los valores normales o basales de SP en LCR en RN.
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III. MATERIAL Y
MÉTODO
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1. MATERIAL.

1.1. MATERIAL FUNGIBLE.

1. Pipetas serológicas estériles de 1 ml, 5 ml y 10 ml (Becton Dickinson®, Francia).

2. Puntas de pipetas estériles de 1-10 μl y 20-200 μl (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 determinación de SP para Enzimoinmunoanálisis (Cayman®).

7. Agua ultra pura de 1 L (Cayman®).

8. Film transparente (Parafilm® M).

1.2. MATERIAL INVENTARIABLE.

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

2. Frigorífico (Superser Ecologic®).

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

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

5. Cronómetro digital (Digital timer®, China).

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

7. Lavador automático de microplacas de 96 pocillos (Atlantis 2, ASYS Hitech

Biochrom Ltd).

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

Barcelona, España).

9. Cilindro graduado de 500 ml para preparar el buffer de lavado (Cosela S.L).

10. Placa horizontal orbital de placas Orbit 300 (Labnet®).
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11. Pipeta multicanal de 200 μl (Durviz®).

12. Centrifugadora refrigerada para eppendorf (5415R eppendorf®).

13. Programa estadístico SSPS versión 19.0.

1.3. MATERIAL BIOLÓGICO. Recogida de las muestras.

Las muestras de LCR fueron obtenidas de forma aleatoria entre pacientes

menores de 30 días de vida ingresados en la Unidad de Gestión Clínica de Neonatología

del Hospital Universitario Virgen del Rocío que precisaran de la realización de una PL

por indicación médica. La PL es un procedimiento obligado según diversos protocolos

en RN. Así, su realización está indicada cuando existe fiebre, clínica de sepsis, asfixia

perinatal, riesgo de transmisión vertical de determinados gérmenes, convulsiones u otro

tipo de clínica neurológica, sospecha de enfermedad metabólica, etc. En esta ocasión, la

PL se realizó según indicación clínica, como es lo habitual.

El tamaño muestral necesario se calculó a partir del trabajo publicado por Tam et

al (1985), a través de la fórmula para determinar la media de una variable (valor de SP

en LCR) en una población asumiendo distribución normal, con una seguridad (1-

alfa)=95% y precisión del 5%.

Para la citada precisión del 5%, obtenemos que necesitamos un n = 31.

Se recogieron muestras de LCR de todos los RN que cumplieron los criterios de

inclusión en el estudio mediante el procedimiento habitual, a saber: aplicación de parche

de crema EMLA como anestésico local en zona lumbar, unos 15 minutos antes de la
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realización de la técnica; paciente en decúbito lateral izquierdo, ayudante flexionando al

RN en posición fetal ligeramente forzada; asepsia de la zona con clorhexidina acuosa

0,2%, en movimiento espiral de dentro a fuera; aguja para PL tipo Quincke tamaño 22

G para RN > 2500 g y 25 G para < 2500 g; buscando el punto de entrada palpando el

espacio interespinoso que queda por debajo de la línea que une las dos crestas ilíacas,

que se correspondería con el cuerpo vertebral L4 o el espacio intervertebral L4-L5,

puncionando en el primer o segundo espacio intervertebral inmediatamente inferior a

esta línea, que correspondería con los espacios L4-L5 o L5-S1, ambos inferiores a la

terminación de la médula espinal (en el nivel L3 aproximadamente); se introduce con

ángulo de unos 15º en dirección al ombligo y bisel hacia arriba; al notar la resistencia

por el paso a través del ligamento amarillo, se retira la guía y se deja gotear (nunca

aspirar) hasta obtención de 1 ml de LCR que se introduce en criovial Eppendorf (más

0,5 + 0,5 ml que se introducen en tubos estériles transparentes para estudios rutinarios);

colocación de nuevo de la guía y retirada de la aguja; aplicación de apósito estéril.

Las muestras se procesaron en los siguientes 30 minutos. Al criovial Eppendorf

se añadió O-Phenantroline, 20 mcl/ml. A continuación se centrifugaron a 4ºC durante

15 minutos y 1500 rpm. Finalmente, alícuotas de 200 mcl del sobrenadante se

congelaron a -80º hasta el momento del análisis.

Se recolectaron un total de 116 muestras, y tras aplicar estrictamente los criterios

de inclusión y exclusión que se citan a continuación, realizamos el estudio sobre 63

muestras, número bastante superior a las 31 muestras necesarias calculadas.

Además, todos los cálculos se han realizado por duplicado sobre 2 muestras de

cada individuo, lo que nos ofrecerá mayor fiabilidad del método. Por lo tanto, realmente

se han analizado 126 muestras de LCR.
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Criterios de inclusión:

1. RN ingresados en la UGC Neonatología del HUVR que se vean sometidos a la

realización de PL por INDICACIÓN MÉDICA.

2. Consentimiento informado firmado por los progenitores.

3. A la extracción, LCR macroscópicamente normal.

4. Citoquímica LCR normal.

5. Tinción de Gram negativa.

6. Cultivo LCR negativo.

7. Edad inferior a 30 días.

Los valores citoquímicos de LCR serán considerados normales según lo

publicado por Sarff et al (The Journal of Pediatrics 1976) en relación a RNT, y por

Rodríguez et al (The Journal of Pediatrics 1990) para los RNPT.

Criterios de exclusión:

1. No obtención del consentimiento por parte de los progenitores.

2. LCR macroscópicamente turbio o purulento a la extracción.

3. Citoquímica LCR alterada.

4. Tinción de Gram positiva.

5. Cultivo LCR positivo.

6. Edad superior a 30 días.
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7. Signos de asfixia perinatal moderada-severa con pH de 7 o menos, o déficit de

base de 16 mmol/L o más, acompañados de signos de encefalopatía moderada-

severa.

8. Crisis convulsiva.

9. Malformaciones del SNC: espina bífida, Dandy Walker, Arnold Chiari, etc

2. MÉTODO.

2.1. DISEÑO DEL ESTUDIO.

Estudio observacional descriptivo.

2.2. POBLACIÓN DE ESTUDIO. NÚMERO DE MUESTRAS.

Se incluyeron todos los RN ingresados en la UGC Neonatología del HUVR que

se vieran sometidos a la realización de PL por indicación médica entre febrero de 2009

y enero de 2011 (2 años), y que cumplieran el resto de criterios de inclusión. Finalmente

se incluyeron en el estudio un total de 63 muestras.

2.3. ASPECTOS ÉTICOS DE LA INVESTIGACIÓN.

Estudio sujeto a los principios adoptados por la 18ª Asamblea Médica Mundial

(Helsinki, 1964) y posteriores revisiones. Se han seguido las normas de Buena Práctica

Clínica dictadas por la Conferencia Internacional de Armonización de Directrices sobre

Buena Práctica Clínica y los requisitos de las Autoridades Sanitarias Españolas

establecidos en el Real Decreto 711/2002 de 19 de Julio. Se puso en conocimiento del

Comité de Ética de la Universidad de Sevilla, enviándose copia del Proyecto de Tesis.

El consentimiento informado de los sujetos o representantes legales fueron obtenidos,

tras haber sido informados tanto por escrito como oralmente de los objetivos del
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estudio, procedimientos a seguir, derechos y responsabilidades. Los sujetos del estudio

se identificaron mediante código único de manera confidencial. Se ha cumplido lo

estipulado por la Ley Orgánica 15/1999 de 13 de diciembre de Protección de Datos de

Carácter Personal. (Ver Anexo: Consentimiento informado)

2.4. ENZIMOINMUNOANÁLISIS (ELISA)

2.4.1. CONTENIDO DEL KIT DE ELISA PARA DETERMINACIÓN DE SP

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

- 1 vial para 100 determinaciones de SP unida a acetilcolinesterasa.

- 1 vial de SP en polvo para la curva estándar.

- 2 viales de 10 ml de buffer para ELISA para concentración 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 ratón.

- 1 cubre de placa de 96 pocillos.

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

2.4.2. DESCRIPCIÓN DEL ENZIMOINMUNOANÁLISIS DE COMPETICIÓN

PARA LA SP

Este ensayo está basado en un mecanismo de competición entre la SP libre y la

SP marcada o conjugada con acetilcolinesterasa (SP AchE). Ambas compiten por el

sitio de unión de los anticuerpos específicos contra la SP de conejo que se encuentran en

los 96 pocillos. Mientras la concentración de SP conjugada se mantiene constante, la

concentración de SP libre varia, la cantidad de SP conjugada que es capaz de unirse al

antisuero de conejo, será inversamente proporcional a la concentración de SP libre que

haya en el pocillo. El complejo antisuero de conejo-SP se une a los anticuerpos
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monoclonales de conejo hecho en ratón que se encuentran unido al fondo del pocillo. La

placa es lavada para remover los reactivos no unidos y se añade el reactivo Ellman´s (el

cual contiene el sustrato de la acetilcolinesterasa) al pocillo. El producto de esta

reacción enzimática emite un color amarillo a una lectura de absorbancia de

aproximadamente de 412 nm determinado espectrofotométricamente, la cuál es

proporcional a la cantidad de SP conjugada con acetilcolinesterasa unida al pocillo e

inversamente proporcional a la cantidad de SP libre presente en el pocillo (Figura 25).

Absorbancia = SP conjugada con acetilcolinesterasa unida = 1/ SP libre

Figura 25. Descripción del ELISA competitivo para SP

2.4.3. PREPARACIÓN DE LOS REACTIVOS

Preparación de la solución Buffer del ELISA.

Diluir todo el contenido del vial del Buffer para conseguir una dilución a

concentración 10X, añadiendo a dicho vial, 90 ml de agua ultrapura, homogenizar el

vial y evitar que precipiten sales en el fondo del mismo.
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Preparación del Buffer de lavado.

Diluir el vial de 5 ml de lavado a concentración 400X, hasta un total de 2 litros

con agua ultrapura y añadir 1 ml de Tween 20.

Preparación del reactivo de Ellman.

Se reconstituye inmediatamente antes de su uso. Añadir 20 ml de agua ultrapura

al vial del reactivo, cantidad suficiente para los 96 pocillos.

Preparación curva de SP estándar.

Reconstituir la SP estándar con 2 ml de Buffer para ELISA. La concentración de

esta disolución será de 5 ng/ml. Conservar esta solución a 4ºC y permanecerá estable

durante 6 semanas. Para preparar la curva estándar hay que coger 8 tubos limpios y

numerarlos del 1 al 8. Alicuotar 900 μl del buffer de ELISA para el tubo 1 y 500 μl para

los tubos del 2 al 8. Transferir 100 μl del tubo matriz o madre al tubo 1 y mezclar

enérgicamente, diluir seriadamente el estándar, coger 500 μl del tubo 1 y añadirlo al

tubo 2 mezclar enérgicamente y repetir de nuevo el proceso cogiendo 500 μl del tubo 2

y añadirlo al tubo 3, mezclar enérgicamente y repetir este proceso hasta el tubo 8

(último de la curva estándar) (Figura 26).

Figura 26: Esquema de curva estándar de preparación de ELISA
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Preparación de la SP conjugada con acetilcolinesterasa.

