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El receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR) es el miembro mejor caracterizado de la superfamilia de canales iénicos activados

por ligando (LGICs). Las disfunciones del nAChR se han relacionado con graves alteraciones fisiopatolégicas del sistema nervioso,

asi como con alteraciones inflamatorias e inmunoldgicas y con el desarrollo de ciertos tipos de cancer. Por ello, el conocimiento de

las moléculas que modulan la funcién de este receptor, el estudio de sus mecanismos de accién y la dilucidacion de sus lugares de

unién son de gran interés cientifico, ya que son pasos fundamentales para avanzar en el desarrollo de nuevas moléculas de

aplicacién terapéutica, dirigidas al tratamiento de las patologias mencionadas. Esta revisién pretende describir los principales

mecanismos de modulacién del nAChR y exponer los efectos que diversas moléculas de interés clinico ejercen sobre el nAChR,

algunas inhibiendo su actividad y otras potenciandola.

Estructuray funcion del nAChR

El nAChR es una proteina transmembrana pentamérica,
que pertenece a la superfamilia de receptores iénicos activados por
ligando. Se localiza en distintas zonas del sistema nervioso central
(SNC) y periférico (SNP), musculo y otros tejidos no excitables,
incluyendo tejido linfoide, endotelio vascular, células cutaneas y
adipocitos (Gotti y Clementi, 2004). Las subunidades que
constituyen el nAChR presentan cuatro segmentos transmembrana
(M1-M4) que forman un poro iénico selectivo a cationes, limitado
por los segmentos M2 de cada subunidad (Figura | A, y A,). EInAChR
se activa por la unién del agonista a lugares especificos localizados en
dominios extracelulares (Unwin, 2005), lo que resulta en un cambio
conformacional que lleva al canal de un estado cerrado a otro
abierto, permitiendo el flujo de iones y generando corrientes idnicas
através de la membrana (Figura |B). Aparte de los estados abierto y
cerrado, el nAChR puede adoptar varios estados desensibilizados,
en los cuales el NAChR presenta una mayor afinidad por el agonista
pero no permite el flujo de iones a su través (Giniatullin y cols.,
2005).

Los nAChRs presentan una gran diversidad estructural,
definida por la variedad de subunidades que los conforman y su
estequiometria, lo que determina sus propiedades funcionales y
farmacoldgicas. El prototipo de estos receptores es el presente en la
uniéon neuromuscular de vertebrados y en los electrocitos de
algunos peces eléctricos (NnAChRm), que esta constituido por dos
subunidades a, (que presentan los lugares de unién al ligando)
asociadas a una subunidad 3,, 8 y € (en el adulto) o y (en periodo fetal
o en musculo denervado) (Figura | Ay C). En el sistema nervioso de
vertebrados existe una amplia heterogeneidad de nAChRs, llamados
genéricamente nAChRs neuronales (nAChRn), que se diferencian
atendiendo a su afinidad por agonistas y por a-bungarotoxina
(Albuquerquey cols., 2009). Los nAChRns se pueden clasificar en: i)
heteroméricos, formados por la asociacién de dos subunidades a,,
as, a,, d; o 4, y tres subunidades S,, B, o B, (Figura | C), siendo los
a,B,y a,B, los mas abundantes del SNC y SNP, respectivamente; ii)
homomeéricos, formados por la asociacién de cinco subunidades a,,
a, 0 a,, siendo los a, los mas comunes (Figura | C).

Dada su relevancia funcional, los nAChRs constituyen una
de las dianas terapéuticas mas relevantes, ya que estan implicados en
el origen o desarrollo de diversos procesos fisiopatolégicos de gran
prevalencia, incluyendo, entre otros, la adiccién a la nicotina, ciertos
tipos de miastenia, esquizofrenia, alteraciones cognitivas,
enfermedades neurodegerativas como Alzheimer o Parkinson,
alteraciones inflamatorias e inmunolégicas y algunos tipos de cancer
(Gotti y Clementi, 2004; Ashcroft, 2006; Hurst y cols., 2012). Por
tanto, los estudios dirigidos a la caracterizacién de los lugares de

modulacién de estos receptores son clave para el desarrollo de
nuevos farmacos que potencien o, en su caso, inhiban la funcién de
subtipos especificos (Arias, 201 0).

Mecanismos de modulacion del nAChR

Las moléculas que modulan el NAChR pueden unirse a esta
proteina en muy distintas regiones (Figura 2A) y mediar sus efectos
por distintos mecanismos:

i) Algunas moléculas acttian uniéndose en el interior del
canal, cuando éste se encuentra abierto, lo que impide el paso de
iones a su través (Figura 2A, esfera amarilla). Este tipo de bloqueo,
conocido como “de canal abierto” es de tipo estérico, no
competitivo, y no es estatico, ya que las moléculas inhibitorias se
unen a su lugar especifico y se disocian continuamente (flickering),
generandose un equilibrio entre las especies unidas y las libres
(Neher y Steinbach, 1978). Este mecanismo de bloqueo se observa
principalmente, pero no exclusivamente, con moléculas cargadas y
su efecto es dependiente del potencial de membrana celular.

ii) Otras moléculas presentan afinidad por el lugar
ortostérico (zona de fijacién del ligando), por lo que compiten o
interfieren con el agonista en su unién al receptor. Estas moléculas,
que pueden ser agonistas, actian como inhibidores competitivos
clésicos (Figura 2A, pentagonos verdes).