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

Preparación 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 igual al volumen de la

muestra original, es decir, con 100 μl y vortear enérgicamente para homogenizar las

muestras antes del montaje de la placa.

2.4.4. DESCRIPCIÓN DEL MONTAJE DE LA PLACA

Cada placa debe contener dos pocillos con blanco (blank), dos pocillos de unión

no especifica (NSB), dos pocillos de máxima unión (B0), uno de total actividad (TA) y

cada puntos de la curva estándar por duplicado (Std), dos controles internos, control

1(Ctrl 1) correspondiente al valor de SP del estándar 1 y el control 2 corresponde al

valor de SP del estándar 3 según indicaciones del fabricante. Cada muestra analizada

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

Tabla 17: Montaje de la placa
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2.4.5. ADICIÓN DE LOS REACTIVOS Y DE LAS MUESTRAS A LA PLACA

Añadir 100 μl del buffer del ensayo a los pocillos de unión no especifica (NSB).

Añadir 50 μl del mismo buffer a los pocillos de máxima unión (Bo). Añadir 50 μl del

tubo 8 (el punto de más baja concentración del estándar) comenzando por abajo de la

placa y por duplicado (S8), según tabla del montaje mas arriba expuesto y repetir el

proceso con cada punto del estándar. Usar la misma punta de pipeta para alicuotar todos

los puntos del estándar en la placa, asegurándose en cada punto una adecuada

calibración de la pipeta. Añadir 50 μl de cada muestra a analizar por pocillo

realizándolo por duplicado y cada muestra debe ser ensayada con un mínimo de una

dilución y cada dilución debe ser ensayada por duplicado. Añadir 50 μl de SP conjugada

con colinesterasa a cada pocillo excepto al de total actividad (TA) y a los pocillos

blancos (Blk). Añadir 50 μl de antisuero de SP excepto al de total actividad (TA), a los

de la unión no especifica (NSB) y a los blancos (Blk).

Tabla 18: Preparación de la placa. Adición de los reactivos y de las muestras a la placa.

Cubrir la placa con tapa de plástico e incubar a 4ºC sobre una placa orbital toda

la noche. Posteriormente vaciar los pocillos y enjuagarlos 5 veces con el buffer de
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lavado. Luego reconstituir el reactivo Ellman´s inmediatamente antes de su uso con 20

ml de agua ultrapura y añadir 200 μl de este reactivo a cada pocillo con la pipeta

multicanal (como se muestra en la figura 37) y 5 μl de SP conjugada al pocillo de total

actividad (TA). Cubrir nuevamente la placa con el film de plástico e incubar en la

oscuridad sobre una placa orbital durante 90-120 minutos y leer la absorbancia a 405-

420 nm con un espectrofotómetro. La reacción será óptima cuando la absorbancia de los

pocillos de máxima unión (Bo) menos la absorbancia del blanco (Blank) esté entre 0,3-1

UA (unidades de absorbancia) y en ese momento debe ser leída.

Posteriormente los datos son analizados mediante una hoja de cálculo disponible

por la casa comercial Cayman según el montaje de la tabla 17 (Tabla 17).

3. RECOGIDA DE DATOS EPIDEMIOLÓGICOS Y CLÍNICOS

Se realizó la recogida de los datos epidemiológicos y clínicos de forma

retrospectiva utilizando el sistema informático del hospital (SIDCA). Se recogieron y

analizaron las siguientes variables:

- Sexo

- Edad gestacional

- Edad (días)

- PCR (mg/L)

- Clínica inicial

- Diagnóstico final

- Valor SP (pg/ml)
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4. ANÁLISIS DE DATOS

Los datos han sido almacenados en la base de datos a partir del programa

estadístico IBM SSPS Statistics 19 para Windows y se ha realizado el siguiente análisis

en la Unidad de Estadística con el asesoramiento metodológico de la Unidad Docente

correspondiente del Hospital Virgen del Rocío de Sevilla.

Se ha realizado un análisis descriptivo y analítico de los valores de SP en las

muestras obtenidas. Se realizó prueba de rachas para confirmar aleatoriedad de la

muestra. Las variables cuantitativas se han representado mediante medias, desviaciones

típicas, medianas, rango intercuartílico (percentiles 25 y 75) y rango (mínimo; máximo).

En el caso de las variables categóricas hemos utilizado frecuencias relativas y

porcentajes para su representación. Para estudiar si las variables cuantitativas seguían

una distribución normal se aplicó el test de Kolmogorov-Smirnov (n >50).

Para facilitar el análisis de los datos, se ha realizado su tabulación y recogida de

los mismos en base de datos informatizada. Se realizó el cálculo de las tablas y gráficas

de percentiles de los niveles de SP en LCR en función de los datos epidemiológicos y

clínicos. Se obtuvieron los Intervalos de Confianza para la media al 95% (IC 95%).

Para observar posible asociación entre variables, se realizaron nubes de puntos y

se cuantificaron asociaciones con el coeficiente de correlación de Pearson.

Realizamos representaciones gráficas de las variables del estudio a través de

diagramas de barras, diagrama de cajas e histogramas. Se realizaron gráficos de nubes

de puntos para observar la tendencia de las posibles asociaciones. Se consideró el dintel

de significación p <0.05.
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IV. RESULTADOS
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Se han analizado un total de 63 muestras procedentes de 63 pacientes diferentes,

siguiendo los criterios de inclusión y exclusión previamente descritos. Asumimos la

aleatoriedad de la muestra mediante prueba de rachas.

Las características de estos sujetos se describen a continuación:

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

entre 0 y 30 días (Figura 27).

Figura27: Edad.

La media fue de 12, 47 días (desviación típica de 9,27), con un p25 de 3 días,

p50 de 12 días y p75 de 20 días.

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

semanas EG) y 16 RNPT (< 37 semanas EG). De estos últimos, 9 eran prematuros
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tardíos (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).

Figura 28: EG.

La media de EG obtenida fue de 37,66 semanas (que corresponde

aproximadamente a 37 semanas y 4 días), con una desviación típica de 3 semanas,

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

semanas (Figura).

La mayoría 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 realización de la PL a la hora de la obtención de la

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

Figura 30: Clínica inicial
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Clinica

Frecuencia Porcentaje

Porcentaje

válido

Porcentaje

acumulado

Válido Asintomático 5 7,9 7,9 7,9

Fiebre 27 42,9 42,9 50,8

Afectación estado general 20 31,7 31,7 82,5

Distrés 4 6,3 6,3 88,9

Hipotonía 3 4,8 4,8 93,7

Asfixia leve 4 6,3 6,3 100,0

Total 63 100,0 100,0

Tabla 19: Clínica inicial

Así, 5 RN se encontraban asintomáticos y la PL se realizó por los siguientes

motivos: en 2 casos por ascenso de PCR, uno por sífilis materna, otro por sospecha de

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

un último caso por reacción exagerada a estímulos que finalmente se diagnosticó de

hiperplexia.  La mayoría de los sujetos estudiados (27 RN) presentaban fiebre

(temperatura axilar ≥38˚C), 20 afectación del estado general sin fiebre, 4 distrés

respiratorio sin fiebre ni afectación del estado general, 3 hipotonía sin otra

sintomatología, y en 4 la PL se realizó por cumplir criterios clínicos y gasométricos de

asfixia leve.

Se recogieron también datos de los valores plasmáticos de PCR en el momento

de la PL, que se muestran en el siguiente gráfico (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 máximo de 305 mg/L y un mínimo de 0.

Una vez descritas las características de la población de estudio  a través de las

variables EG, edad en días, sexo, clínica y PCR, pasaremos a describir los resultados de

los valores de SP en LCR obtenidos a través de la técnica ELISA (Figura 32):

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), desviación

típica de 346,3 pg/ml (257 fmol/ml), y mediana de 490,7 pg/ml (364,29 fmol/ml). El

valor mínimo obtenido ha sido 70,72 pg/ml (52,5 fmol/ml), y el máximo 1518 pg/ml

(1126,94 fmol/ml) (rango=1447,28 pg/ml, es decir 1074,44 fmol/ml). El p25 se sitúa en

298,65 pg/ml (221,71 fmol/ml), el p50 en 490,7 pg/ml (364,29 fmol/ml), y el 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 distribución normal (Figura 33).

Figura 33: Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

ValorSP

N 63

Parámetros normalesa,b Media 576,5306

Desviación típica 346,30867

Diferencias más extremas Absoluta ,114

Positiva ,114

Negativa -,080

Z de Kolmogorov-Smirnov ,903

Sig. asintót. (bilateral) ,388
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Figura 34: Histograma sobre la distribución de los valores de SP

CORRELACIONES:

a) Edad:

Aplicando el test de correlación de Pearson, no observamos que exista

correlación alguna entre los niveles de SP y la edad (correlación de Pearson 0,011,

significación bilateral de 0,929), como se aprecia en el siguiente esquema de nube

de puntos (Figura 35):

Figura 35: Nube de puntos sobre la correlación Edad/Valor SP
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b) Edad gestacional:

Tampoco se ha demostrado que exista correlación entre los niveles de SP

en LCR y la edad gestacional (correlación de Pearson -0,057, significación bilateral

de 0,657), como se aprecia en el siguiente esquema (Figura 36):

Figura 36: Nube de puntos sobre la correlación EG/Valor SP

c) PCR:

No hemos obtenido correlación entre los niveles de SP en LCR y los de PCR

plasmáticos (correlación de Pearson -0,04, significación bilateral de 0,755)

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

Si nos centramos en el diagnóstico final que se otorgó a cada paciente,

los mismos y sus frecuencias quedan reflejados en el siguiente gráfico (Figura

38):
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Figura 38: Diagnóstico final de los RN sometidos a PL

Así, en 7 RN no se encontró patología 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 síndrome febril sin foco

o causa evidente (SFSF), 2 neumonía, 5 asfixia leve, y 1 de cada uno de los siguientes

diagnósticos: virasis respiratoria, enfermedad de Ondine (síndrome de hipoventilación

central), infección por virus del herpes simple, atrofia muscular espinal tipo I y GEA

por rotavirus.
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V. DISCUSIÓN
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La SP se encuentra ampliamente distribuida en el reino animal. Su expresión,

junto con la de su receptor NK1, se ha comprobado en la práctica totalidad de órganos y

tejidos de diferentes especies de mamíferos. Así mismo, la SP se ha aislado en todos los

fluidos orgánicos: sangre, LCR, orina (Altuntas, 2014), saliva (Parris, 1990), líquido

peritoneal (Sanfilippo, 1992), leche materna (Ducroc, 1995)…, por lo que prácticamente

podemos afirmar que es ubicua en todo el organismo. Desde su descubrimiento en 1931

por Von Euler y Gaddum, el 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 áreas a nivel cerebral (Quigley,

1991; Bouras, 1990; Pernow, 1983; Jansen, 1991; Nicoll, 1980; Mantyh, 1989). El que

los NP se encuentren en el SNC a concentraciones entre 1000 y 100.000 veces menores

que los neurotransmisores clásicos nos da una idea del carácter regulador, controlador y

hegemónico que ejercen los primeros sobre los segundos dentro de una supuesta

jerarquía en su estructura. La SP posee propiedades lipofílicas, y difunde fácilmente la

BHE (Banks, 1985). El LCR está en contacto directo con el líquido extracelular del

SNC, por lo que los niveles peptídicos del LCR deben ser un fiel reflejo de la actividad

neuronal (Liu, 1997). La SP liberada desde los nervios periféricos aumenta la

permeabilidad del endotelio vascular, la proliferación de linfocitos T, activación de

mastocitos, liberación de histamina y quimiotaxis de leucocitos (Payan, 1989; Pernow,

1983). Además, representa un importante eslabón de unión entre el sistema inmune y el

sistema nervioso (Marshall, 1990; Payan, 1989; Ferrell, 1986; Nicoll, 1980; Wozniak,

1989). En un reciente estudio se ha visto cómo la SP es capaz de alterar la BHE

actuando sobre su complejo sistema de barrera en las células endoteliales, las llamadas

“uniones estrechas”. Este es el mecanismo por el cual las células metastásicas del cáncer

de mama alteran la BHE a través del aumento en la liberación de SP seguido de TNF-α
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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 tóxicos anfipáticos, entre los que podría

encontrarse la SP, y por tanto serviría para intentar regular las concentraciones de la SP

en SNC (Elferink, 2001).

Se ha intentado estudiar el papel de la SP en varias patologías 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, esta tarea

se ha acometido con resultados variables, tanto en niños como en adultos (Tamet, 1985;

Liu, 1997; Nagamitsu, 1998; Nutt, 1980; Clark, 1994; Carpenter, 2007; Geracioti,

2006). En todos ellos 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 9,5 ± 1,5 5

Liu 12,3 ± 2,8 9

Nagamitsu

Nutt

6,53 ± 1,04

7 ±0,6

9

18

Clark 0,79 ± 0,51 37

Carpenter 49,8 ± 26,2 19

Geracioti 22,2 ± 2,8 6

Tabla 20: Valores de SP en LCR en adultos según diferentes estudios, obtenidos mediante RIA

Así, según Tam et al estos valores se situarían en 9,5 ± 1,5 fmol/ml, para Liu et al en

12,3 ± 2,8 fmol/ml, para Nagamitsu et al 6,53 ± 1,04 fmol/ml, para Nutt et al 7 ± 0,6
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fmol/ml, según Clark et al 0,79 ± 0,51 fmol/ml, Carpenter et al 49,8 ± 26,2 fmol/ml, y

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

En la edad pediátrica los resultados de búsqueda de valores basales de SP en

LCR son aún más escasos, y en RN prácticamente inexistentes. Así, para Tam et al

estos valores serían de 141 ± 14,2 fmol/ml para RNT, de 250 ± 28,2 fmol/ml para

RNPT y de 50 ± 2,3 fmol/ml para niños de 1 a 6 años; para Nagamitsu et al serían de

11,34 ± 3,12 fmol/ml para lactantes entre 1 mes y 1 año y de 8,41 ± fmol/ml para niños

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

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

edades, desde el feto hasta el adulto, obteniendo los 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 días) 141 ± 14,2 5 < 0,02

Niños (1-6 años) 50 ± 2,3 6 < 0,001

Adultos (21-60 años) 9,5 ± 1,5 5 < 0,001

Tabla 21: Niveles de SP en LCR en “humanos normales” en relación a la edad. (Tam, 1985).

Se trata del trabajo encontrado en la bibliografía que más se aproxima a nuestro

objetivo, aunque en este caso las determinaciones de SP se realizan mediante RIA, y
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además 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 más bien demostrar cómo los valores de SP en

LCR disminuyen a medida que avanza la edad, lo cual queda patente especialmente al

observar los elevados valores que se alcanzan en la época prenatal, motivo por el que

concluyen que la SP deben desempeñar un papel fundamental en el neurodesarrollo

desde etapas muy precoces de la vida. Como hipótesis, atribuyen estas elevadas

concentraciones a tres posibles mecanismos: 1) podría haber un aumento en las tasas de

secreción. Las concentraciones de SP en la médula espinal son generalmente más bajas

en etapas precoces del desarrollo comparado con la madurez, pero aun considerando

esto las tasas de secreción podrían ser elevadas. 2) Podría deberse a tasas más bajas de

degradación de la SP, en LCR o bien en médula espinal. Aunque el LCR tiene por sí

mismo la capacidad de degradar la SP, las tasas de degradación son generalmente bajas,

y por tanto improbable que se trate de un fenómeno fisiológicamente relevante. Es más

plausible suponer que las enzimas tisulares son las que realmente degradan la SP en su

ruta de difusión hacia el LCR. Si la maduración de este sistema enzimático fuese

relativamente lenta, eso podría explicar las elevadas concentraciones de SP en etapas

precoces del neurodesarrollo debido a disminución de la degradación. 3) La última

posibilidad sería que hubiera una mayor difusión desde el tejido de la médula espinal

hacia el LCR. Las barreras físicas que influyen en la difusión de SP desde el tejido

nervioso hasta el LCR continúan siendo desconocidas. Pero si estas barreras estuvieran

escasamente desarrolladas en fetos y RN, como cada vez parece más probable, esto

podría 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:

Valor medio de SP de 576,53 pg/ml. Con el Cayman Kit para determinación de SP en

líquidos biológicos se obtienen valores en pg/ml. Dado que en la literatura en la mayoría

de las ocasiones estos valores se expresan en fmol/ml, hacemos fácilmente la

conversión teniendo en cuenta que el peso molecular de la SP es de 1347,63 g/mol,

obteniendo un resultado de 428,01 ± 257 fmol/ml, (intervalo de confianza al 95% de

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

Clark et al llegaron a la conclusión con sus trabajos que existe correlación entre

los niveles plasmáticos de SP y los de LCR. Se obtuvieron muestras de LCR y plasma

de 37 pacientes sometidos a PL con carácter diagnóstico, elegidos de forma

randomizada, con edades comprendidas entre 23 y 79 años. Los criterios de exclusión

fueron el presentar clínica de demencia o el haber sido sometidos a terapia intratecal de

cualquier tipo. Como resultado obtuvieron una correlación significativamente positiva

entre los niveles de SP en plasma y LCR (1,075 ± 0,7 para LCR y 1,195 ± 1,1 para

plasma), con p=0,0001. Esto supondría un gran avance para la simplificación de futuras

investigaciones sobre los niveles de SP relacionados con distintas patologías, al poder

obtener únicamente uno de los dos tipos de muestras, dado que por ejemplo el LCR es

más difícil de obtener por los potenciales efectos secundarios relacionados con la PL,

pero de más sencillo procesamiento que el plasma, y por otro lado la investigación de

niveles de SP en plasma es más fácil de obtener pero más difícil de procesar por la

necesidad de llevar a cabo procesos de purificación para separar el NP de proteínas

plasmáticas, mientras que en LCR estos procesos no serían necesarios, pudiéndose

procesar y congelar directamente tras su obtención (Clark, 1994). Revisado el artículo,

sorprende que no se mencione el tipo de unidades utilizadas, con lo cual resulta difícil
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poder discutir con fundamentos sus resultados. Bueno (2014) determinó los valores

normales de SP en sangre de cordón de RN mediante técnica de ELISA al igual que en

nuestro estudio, obteniendo unos valores de 196,09 ± 64,53 fmol/ml. Puede

considerarse que sería el método más similar al nuestro, realizado en el período

neonatal, sobre una población de características similares, en un período de tiempo

similar (prácticamente coincidente), con el mismo kit comercial (Cayman) y por el

mismo equipo investigador, aunque como inhibidor de la degradación enzimática se

utilizó Aprotinina en lugar de O-Phenantroline, y se realizó purificación mediante pase

por columnas y secado, no llevado a cabo en nuestro caso. Teniendo en cuenta esto, si

comparamos ambos resultados no podemos decir en nuesto caso que exista correlación

entre los niveles de SP en plasma y LCR como el resultado obtenido por Clark et al, ya

que los niveles normales de SP obtenidos en LCR prácticamente doblan los obtenidos

en sangre de cordón en las mismas condiciones de normalidad. Esto, por tanto,

invalidaría las conclusiones de Clark et al sobre la indiferencia de realizar medición de

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

La evaluación de antagonistas de SP/NK1 como agentes terapéuticos y el uso

como marcador de la SP para monitorizar los procesos inflamatorios enfatizan la

necesidad de contar con métodos exactos en la medición de la SP en fluidos corporales

con el más  alto nivel de precisión, sensibilidad y reproductibilidad posibles (Campbell,

2006). Tam et al llevaron a cabo un preestudio para tratar de determinar la estabilidad

de la SP en LCR. Para ello, alicuotaron una única muestra de LCR e incubaron las

alícuotas con o sin SP exógena (2 pmol/ml) a 4, 22 y 37ºC, de 0 a 72h, e

inmediatamente después congeladas a -40ºC previamente al radioinmunoensayo (RIA).

Además, estudiaron los efectos de la adición de 1:10 O-Phenantroline (5mM),
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ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (2,5 mM) o Trasylol® (10%) (aprotinina) a las

alícuotas de LCR incubadas 37ºC de 0 a 72h con 2 pmol/ml de SP. Se observó una

pérdida gradual de la inmunorreactividad de la SP exógena dependiente tanto de tiempo

como de temperatura. A 37ºC, la concentración de SP se redujo hasta el 50% en 4h, a

22ºC tardó 8h en sufrir la misma pérdida. Comprobaron que la adición de 1:10 O-

Phenantroline consiguió inhibir completamente la degradación de SP exógena, por lo

que las concentraciones se mantuvieron constantes durante las 72h de incubación a

37ºC. EDTA resultó ser sólo parcialmente efectivo, y el Trasylol® no afectó a la

degradación (Figura 39). Así, acordaron añadir 1:10 O-Phenantroline de manera

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

Figura 39: Degradación de la SP en LCR. Alícuotas de la misma muestra se incubaron a 37ºC
con y sin SP exógena (2 pmol/ml). Los inhibidores enzimátcos 1:10 O-Phenantroline, EDTA y
Trasylol fueron añadidos a las alícuotas de LCR con SP exógena. Se observa que la pérdida de
inmunorreactividad fue exitosamente inhibida por 1:10 O-Phenantroline (Tam, 1985).

En base a estas experiencias es por lo que nosotros también decidimos añadir 1:10 O-

Phenantroline a todas nuestras muestras. Bueno 2014, en un estudio piloto con 6

muestras, analizaron los valores de SP en sangre de cordón umbilical añadiendo

aprotinina (Trasylol®) y sin ella, en alícuotas de las mismas muestras. La aprotinina es
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un agente que inhibe a las proteasas que se encuentran en el plasma. No hubo

diferencias significativas entre valores utilizando aprotinina o sin ella, pero decidieron

usarla por las recomendaciones dadas en la literatura tanto si se realizaba la medición

por ELISA (Campbell, 2006; 2009) o por RIA (Ashina, 1999).

Existe una amplia variabilidad en relación 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 (radioinmunoanálisis),

cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC), que utiliza la absorbancia con

ultravioleta, electroforesis capilar usando una fluorescencia inducida por láser; y el

enzimoinmunoanálisis (ELISA). La SP existe libre y unida a proteínas de alto peso

molecular (>400.000 Da) y de mediano o intermedio peso molecular (>58.000 Da) de

forma reversible y no específica a través de ión hidrógeno (Corbally, 1990). Esto obliga

a utilizar métodos de depuración ó extracción que permiten romper esa unión débil de la

SP mediado por el ión hidrógeno a las mencionadas proteínas. Para ello se utilizan los

siguientes métodos de purificación antes de la determinación de los niveles de SP como

pueden ser:

a) La filtración de las muestras biológicas a través de geles o columnas de filtración

repetidas con microporos con menor tamaño al de las proteínas anteriormente

comentadas, consiguiendo así la mayor recuperación de la SP libre y la unida a

proteínas de bajo peso molecular. Utilizando acetonitrilo al 60% con ácido

trifluoracético al 1% se obtiene una recuperación de la SP de hasta el 90% (Fehder,

1998).
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b) La utilización de métodos de acidificación de las muestras utilizando buffer con

fosfato citrato a pH 2,6 para conseguir la mayor u óptima recuperación de niveles de SP

tanto en suero como en plasma (Campbell, 2009).

c) La cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) (Rissler, 1995).

La elección de la técnica de purificación, también interfiere en el resultado de

los niveles de SP. Autores como Fehder, abogan por la purificación de la muestra de

suero para una menor interferencia en la medición y para que los rangos de los valores

obtenidos sean menores. Bueno et al, previo a la determinación de niveles de SP en

sangre de cordón de RN, llevaron a cabo un estudio piloto con seis muestras, utilizando

en un primer ensayo medición sin purificación y en un segundo la medición de SP con

purificación de las muestras, consistente en el paso previamente acidificadas, por

columnas de filtración C18 SPE de 200 mg repetidas veces, obteniendo valores más

elevados de SP en las muestras purificadas (Bueno, 2014).

Parece haber consenso en la necesidad de la utilización de estas técnicas de

“extracción” o “purificación” previas al análisis propiamente dicho (RIA, ELISA…)

cuando hablamos de la cuantificación de SP en suero o plasma (Campbell, 2006; Bueno,

2014). En lo referente al LCR, aunque clásicamente también se llevaban a cabo técnicas

de purificación de SP dados los buenos resultados obtenidos en suero/plasma (Tam,

1985; Vaeroy, 1987; Vaeroy, 1988; Russell, 1994), las últimas tendencias recaen en la

no necesidad de llevar a cabo este paso (Clark, 1994; Matsuishi, 1996; Clark, 1996;

Geracioti, 2006; Carpenter, 2008). Liu et al describen cómo en estudios previos

observaron una considerable mayor pérdida de la actividad peptídica al utilizar

preseparación en columnas o cartuchos de gel en muestras con concentraciones muy

bajas del péptido, como sería el LCR (Liu, 1997). Otra posible razón sería que en LCR

la concentración de proteínas es muy baja en comparación con la sangre (15-45 mg/dl
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frente a 6-8 g/dl, de hecho), por ello, y teniendo en cuenta que la técnica ELISA

únicamente mide SP libre (no unida a proteínas), lógicamente no existiría la necesidad

de usar técnicas de purificación con columnas. Así, el equipo de Fred Nyberg en Suiza

describieron originariamente con detalle el método de purificación de las muestras de

LCR para la determinación de SP previamente a la realización del RIA (Vaeroy, 1987),

para posteriormente describirlo sin purificación, al haber comprobado

experimentalmente la no necesidad de su uso e incluso las ventajas de obviarlo (Liu,

1997).

Otra razón que justifica la poca uniformidad de los valores que se han publicado

hasta el momento, es la existencia dentro de un mismo método elegido (en este caso

ELISA), de cierta variabilidad entre las distintas casas comerciales. Entre los más

utilizados están: Península, Cayman y R&D systems. En nuestro caso, hemos utilizado

un kit comercial de Cayman, uno de los más utilizados a la vez que documentado y

contrastado con respecto a otras casas comerciales que usan la técnica ELISA, lo que

nos proporcionó más seguridad en la determinación de concentraciones de SP (Fehder,

1998; Michaels, 1998; Campbell, 2006).

Los 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 línea actual de la mayoría de los investigadores en

la materia, se ha elegido la técnica ELISA como método de cuantificación por sus

innegables ventajas: rapidez, precisión y su relativa sencillez de realización en

comparación con otros métodos. Aunque en la literatura se describe que existe una alta

correlación entre los resultados obtenidos por RIA y por ELISA para la determinación

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 según la técnica utilizada (Hennig,

1995), y resulta obvia la posibilidad de obtener resultados diferentes según la técnica

empleada. Existen innegables ventajas del método ELISA sobre el método RIA: el

primero es más simple, se pueden obtener resultados en un día a diferencia (con RIA se

precisan al menos 2 ó 3 días), no utiliza material radioactivo y es más económico

(Geissbuehler, 2007; Page, 2010). Por lo tanto, podemos resumir que las ventajas de la

técnica ELISA serían las siguientes: versátil, simple en su realización, reactivos

económicos, gran especificidad y sensibilidad (esto último debido a la amplificación de

la señal que emite el segundo anticuerpo). Por todo ello, en las últimas décadas ELISA

resulta ser el método más generalizado para la determinación de SP en distintos fluidos

corporales.

Nuestros valores resultan ser superiores a los descritos en otras series, si bien

prácticamente no existen series de RN en las que se hayan determinado valores

normales de SP en LCR, y las descritas (Tam, 1985) son escasísimas en número 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 obtención

de valores más elevados de SP en nuestra serie podría ser la adición de 1:10 O-

Phenantroline como inhibidor de la degradación a las muestras, práctica de momento no

generalizada, si bien Tam et al (1985) también la utilizaron y sus valores obtenidos para

13 RN prácticamente son la mitad de los nuestros. Otro motivo podría ser el empleo de

ELISA en lugar de RIA. Quizás el motivo fundamental sea la presencia de un número

de muestras con diferencia más elevado que en las otras series, lo cual nos permite

establecer y asentar los valores de referencia que necesitábamos. Además, conociendo

el hecho que la SP, al unirse al receptor NK1, induce mitogénesis en células normales,
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en células tumorales (Luo, 1996; Muñoz y Coveñas, 2010) y en células madre (Kim,

2015), es decir, que es un mitógeno universal, unido al hecho que el RN es un

organismo en crecimiento con una esperanza de vida de 80 o más años, resulta fácil

deducir que los valores de SP tanto en sangre como en LCR de los RN deben ser más

elevadas que en los adultos. Otro hecho que justificaría la obtención en nuestra serie de

unos valores de SP en LCR de RN relativamente más elevados con respecto a lo

publicado, es la obtención previa por otros autores de valores mucho más altos en fetos

(22700 ± 830 fmol/ml) (Tam, 1985), y patologías del período perinatal como la espina

bífida (del orden de 864 ± 357,6 fmol/ml en RN y 150.000 fmol/ml en el feto) (Tam y

Lister, 1984), y neonatal como el síndrome doloroso (del orden de 14,46 ng/ml)

(Gadzhieva, 2009), por lo es lógico pensar que valores en torno a 400 fmol/ml, como

los obtenidos en nuestro caso, puedan considerarse normales en un RN libre de

patología.

En nuestra serie no existe diferencia significativa en los valores obtenidos según

la edad gestacional, ni tampoco según el día de vida, mientras que Tam et al (1985)

demuestran cómo los valores de SP disminuyen con la edad, tanto pre como postnatal,

aunque cabe tener en cuenta que nuestro estudio se desarrolla en un período de tiempo

de la vida relativamente corto como son los 30 primeros días, por lo que resulta bastante

lógico que no exista diferencia en nuestros valores. Como acabamos de comentar,

tampoco hemos encontrado diferencia con respecto a la edad gestacional, si bien si

estratificáramos los resultados por edad gestacional, los grupos de menores edades

gestacionales resultarían reducidos en número como para poder establecer conclusiones

fiables en este aspecto, pero por otro lado cabe en la discusión decir que autores que sí

han encontrado tal diferencia disponían de un número de pacientes prematuros aún más
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escaso que el nuestro. Nagamitsu et al (1998) estudiaron los cambios relacionados con

la edad de los valores de SP y β-endorfina en LCR en 39 pacientes neurológicamente

sanos de edades comprendidas entre 1 mes y 10 años, así como los de 9 controles de

edad adulta, concluyendo que los niveles de ambos péptidos poseen una correlación

fuertemente positiva, que sufren un pico durante el primer año de vida para luego

descender conforme aumenta la edad, por lo que vuelve a observarse la tendencia

indicada por Tam PKH et al. El número de pacientes de 1 mes a 1 año era de 15

(ninguno por lo tanto en el período neonatal), y la técnica empleada fue RIA. No

encontraron correlación entre edad y niveles de SP en los sujetos en edad adulta, al igual

que Nutt et al (1980) y Bach et al (1992), que por lo tanto se puede considerar que se

mantienen constantes con el paso de los años, si bien es cierto que tampoco han sido

suficientemente estudiados en la senectud. Charlton y Helke (1986) sugirieron mediante

inmunohistoquímica una disminución de los receptores de SP en médula espinal de rata

también relacionada con la edad. Otra posible explicación decremento de SP durante los

10 primeros años de vida sería debida al patrón madurativo de las enzimas que actúan

sobre el pro-neuropéptido inicial o neuropéptido precuror, como sugirieron Joshi et al

(1995) en relación a la β-endorfina. Otra hipótesis sería que los cambios en los niveles

de SP relacionados con la edad sean debidos a la influencia de neurotransmisores

clásicos, mediante el fenómeno de cotransmisión. La  expresión génica de la

preprotaquiquinina precursora de la SP es activada por agonistas de la dopamina

(Haverstick et al, 1989). Quizás estudios más profundos sobre los fenómenos de

cotransmisión relacionados con la SP aclaren algo más la relación de sus niveles con la

edad, especialmente en los primeros 10 años de vida.
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En nuestro caso, y debido al mayor número de muestras del que hemos podido

disponer, estaríamos en condiciones de concluir que los niveles de SP en LCR de

neonatos no varían significativamente durante el primer mes de vida, al menos en recién

nacidos a término. Tampoco hemos apreciado diferencias significativas entre los

prematuros, si bien es cierto que el número de éstos en nuestra serie no era muy amplio

como para poder establecer conclusiones en este grupo de edad gestacional. Bueno et al

(2014) tampoco obtuvieron diferencias en los valores de SP en sangre de cordón según

la edad gestacional, aunque todas las muestras estudiadas correspondían a RN a término

de 37 a 41 semanas. De todos modos tampoco se encontraron diferencias según la edad

materna, aunque esto es concordante con la mayoría de los estudios sobre niveles de SP

en adultos, en los que éstos se mantienen bastante constantes a estas edades. En el lado

opuesto, en el estudio llevado a cabo por Wong et al (2010) los valores plasmáticos de

SP en RN de diferentes edades gestacionales experimentaron un ascenso gradual

durante los tres primeros días de vida, para después disminuir. Estos resultados vuelven

a ir en contra de los resultados obtenidos por Clark et al (1996) sobre la correlación

entre niveles de SP en plasma y LCR, ya que Wong obtiene al determinarlos en plasma

que sufren oscilaciones en los primeros días de vida, mientras que en LCR según

nuestro estudio se mantinen constantes en ese mismo periodo. Scholle et al (1990)

determinaron los valores plasmáticos de SP en RN a partir de la tercera semana de vida,

con resultados en función de la edad gestacional corregida (que osciló de 4 a 63

semanas), obteniendo que las concentraciones medias plasmáticas 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 reseñar que

los resultados de este estudio proceden de muestras de plasma no purificadas. La

conclusión es que existe gran disparidad entre los valores de SP en plasma y LCR para

las distintas series, aunque el nuestro es el primer trabajo que aporta un número 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 número suficiente de nuestras sobre

valores de SP en LCR de RN, con los que establecer posibles comparaciones con el

nuestro para cotejar resultados, por lo que para RN sólo podemos hacer un intento de

aproximación con los valores obtenidos en plasma. En este sentido los valores obtenidos

por Bueno et al (2014) para valores de SP en plasma de RNT en los primeros minutos

de vida son los que más se aproximan a los nuestros, ya que resultan igualmente más

elevados que en la mayoría de las series. Incluso teniendo en cuenta estas

consideraciones, nuestros valores de SP en LCR de RN doblan los valores obtenidos por

Bueno et al en plasma bajo las mismas condiciones, lo cual resulta lógico si

consideramos que la SP se encuentra en concentraciones más elevadas en SNC que en

plasma, ya que es allí donde mayormente se genera (Pernow, 1983; Pernow, 1985).

Al igual que sucedía como se comentó en la introducción con los valores

normales de leucocitos en LCR, es necesario que comentemos en este apartado qué

grado de sesgo podría suponer el que los RN de los que proceden las  muestras no sean

completamente “sanos” y por lo tanto “óptimos” para poder establecer de manera

definitiva los valores “fisiológicos” de SP en LCR de RN. Para que el estudio resultara

ético nuestros RN requerían indicación médica para la realización de PL, como en

cualquier caso y muy especialmente en el caso de menores de edad. Los RN de la

muestra presentaban factores de riesgo de infección perinatal, fiebre, elevación de

reactantes de fase aguda (PCR), distrés respiratorio, hipotonía, signos de asfixia

perinatal leve, reacción exagerada a estímulos o riesgo de transmisión de sífilis por

infección materna. Todos los pacientes incluídos en el estudio han cumplido estrictos

criterios de inclusión en los que se descartara cualquier patología con afectación del

SNC, como crisis convulsiva, hemorragia, malformación, asfixia perinatal moderada-
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severa y especialmente meningitis/meningoencefalitis o cualquier proceso inflmatorio,

dado que es bien conocida la implicación de la SP en los estados patológicos que cursan

con inflamación neurogénica. Esto nos da el grado de confianza suficiente para poder

afirmar que los valores de SP obtenidos para LCR son realmente “basales”. Un dato

importante que apoya esta aserción es el hecho de que no hemos encontrado correlación

estadística alguna (empleando el coeficiente de correlación 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 el caso de los 5 RNT, la PL

se realizó como screening de procesos sépticos no relacionados con el SNC. En el

estudio de Nagamitsu et al (1998) los 39 niños se sometieron a PL también para

descartar posible infección del SNC. En un estudio previo (Nagamitsu, 1997)

encontraron que los niveles de SP en LCR en estos casos no diferían entre niños con o

sin fiebre. Por ello, concluyeron que la incidencia de fiebre en sujetos considerados

“control” o “sanos” no influía en los niveles de SP en LCR. En el arduo empeño por

afianzar los valores normales de leucocitos en LCR de RN, Martín-Ancel et al (Martín-

Ancel, 2006), estudiaron el recuento de leucocitos en 30 RN con riesgo de transmisión

vertical de toxoplasmosis tras descartarse ésta por los métodos habituales. Así evitaban

el posible sesgo que supone el estudio en RN de “alto riesgo” tras descartar afección

meníngea 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 podría así

encontrarse en RN sintomáticos sin infección del SNC, pero no ser un hallazgo dentro

de la normalidad como se sospechaba hasta ese momento. La mayor permeabilidad a

proteínas de la BHE en RN permitiría un paso más fácil de ciertas sustancias

circulantes, tanto moléculas provenientes de microorganismos como mediadores
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proinflamatorios. Aunque esto es sólo una hipótesis, implicaría que quizás otras

moléculas implicadas en procesos inflamatorios como la SP podrían estar también

ligeramente incrementadas en los RN de nuestro estudio. Una de nuestras muestras

pertenecía a un RN hijo de madre con serología a sífilis positiva, en el que finalmente se

descartó transmisión de la enfermedad. Los niveles de SP en este caso no son inferiores

a los del resto. Aunque hablamos de una sola muestra, se trataría de un caso similar a

los hijos de madre con serología positiva a toxoplasma del trabajo de Martín Ancel et al

mencionado, por lo que podríamos tender a pensar que el sesgo del que hablamos queda

bastante atenuado en nuestra serie. Syrogiannopoulos et al, en base al estudio previo de

Bergström et al (Bergström, 1972) llevaron a cabo un estudio mediante el cual

realizaron PL como evaluación inicial a 117 de los 206 lactantes menores de 3 meses

ingresados por ITU confirmada bacteriológicamente. De los 117, en 15 se halló una

pleocitosis estéril en LCR. Estos resultados implican que el 12,8% de los lactantes

menores de 3 meses con ITU presentan una pleocitosis estéril concomitante

(Syrogiannopoulos, 2001). El mecanismo por el cual se produciría una leve inflamación

meníngea en los casos de ITU neonatal no es bien conocido. La pleocitosis estéril

podría aparecer también unida a otras infecciones a distancia, como neumonía u

onfalitis. A este fenómeno se le ha denominado “meningitis simpática” (Olson, 1985).

En nuestra serie, los pacientes con diagnóstico final de ITU tampoco presentaron

niveles de SP significativamente superiores al resto. En base a estas circunstancias

podríamos aventurarnos a concluir que los niveles de SP no se ven afectados por la

supuesta alteración de la permeabilidad de la BHE que aparecería en situaciones de

infección sistémica o a distancia.

En lo referente al tamaño muestral, ha sido calculado estadísticamente 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 al menos para RNT el tamaño muestral sería más que suficiente para la

precisión deseada (± 4 pg/ml). No podemos asegurar lo mismo en relación a los RNPT,

en los que según el estudio “piloto” previo llevado a cabo por Tam et al, necesitaríamos

un número mayor para alcanzar la preción conseguida para los RNT. No obstante,

aunque más escasos en número, en los RNPT los valores 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 determinación

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 población,

seleccionada con estrictos criterios de inclusión y exclusión. No en vano resulta ser la

mayor población con diferencia de entre los escasos estudios presentes en la literatura

actual, es decir es el mayor número de muestras analizadas de una población de RN, la

más homogénea en la que se han estudiado valores de SP hasta el momento. Así,

podemos concluir que los valores obtenidos podrían erigirse como la única referencia

actual para SP en LCR de RN, que nos servirían para compararlos con sus desviaciones

en distintos estados patológicos. En futuras investigaciones podrían tener aplicaciones

terapéuticas mediante el bloqueo de los receptores NK1 con agentes farmacológicos

especificos que bloquean las funciones fisiopatologicas ee la SP, los denominados

antagonistas de los receptores NK1. Si bien actualmente como hemos dicho son los

únicos valores fiables existentes en la literatura, para poder establecerlos como

referencia internacional definitiva sería necesario determinarlos en una muestra más

amplia.
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Muchas son las patologías del SNC en las que podrían tener aplicación agentes

terapéuticos que bloqueen la acciones fisiopatológicas de la SP mediante su receptor

NK1. En algunas de ellas poco a poco ya se va conociendo la implicación de la SP, y en

otras esa implicación resulta aún teórica. Ejemplos de patologías del SNC del RN en las

que podría tener aplicabilidad clínica un mayor conocimiento de su relación con el

sistema SP/NK1 receptor serían ciertas malformaciones congénitas, la hipoxia perinatal

y encefalopatía hipóxico-isquémica, traumatismos, el síndrome convulsivo, las

hemorragias cerebrales (intraventriculares/parenquimatosas), hidrocefalia, retinopatía de

la prematuridad, procesos infecciosos/inflamatorios como la meningoencefalitis y

meningitis, asi como el dolor que acompaña a múltiples patologías y procedimientos a

los que eventualmente se puede ver sometido un RN, especialmente los ingresados en

unidades de críticos.

Hace tiempo que se sospechan los efectos tróficos y las implicaciones en el

neurodesarrollo que pueda tener la SP en el sistema nervioso en formación, ya desde el

período embrionario. Así, Tam y Lister (1984) encontraron niveles elevados de SP en

LCR en 10 RN y 1 feto con espina bífida, 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 bífida), determinados mediante

RIA. Dado que los niveles de SP en LCR están significativamente elevados en sujetos

con espina bífida tanto pre como postnatalmente, consideran en su discusión que podría

ser debido a que la SP desempeña un importante papel en el desarrollo de la médula

espinal que se ve afectado de alguna manera en los casos de espina bífida. También

podría ocurrir que, dado que se ha demostrado que la SP se encuentra relacionada con la

percepción sensorial y los reflejos autonómicos, una concentración anormal de SP en

LCR podría agravar los déficits neurológicos que aparecen en los casos de espina bífida.
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Esto induce a pensar que en estos casos el empleo de fármacos que bloqueen los efectos

de la SP podría en un futuro mejorar la calidad de vida de estos pacientes.

Posteriormente De Felipe et al evidenciaron la implicación de la SP y su receptor NK1

en el desarrollo de la médula espinal durante la embriogénesis (De Felipe, 1995). La

capacidad de la SP de promover el crecimiento neuronal es un fenómeno bien conocido.

Se ha demostrado que en el área cortical subventricular y en el giro dentado del

hipocampo del cerebro de rata, áreas ricas en células madres neuronales, la introducción

de SP induce un aumento en el número de células progenitoras neuronales (Park, 2007).

Recientemente se ha publicado que la SP es capaz de estimular la proliferación de

células madre neuronales en la médula espinal tras un traumatismo medular, y lo hace

vía MAPK (Kim, 2015). La SP también parece desempeñar un importante papel en el

desarrollo de la retina. SP y receptores NK1 y NK3 se expresan en la retina en

formación de ratones neonatos (Catalina, 2006), y de manera similar en ratas (NK1 y

NK3) (Oyamada, 1999) y conejos (NK1 y SP) (Casini, 2004). Por lo tanto, es posible

que la SP esté implicada en el neurodesarrollo de una manera mucho más generalizada y

aún por explorar.

Existen datos que sugieren que la SP podría aportar algún tipo de efecto

neuroprotector y podría estar envuelta en la reparación neuronal. Así, la SP podría

disminuir los efectos neurodegenerativos causados por la sustancia B-amiloide

inyectada en el cerebro de un animal vivo (Yanker, 1980; Kowall, 1991), y se sabe

también que el daño neuronal produce un rápido aumento en el número 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 a las células granulares cerebelosas de la muerte

celular inducida por la deprivación 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 deprivación de factores tróficos, efecto mediado

por una inhibición de enzimas proapoptóticas (Lallemend, 2003). Sin embargo, estudios

más recientes asocian a la SP, en el extremo radicalmente opuesto, claros efectos

neurodegenerativos, con destrucción neuronal  mediante apoptosis y muerte celular no

apoptótica; esta paradoja pudiera esta relacionada con las concentraciones de SP,

tratándose por tanto de efectos dosis-dependiente. La SP desempeña un papel

fundamental en la degeneración funcional que sigue al daño cerebral agudo, tanto a

nivel del SNC como periférico (Vink, 2004). También se ha relacionado la inflamación

neurogénica inducida por NP como la SP y la NKA con el edema secundario al trauma

cerebral (Nimmo, 2004). Aunque existen muchos factores que intervienen en el

desarrollo de los déficits funcionales y morfológicos que acontecen tras un traumatismo

cerebral, existe evidencia de que ciertos NP, en especial la SP, desempeñan un papel

fundamental. La SP se libera tras un trauma cerebral agudo como parte de la respuesta

de la inflamación neurogénica, mediante el aumento de la permeabilidad de la BHE y el

desarrollo de edema vasogénico. A nivel celular, la SP ha demostrado producir muerte

de células neuronales. La inhibición de la acción postraumática de la SP, bien mediante

la prevención de su liberación o bien mediante el bloqueo con antagonistas de su

receptor NK1 disminuiría el desarrollo de edema cerebral y por tanto produciría una

importante mejoría en la evolución funcional posterior al trauma (Vink and van den

Heuvel, 2010; Castro-Obregón, 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 concentración-dependiente (a concentraciones nanomolares y hasta

micromolares) como tiempo-dependiente. Las neuronas corticales, hipocampales y

estriatales destruídas no presentaban cuerpos apoptóticos, sino vacuolización. Sin
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embargo, en sus experimentos no observaron la misma toxicidad sobre fibroblastos, ni

siquiera  a concentraciones milimolares. Comprobaron además que esta neurotoxicidad

era mediada por el receptor NK1, ya que se inhibía de forma completa con antagonistas.

Por lo tanto, concluyeron que el receptor NK1 es capaz de mediar un tipo de muerte

celular programada no apoptótica (Castro-Obregón, 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 pronóstico (Lorente,

2015).

Se desconoce el papel que la SP podría tener en casos de hipoxia/asfixia

perinatal y sus consecuencias, la encefalopatía hipóxico isquémica. Este es, sin duda, un

espectro patológico de vital importancia en el período neonatal, consumiendo gran

cantidad de recursos, y cuya incidencia, pese a los avances en obstetricia, se mantiene

prácticamente constante en los mejores hospitales del mundo. La encefalopatía

hipóxico-isquémica (EHI) se define como el síndrome neurológico que aparece en el

RN tras un episodio de hipoxia y/o isquemia acaecido durante el periodo perinatal. El

término de asfixia no es sinónimo al de EHI. La asfixia es causa mientras la EHI es

efecto y no siempre áquella va a provocar lesión encefálica. Los fenómenos

hipoxicoisquémicos pueden causar trastornos de la función pulmonar, cardiovascular,

digestiva, renal, hematológica y metabólica constituyendo en su conjunto el síndrome

postasfíctico. Alrededor del 40 % de RN asfícticos padecen diversos grados de EHI,

originándose el 90% de las lesiones cerebrales antes o durante el parto. La incidencia de

encefalopatía postasfíctica se sitúa alrededor de 6 x 1000 RNT. En nuestro medio la

asfixia es la 5ª causa de mortalidad neonatal. En la actualidad desconocemos si los

niveles de SP se encuentran alterados en LCR de RN asfícticos, o si podría intervenirse

en el curso de la enfermedad actuando sobre los receptores NK1. Es conocido que ante
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un evento hipóxico agudo las concentraciones de SP se ven incrementadas en las

neuronas del núcleo del tracto solitario de ratón (Lindefors, 1986; Srinivasan, 1991). En

el miocardio, se sabe que la SP es capaz de inducir cardioprotección tras fenómenos de

isquemia-reperfusión tanto por su potente efecto vasodilatador coronario como

mediante fenómenos antiapoptóticos actuando a través de su receptor NK1 y las vías

intracelulares del fosfatidilinostol 3-kinasa/AKT. Así, la SP es capaz de proteger las

células miocárdicas en casos de isquemia-reperfusión activando vías de supervivencia

celular (Jubair, 2015). Al contrario, se ha demostrado sobre un modelo experimental de

miocarditis vírica en ratón que la SP está 60 veces más elevada que en ratones no

infectados (Robinson, 2009). Además, IL-1b, TNFa and IL-6 están implicadas en la

fisiopatología de la miocarditis, e interesantemente la SP regula dichas citoquinas

proinflamatorias. Observando en los ratones infectados cardiomegalia, inflamación

cardíaca 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 el virus causante de la miocarditis experimental (Robinson, 2009).

Probablemente, tanto Jubair et al como Robinson et al estén en lo cierto en sus

aseveraciones, aunque aparentemente contradictorias, ya que en el primero las dosis

bajas de SP (fisiológicas) puedan tener un papel beneficioso produciendo

cardioprotección, mientras que en el segundo las concentraciones elevadas de SP

(suprafisiológicas o patológicas) conllevan el efecto contrario de cardiotoxicidad.

De manera similar, se ha demostrado que la SP estimula la liberación de

interleuquinas y produce hepatotoxicidad y apoptosis, y al contrario, tratando dichos

ratones con antagonistas de los receptores NK1 se previene dicha hepatotoxicidad

(Bang, 2003). Deng y Luo han comprobado igualmente cómo la SP participa en los
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fenómenos de daño hepático tras hipoxia, y cómo los antagonistas de los receptores

NK1 podrían frenar ese daño (Deng y Luo, 2011).

Al inducir un daño hipóxico-isquémico en ratas mediante la ligadura de la arteria

carótida izquierda, y estudiar mediante inmunohistoquímica el contenido de SP en

núcleo estriado a los 10 días del daño, se observa que las concentraciones de ésta

disminuyen un 66% en el lado ipsilateral al daño y un 43% en el 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 el lado ipsilateral y

aumentaron en el contralateral (manteniéndose por tanto constantes si tenemos en

cuenta el global del núcleo estriado), y las densidades de receptores dopaminérgicos D1

y D2 se vieron reducidas en un 24 y 22%, respectivamente. Esto pone de manifiesto las

complejas alteraciones neuropeptídicas que acontecen a nivel cerebral tras un daño

hipóxico-isquémico. El descenso en la concentración de SP podría tener efectos

funcionales en la transmisión dopaminérgica, por el ya conocido fenómeno de

cotransmisión, mientras que el aumento en las concentraciones de NPY y dinorfina A

podrían reflejar un intento de compensación preservando la integridad de grupos

neuronales, aumentando la síntesis de unos NP y disminuyendo la liberación de otros

(Johnson, 1994). El factor hipoxia-inducible 1α (HIF1A) responde a los cambios en la

disponibilidad de oxígeno en el entorno celular, siendo liberado en condiciones de

hipoxia. Se encarga de regular los efectos de ésta, tales como la formación de neovasos,

desarrollo del sistema vascular en el embrión, e incluso el desarrollo de tumores

malignos (Benizri, 2008). El HIF1A resulta vital para el desarrollo. En mamíferos, la

ausencia de genes HIF-1 trae como consecuencia la muerte perinatal. Además, el

HIF1A desempeña un papel fundamental en la regulación del metabolismo en humanos

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

Drzewiecka, 2008).

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

Sin embargo, se ha demostrado que la SP regula la expresión de HIF1A a través de su

gen TAC-1 de manera que en la fase de reoxigenación tras hipoxia se ha observado que

la expresión del gen TAC-1 actúa inhibiendo la expresión del HIF1A mediante un

retraso en la producción de SP en el estroma de la médula ósea, y la SP también se

encargaría de frenar a la caspasa-3, un indicador de apoptosis y eritropoyesis. Se trataría

de un efecto paradójico de la SP en en tejido estromal de médula ósea durante la fase de

reoxigenación tras hipoxia (Qian, 2001). La SP es capaz de inducir inflamación

neurogénica en el SNC tras una lesión isquémica al igual que ocurre tras un

traumatismo cerebral, ya que tras el daño la SP perivascular es liberada produciendo una

importante disrupción de la BHE y el 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 quedan patentes

en el trabajo con modelo experimental de Springer et al, en el que la administración

crónica de SP es capaz de producir hipertensión pulmonar a través de la inducción de la
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angiogénesis y remodelación vascular, mediado por especies reactivas de oxígeno

(Springer, 2003). En modelo experimental mediante la ligadura de la arteria mesentérica

superior en ratas se demuestra cómo los antagonistas de los receptores NK1 son capaces

de revertir los efectos de la SP ante situaciones de isquemia-reperfusión, como son

principalmente el aumento de la permeabilidad vascular y el reclutamiento de

neutrófilos, tanto localmente (intestino) como a distancia (pulmón) (Souza, 2002).

La retina ha sido clásicametne considerada como “una ventana al SNC”, o lo que

es lo mismo, la única parte del SNC que puede ser directamente visualizada mediante

una sencilla técnica, la oftalmoscopia, y muchas veces representa un fiel reflejo

indirecto de diferentes patologías que pueden acontecer en el SNC. Dado el carácter

proangiogénico de la SP, se ha postulado si quizás podría estar relacionada con la

retinopatía inducida por oxígeno, como es el caso de la retinopatía 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 al (Ziche, 1990 y 1994) describieron como la SP

estimula la neovascularización in vivo, y la inducción de la proliferación de células

endoteliales. Antagonistas específicos de la SP resultan eficaces en el bloqueo de esta

respuesta en córnea de conejo. Fan et al confirmaron mediante sus experimentos en

ratas la acción proangiogénica de la SP y mostraron del mismo modo su inhibición por

antagonistas del receptor NK1 (Fan, 1993). Otro modelo experimental en ratas puso de

manifiesto que la SP aumenta la angiogénesis por una acción directa mediada por los

receptores NK1 en la microvascularización, siendo un proceso esencial en la cura de

heridas y en la inflamación (Walsh, 1996). Además, la SP endógena podría estar

implicada en la neoangiogénesis relacionada con la inflamación neurogénica (Seegers,

2003). La neoangiogénesis se ha relacionado con el incremento de la expresión del

receptor NK1. La SP, tanto administrada de forma exógena como por un aumento de la
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tasa endógena de la misma, produce un aumento neurogénico de la angiogénesis en

ratas mediante la activación de los receptores NK1, y los antagonistas no peptídicos de

estos receptores pueden inhibir la angiogénesis neurogénica que contribuye a la

patogenia de algunas enfermedades (Seegers, 2003). En modelo experimental de ratón,

la inoculación subconjuntival del antagonista de los receptores NK1 “spantide” durante

la fase clínica de la queratitis herpética tuvo como resultado una significativa reducción

de la opacidad corneal y de los fenómenos de angiogénesis acompañante que se dan en

esta patología (Twardy, 2011), por lo que sería lógico pensar que los mismos

fenómenos de inhibición de la angiogénesis mediante antagonistas de los receptores

NK1 podrían darse en la retina. Se ha demostrado que la neuropatía que se puede

producir tras terapias con láser retiniano es capaz de hacer que el órgano ocular pierda

sus privilegios inmunes, y este hecho ocurre vía SP/NK1 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 la implicación

de la SP en la retinopatía 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 retinopatía inducida por

oxígeno (Schmid, 2012). El óxido nítrico (NO) es un importante modulador del flujo

sanguíneo ocular, y además es mediador en la respuesta vasodilatadora de los vasos

oculares de múltiples neurotransmisores, como SP, insulina, histamina, bradiquinina y

acetilcolina.  El sistema L-arginina/NO se ha relacionado también con la retinopatía de

la prematuridad (Schmetterer, 2001), y quizás en posteriores estudios se demuestre que

la SP intervenga en esta asociación, y podamos actuar sobre la prevención y/o evolución

de esta patología tan prevalente entre los grandes inmaduros mediante el bloqueo de los

receptores NK1.
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Otra patología del RN en la que cada vez se conocen más implicaciones de la SP

es el síndrome convulsivo. Existen muchos datos que demuestran que la SP es

proconvulsivante. Ya en 1986, Garant consiguió reducir significativamente las

convulsiones inducidas en modelo experimental de rata (electroshock a máxima

potencia e inyección de bicuculina) mediante la microinfusión de antagonistas de los

receptores NK1 en sustancia negra (Garant, 1986). Ko et al estudiaron las

concentraciones de SP, somatostatina, prolactina y VIP en 70 muestras de plasma y 32

de LCR en pacientes entre 1 mes y 18 años 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 más severos de la enfermedad, y por

lo tanto con los casos más rebeldes a la medicación (Ko, 1991). Recientemente, Blanco

et al demostraron un aumento en la expresión tanto de SP como de receptores NK1 en

las neuronas y células gliales del hipocampo de pacientes con esclerosis mesial

temporal. Esto confirmaría que la SP tendría un efecto neurotóxico, produciendo muerte

neuronal, y sin embargo sobre las células gliales tendría un efecto mitogénico y de

proliferación celular, explicando el por qué apenas se observan neuronas (muerte

neuronal) y sí que existe un fenómeno de gliosis, ambos efectos producidos por el

aumento de SP (Blanco, 2012). En la infancia, también se han encontrado

concentraciones  de SP y de los receptores NK1 en el síndrome 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 generación de

status epiléptico (Zachrisson, 1998). Se ha visto que, inyectada en el hipocampo de la

rata, la SP disminuye el umbral de inicio de la actividad convulsiva, y de la misma

manera el spantide II, un antagonista del receptor de la SP, es capaz de suprimir la

actividad electroencefalográfica y prevenir el desarrollo de nuevas crisis en este grupo



175

de ratas (Liu, 1999). Además, se ha comprobado que los ratones carentes del gen TAC-

1 presentan una mayor resistencia a la aparición de convulsiones, siendo éstas de menor

intensidad y duración y además con una recuperación más rápida tras las mismas, al

mismo tiempo que se mostraban más protegidos de la destrucción de neuronas

hipocampales, tanto por necrosis como por apoptosis (Liu, 1999). Estos datos

demuestran el papel proconvulsivante de la SP y de su gen TAC-1. También se ha

comprobado cómo el ácido valproico inhibe la expresión de receptores NK1 en

astrocitos tanto de de rata como en humanos (Lieb, 2003). En un modelo experimental

mediante inducción de convulsiones con ácido kaínico, Zarichsson et al pretrataron con

el antagonista de los receptores NK1 CP-122,721-1 y comprobaron una disminución de

la actividad convulsivante, así como una correlación positiva con la supervivencia

neuronal (Zachrisson, 1998). Tanto la reducción de la actividad convulsivante como la

neuroprotección observadas en ratones con defecto en el gen de la TAC-1 están

causados por la extinción de las vías de señalización mediadas por SP/NKA que son

activadas por las convulsiones. Estos datos sugieren que estas TK son críticas para el

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 aún no ha sido suficientemente investigado ni en animales ni

en humanos (Muñoz y Coveñas, 2014). Kalinichev et al han llevado a cabo un estudio

en modelo experimental animal evaluando la eficacia del antagonista del receptor NK1

vofopitant, solo o en combinación con diferentes drogas antiepilépticas, ya que muchos

pacientes epilépticos se muestran resistentes a los anticomiciales, 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 el receptor NK1. Además, 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 el 99% de los receptores NK1, al igual que ocurre con

otros antagonistas de los receptores NK1 estudiados en humanos. Los autores concluyen

que se podrían obtener importantes beneficios en la práctica clínica al añadir

antagonistas de los receptores NK1 a ciertas drogas antiepilépticas utilizadas en la

actualidad (Kalinichev, 2010).

Las hemorragias intraventriculares (HIV) son una importante causa de lesión

cerebral en el RNPT. Dicha lesión está generada tanto por la HIV como por sus

complicaciones más frecuentes: la hidrocefalia posthemorrágica y la leucomalacia

periventricular. Las HIV por lo general ocurren en el RNPT y su incidencia tiene una

relación inversamente proporcional a la edad gestacional y el peso al nacer. A finales de

los 70 la incidencia de la HIV se situaba entre el 40 y 50%, pero con el desarrollo de la

neonatología y su especialización, se fue reduciendo hasta el 20-25% de finales de los

90. Esta curva de mejora se ha estancado en los últimos 10-15 años, en parte debido a la

mejora en la supervivencia de los prematuros extremos, los cuales siguen estando en

riesgo de HIV. En el RNPT, las HIV son debidas a dos particularidades patogénicas

como la fragilidad de la matriz germinal y las alteraciones del flujo sanguíneo cerebral.

La abundante y rica red de capilares situada en la matriz germinal, está 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 hemodinámica del RNPT en las

primeras horas de vida y la falta o deficiente autorregulación del flujo cerebral. Las
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fluctuaciones en el flujo cerebral del RNPT están relacionadas con la HIV. Los RNPT

son particularmente vulnerables a las variaciones del flujo cerebral ya que tienen muy

mala autorregulación comparado con los RNT. Esto implica que cualquier variación de

la tensión arterial del RNPT se traduce en una variación del flujo cerebral, dañando los

frágiles capilares de la matriz germinal. Los plexos coroideos situados en el sistema

ventricular cerebral, constituyen la principal fuente de secreción de LCR y representan

la principal barrera para el control del entorno del SNC, separando así el LCR del flujo

sanguíneo general. Lavezzi et al estudiaron los plexos coroideos en 84 estudios

necrópsicos 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 alteraciones morfológicas o

funcionales en las muertes perinatales inexplicadas (síndrome de muerte súbita del

lactante y síndrome de muerte súbita intrauterina inexplicada). Se observó una mayor

incidencia de alteraciones histológicas e inmunohistoquímicas, entre ellas una

sobreexpresión de SP y apoptosis, de manera significativa (p < 0,05 con respecto a

controles). También se observó correlación positiva entre el tabaquismo materno

durante el embarazo y alteraciones neuropatológicas coroideas. Así, subrayan los

efectos negativos que supone la exposición prenatal a la nicotina en el desarrollo del

sistema nervioso y en particular de estructuras tan vulnerables en su desarrollo como es

el plexo coroideo (Lavezzi, 2013). En el plano de lo teórico, mecanimos que podrían

respaldar la posible participación de la SP en la hemorragia cerebral del neonato, tan

frecuente en el período neonatal, serían los que rigen la llamada vasodilatación

neurogénica. Así, se ha encontrado SP en terminaciones nerviosas sensoriales que

rodean a los vasos sanguíneos de diferentes localizaciones anatómicas, por medio de las
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cuales median dicha vasodilatación neurogénica (Furness, 1982). Además, en humanos

voluntarios la administración intravenosa de eledoisina, agonista de la SP, produce

hipertensión intracraneal, aumento de la frecuencia respiratoria y vasodilatación cutánea

(Broccardo, 1995). La SP posee una importante acción vasodilatadora (Erspamer, 1981;

Evans, 1988), y participa en la regulación del flujo sanguíneo en otras áreas del

organismo, como la retina (Schmetterer, 2001), por lo que pensamos que del mismo

modo podría influir activamente en la regulación del delicado flujo sanguíneo cerebral

del RNPT, y quizás en un futuro se podría actuar farmacológicamente sobre sus

receptores NK1 para prevenir la HIV tan frecuente en RNPT extremos.

La SP es uno de los neurotransmisores que intervienen en la transmisión de la

señal dolorosa. Junto con sus receptores NK1, está presente en el asta dorsal de la

médula espinal, donde al igual que la NKA desmpeña un papel fundamental en la

nocicepción. Así mismo, la SP contribuye a la transmisión 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 generación del

dolor neuropático, donde también interviene la SP (Jang, 2004). Durante el dolor

crónico ya se describió hace varias décadas un aumento importante de la expresión de

los receptores NK1 (Chahl, 1976; Lembeck, 1979; Furness, 1982; Lundberg, 1984). Los

RN ingresados en las unidades de cuidados críticos, y más concretamente los RNPT,

pueden percibir diferentes tipos de dolor, y frecuentemente su infradiagnóstico o terapia

incorrecta pueden conducir a efectos fisiológicos 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 al desarrollo de un

síndrome doloroso sin la adecuada intervención. Gadzhieva et al encontraron en RNPT
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críticos con lesión hipóxico-isquémica del SNC niveles de SP plasmáticos del orden de

hasta 14,46 ng/ml, confirmando el desarrollo de un síndrome doloroso (Gadzhieva,

2009). La administración intravenosa en jerbos de ciertos antagonistas de los receptores

NK1 (L-733,060) tras la provocación de un estímulo doloroso causa la inhibición

completa dosis-dependiente de la fase tardía de la respuesta nociceptiva (Rupniak,

1996). Sin embargo, hasta el momento los ensayos en humanos con varios antagonistas

de los receptores NK1 (aprepitant, lanepitant, AV-608 y Cj-11,974) no han demostrado

ser eficaces en el tratamiento del dolor en dife rentes patologías (dolor neuropático,

dolor visceral, dolor postoperatorio, osteoartritis y fibromialgia) (Borsook, 2012). El

primer caso publicado en el que un antagonista de los receptores NK1 (en concreto,  CP

99,994) es útil en el tratamiento del dolor se debe a Dionne et al, para el dolor dental

postoperatorio (Dionne, 1998). Se ha sugerido que la ineficacia de ciertos antagonistas

de los receptores NK1 para el tratamiento del dolor en ensayos clínicos en humanos

podría deberse a una pobre penetración al SNC de estos compuestos a las dosis

ensayadas (Hill, 2000; Muñoz y Coveñas, 2014), aunque este no fue el caso de

aprepitant.

Sin duda una de las patologías del SNC del RN en las que más aplicabilidad

podría tener el conocimiento de su relación con la SP son los procesos infecciosos

/inflamatorios tipo meningitis/encefalitis/meningoencefalitis y sus complicaciones

(colecciones purulentas, ventriculitis, fibrosis/tabicación/hidrocefalia…etc). La

incidencia de meningitis es mayor en el período neonatal que en ninguna otra época de

la vida, siendo más frecuente en la primera semana. Se considera, en general, que se

asocia a la sepsis bacteriana en el 20-25% de las mismas. En la literatura se describe una

frecuencia de meningitis bacteriana neonatal precoz que oscila entre 0,2-1‰ RN vivos

(Klein, 1995). En la fase aguda, sus complicaciones más importantes son el edema
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cerebral, hipertensión intracraneal progresiva, lesión cerebral parenquimatosa difusa,

lesión cerebral parenquimatosa focal y ventriculitis. La SP es el principal mediador y

desencadenante de la actividad neuroinmunomoduladora y de la respuesta inflamatoria

neurogénica y no neurogénica (Fiebich, 2000; Harrison y Geppetti, 2001). El eje

neuroinmune, es un camino bidireccional de comunicación entre los dos sistemas

(O´Connor, 2004). El sistema SP/NK1 receptor regula los sistemas inmune clásico

celular (Lieb, 1997) y humoral (Pascual, 1991). Las características de la inflamación

neurogénica son el aumento de la permeabilidad vascular, la extravasación de plasma, la

formación de edema y la infiltración de leucocitos (Holzer, 1988; Harrison y Geppetti,

2001). La SP no sólo 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), macrófagos, células dendríticas, eosinófilos (Aliakbari, 1987), linfocitos

(Lai, 1998), los mastocitos y células de Leydig (Chiwakata, 1991), las células de

Hofbauer (Muñoz, 2013a) también expresan SP. Además, la expresión tanto de la SP

como de los receptores NK1 está aumentada durante la inflamación (Weinstock, 1988),

y este efecto puede ser bloqueado a su vez por antagonistas de los receptores NK1

(O´Connor, 2004). Esto ha llevado a la hipótesis de que la SP actúa no sólo como un

mediador entre el sistema nervioso y el sistema inmune sino que actúa también de

forma independiente de los nervios sensoriales a través de una regulación paracrina y/o

autocrina para mediar las interacciones directas entre las células inmunes (Muñoz,

2011). En la revisión realizada por O'Connor TM et al (2004) se correlacionan elevados

niveles de SP en sangre y aumento de expresión de los receptores NK1 en diversas

enfermedades inflamatorias. Es conocido que la SP contribuye al reclutamiento de

leucocitos en los procesos inflamatorios, aumenta la producción de citoquinas y

favorece la quimiotaxis de los leucocitos a través de los receptores NK1. También se ha
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demostrado que la SP induce la proliferación 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 ARNm preprotaquicinina, que codifica y

produce SP (Lai, 1998). Por otra parte, se sabe que la SP a concentraciones nanomolares

induce la síntesis de citoquinas proinflamatorias en células de la neuroglia y linfoides,

aumentando la expresión de las IL-2 en células T (Calvo, 1992; Rameshwar, 1993) y

estimulando la producción de IL-1, IL-6 y TNF-α en astrocitos, microglías (Gitter,

1994; Lieb K, 1998; Fiebich, 2000) y macrófagos (Lotz, 1988). La SP podría controlar

estos mediadores inflamatorios tanto a través del activador transcripcional NF-kB

(factor de necrosis kB), que a su vez regularía muchas citoquinas inflamatorias (Lieb,

1997), como por otras vías independientes del NF-kB. En este sentido, Fiebich et al

demostraron que la SP induce la expresión de citoquinas proinflamatorias como la IL-6,

implicada en diferentes fisiopatologías, a través de las vías MAPK, siendo estas vías un

componente esencial para el control de la inflamación neurogénica dentro del SNC e

independiente del NF-kB (Fiebich, 2000). Hegde et al, en estudios con ratones

observaron que la SP ejerciendo su acción a través del receptor NK1 es responsable de

la respuesta inflamatoria y el daño pulmonar en la sepsis y el bloqueo del receptor NK1

es protector de la lesión pulmonar en los ratones con sepsis polimicrobiana inducida

(Hegde, 2007). La SP unida al receptor NK1 estimula y regula las citoquinas

proinflamatorias (Williams, 2007) y la activación de mediadores inflamatorios en la

sepsis depende principalmente de la activación del factor de transcripción NF-kB

(Calzado, 2007). Además, la vía SP-NK1 receptor-NF-kB regula al alza 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 macrófagos y en

las células dendríticas murinas (Marriott, 2000), en las células 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 riñón humano (a través de PKC, ERK) (Lai, 2008) y en

preadipocitos mesentéricos humanos (Karagiannides, 2006). Existe la posibilidad de

que la acción de la SP a través del receptor NK1 inicie la cascada de señalización

inflamatoria que está mediada por PKCa y conduce a la activación de NF-kB y AP-1 y

la modulación de más mediadores proinflamatorios en la sepsis polimicrobiana.

Además, esta cascada inflamatoria iniciada por la SP es bloqueada a través de un

antagonista del receptor NK1 (SR140333) (Hegde, 2010).

Todos estos datos nos llevan a la idea de que la SP, a través del receptor NK1,

podría estar involucrada en la etiopatogenia de diferentes desórdenes

infeccioso/inflamatorios, iniciando, acelerando o manteniendo dichos procesos en

patologías asociadas al SNC, en particular del RN. Muñoz y Coveñas proponen a la SP

como biomarcador de la inflamación ya que estimula la producción de interleuquinas a

través de distintas vías, como la IL-6, participando en la regulación de procesos

inflamatorios (Muñoz y Coveñas, 2014). Dentro del interés que suscita la molécula

como posible iniciador y mediador inflamatorio, habría que destacar la disponibilidad

de diferentes antagonistas selectivos de los receptores NK1, del tipo no peptídico, los

cuales son candidatos idóneos para bloquear los efectos de la SP en la práctica clínica, si

se llegara a demostrar más adelante que efectivamente ésta desempeña un papel

importante en los procesos inflamatorios que afectan al SNC del RN. La implicación de

la SP y su receptor NK1 en la meningitis bacteriana ya ha sido demostrada. En la rata, la

SP induce vasodilatación arteriolar de la pia madre durante la meningitis neumocócica,

y el tratamiento con el antagonista del receptor NK1 “Spantide” es capaz de atenuar de

manera significativa la vasodilatación arteriolar mencionada en este tipo de meningitis
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(Pfister, 1995). La microglía expresa receptores NK1 y la SP es capaz de elevar de

manera significativa productos proinflamatorios de tipo prostanoide inducidos por

agentes baterianos en cultivos aislados de estas células (Chauhan, 2008). La interacción

del sistema SP/NK1 receptor es un componente esencial de la iniciación y/o progresión

in vivo de la inflamación del SNC iniciada en concreto por dos agentes bacterianos

clínicamente tan relevantes como son Neisseria meningitidis y Borrelia burgdorferi.

Tanto la elevación en la producción de citoquinas proinflamatorias como la disminución

de la producción de citoquinas inmunosupresoras se ven marcadamente atenuadas en

ratones que carecen genéticamente de la expresión del receptor NK1, 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 neumocócica que la

SP también es capaz de incrementar la respuesta inflamatoria glial al Gram positivo

Streptococus pneumoniae, y que la interacción SP/NK1 receptor de nuevo juega un

papel fundamental en el desarrollo de la inflamación del SNC (Chaughan, 2011).

Además, actuar sobre el receptor NK1 no sólo previene el desarrollo del daño por

inflamación cuando los antagonistas son administrados profilácticamente, sino que

también son capaces de limitar o revertir la neuroinflamación asociada a una meningitis

neumocócica ya establecida, con intención terapéutica (Chaughan, 2011). La

intervención terapéutica con antagonistas de los receptores NK1 revierte la gliosis y

desmielinización asociadas a la infección incluso en ausencia de cambios en la carga

bacteriana presente en SNC (Chaughan, 2011). Todos estos datos sugieren que el

sistema SP/NK1 receptor desempeña un papel importante en la patología del SNC, y

por lo tanto el receptor NK1 podría llegar a ser una buena diana terapéutica y una

excelente estrategia de tratamiento mediante el empleo de sus antagonistas (Muñoz y

Coveñas, 2014).
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VI. RESUMEN
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La SP es el principal mediador y desencadenante de la actividad

neuroinmunomoduladora y de la respuesta inflamatoria neurogénica y no neurogénica.

El eje neuroinmune es un camino bidireccional de comunicación entre los dos sistemas.

La SP se encuentra presente en la práctica totalidad de nuestro organismo, y ejerce

múltiples funciones tanto fisiológicas como patológicas, de manera directa o mediante

el control y modulación de una gran variedad de sistemas bioquímicos, ya que puede

actuar der manera autocrina, paracrina, o endorina en su función de verdadera hormona.

El sistema SP/NK1 receptor regula los sistemas inmune clásico celular y humoral,

siendo el mediador y desencadenante principal de la repuesta inflamatoria, por lo que al

conocer sus valores normales en LCR, podríamos tener una referencia sobre la

desviación de la normalidad  de dichos valores en diferentes procesos patológicos que

afectan al SNC del RN y quizás puedan ser útiles para el diagnóstico precoz de algunos

de estos procesos o incluso se pueda llegar a actuar sobre estas patologías si se llega a

demostrar la eficacia de la utilización de antagonistas de los receptores NK1 como

tratamiento apropiado.

Hasta ahora no hemos podido disponer de estos valores normales principalmente

por la dificultad ética que supone la obtención de la muestra de LCR, obtenido de

manera obligada a través de la técnica de PL, en pacientes menores y en teoría libres de

patología. En nuestro caso hemos superado este hándicap mediante la aplicación de

estrictos criterios de inclusión y exclusión para RN con indicación médica de

realización de PL por diferentes factores de riesgo. Hemos llevado a cabo la

determinación de SP mediante la técnica de ELISA en 126 muestras procedentes de 63

RN menores de 30 días de vida libres de patología del SNC.
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Con este estudio los valores normales 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 patologías que afectan al SNC del RN en las que el conocimiento de estos

valores normales podrían tener aplicabilidad son tan variadas como las que se citan a

continuación: malformaciones congénitas, hipoxia/isquemia perinatal y encefalopatía

hipóxico-isquémica, retinopatía de la prematuridad, síndrome convulsivo, dolor y

procesos infecciosos que afectan al SNC.

Conociendo ya cuáles son estos valores normales, se abre un amplísimo campo

para la investigación, que podría conseguir importantes avances en el área de la

Neonatología, y muy especialmente en los cuidados críticos en la atención de RN

vulnerables.
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VII. CONCLUSIONES
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1- La SP está presente en todas las muestras estudiadas LCR de RN.

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

SNC.

3- El método ELISA es fiable para la determinación de la SP en LCR ya que no hay

diferencias significativas entre los valores de dos muestras del mismo individuo en

sesenta y tres casos.

4- Los niveles de SP en LCR de RN se hallan en concentraciones pg/ml, y estos valores

quedan 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 patologías del SNC que afectan especialmente al

RN.

6- En base a las implicaciones fisiopatológicas de la SP, en un futuro probablemente se

podrá utilizar en la práctica clínica como un biomarcador precoz de inflamación e

infección.

7- El posible uso de la SP como biomarcador, incluiría la posibilidad del uso de los

antagonistas de los receptores NK1 como intervención terapéutica, ampliándose el

concepto de biomarcador clásico pues también incluiría 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 comprensión de los

fenómenos fisiológicos del SNC donde se halla implicada la SP. Y establecen las bases

para un futuro abordaje de la fisiopatología en la que está involucrada la SP.
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