iiif) Hay moléculas que no bloquean estéricamente la luz
del canal, ni actGan en la regién ortostérica y, genéricamente, se
denominan moduladores alostéricos, que pueden ser de caracter
positivo (MAP) o negativo (MAN), seglin aumenten o disminuyan la
actividad del nAChR, respectivamente. Estos moduladores
alostéricos pueden actuar en distintas regiones del nAChR, pues la
unién de una molécula a cualquier lugar del nNAChR puede modificar
su estabilidad en una conformacién y/o las barreras energéticas para
cambios conformacionales (Hogg y cols., 2005; Bertrand y
Gopalakrishnan, 2007). Entre los moduladores alostéricos se
incluyen: a) moléculas que actian a nivel extracelular, cuando los
canales se encuentran en estado cerrado, generando un cambio
conformacional que puede dificultar o facilitar/estabilizar su
apertura (Arias, 2010; Figura 2A, estrellas rosas) y/o modificar el
grado de desensibilizacién (Giniatullin y cols., 2005; Yakel, 2013;
Figura 2A, rectangulo rojo); b) una gran variedad de moléculas
hidréfobas, que pueden difundir al interior de la membrana e
interaccionar con lugares situados en la interfase proteina-lipidos
(Hogberg y cols., 2007; Figura 2A, triangulos rojos) y c) algunos
ligandos que interaccionan con residuos del interior del canal que,
aparte del bloqueo estérico, pueden evocar un aumento en la
desensibilizacién (Figuras 2A, rectangulos naranjas), lo que reduce el
nimero de nAChRs susceptibles de ser abiertos por el agonista
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Figura 1. Estructura del nAChR de la electroplaca de Torpedo
marmorata y heterogeneidad de nAChRs en base a las subunidades que
los componen. (A, y A,) Modelo del nAChRm generado a partir de la
estructura de la proteina depositada por Nigel Unwin en el Protein Data
Bank (ID: 2BG9). (A,) Imagen del nAChRm en un plano perpendicular a la
membrana, visto desde el lado extracelular. Se observa la disposicién de las
cinco subunidades que conforman un canal iénico central. (A,) Perspectiva
del nAChRm paralela al plano de la membrana. Obsérvese cémo la regién
extracelular, que contiene las zonas de unién del ligando, es muy prominente
y que cada subunidad presenta 4 segmentos transmembrana en forma de
hélices a. Las lineas horizontales representan el espesor de la bicapa lipidica.
(B) Registro obtenido con la técnica de parche de membrana de un nAChR
de electroplaca de Torpedo reconstituido en un proteoliposoma gigante
(registro no publicado de los autores). Los cambios de nivel indican las
corrientes unitarias cuando el canal pasa del estado cerrado (C) al abierto
(A), por efecto del agonista. (C) Las diferentes subunidades de los nAChRs
forman multiples oligémeros, que se localizan de forma diferencial en el
sistema nervioso y los mUsculos. Los 6valos amarillos representan el lugar de
unién del agonista. (*) La subunidad € se sustituye por la y presente en el
musculo denervado o embrionario. (**) Los receptores homoméricos del
SNC pueden estar constituidos por 5 subunidades 0, o a,.

(Ochoay cols., 1989; Arias, 2010).

iv) Por Ultimo, algunas moléculas modifican la cinéticade la
desensibilizacién mediante un efecto indirecto, muchas veces
mediado por la formacién de segundos mensajeros, que causan la
fosforilacién de residuos intracelulares del nAChR (Ochoa y cols.,
1989; Figuras 2A, rectangulos azules).

El acceso de los ligandos a los distintos lugares de
modulacién que presenta el nAChR puede efectuarse mediante 2
vias: la hidrofilica y la hidrofébica (Figura 2B). Mediante la via
hidrofilica (Figura 2B, azul), los moduladores pueden interactuar con
residuos expuestos en el lado extracelular y en la luz del canal.
Mediante la via hidrofébica (Figura 2B, rojo), las moléculas
interaccionan con aminoacidos que forman parte de los segmentos
transmembrana, penetrando desde la bicapa lipidica. Estas 2 vias no
son excluyentes para una determinada molécula, porque depende
de si ésta puede adoptar en el medio mas de una conformacién

molecular (por ejemplo, cargada y neutra). Asi, lo normal es que
incluso las moléculas mas simples modulen la funcién del nAChR por
distintos mecanismos, uniéndose en diferentes puntos de la
proteina.

Modulacion negativa del nAChR

Entre los MANs del nAChR mejor estudiados se incluyen
los anestésicos locales (ALs), que se utilizan rutinariamente en la
practica médica por inhibir reversiblemente los potenciales de
accién que se propagan por fibras nerviosas y actuar como
antiarritmicos cardiacos. En general, los ALs son aminas aromaticas
anfifilicas, en las que un enlace éster o amida separa las porciones
hidrofilica e hidrofébica. Sin embargo, en los estudios de modulacién
del nAChHR se han utilizado preferentemente analogos moleculares
con grupos amonio-cuaternario, es decir, permanentemente
cargados, tales como QX-222 o QX-314. Estas moléculas, similares
a la lidocaina, causan un bloqueo a canal abierto del nAChR,
uniéndose en el interior del canal y ocluyéndolo fisicamente (Neher
y Steinbach, 1978; Horn y Brodwick, 1980). Este mecanismo de
inhibicion lo ejercen también otros anestésicos locales con grupos
amino-terciario en su estructura molecular, como la procaina
(Adams, 1977), la tetracaina (Koblin y Lester, 1979) o la lidocaina
(Alberola-Die y cols., 2011 y 2013). Este efecto se debe,
posiblemente, a que un elevado porcentaje (>83%) de sus
moléculas estan protonadas a pH 7, por lo que, a ese pH, se
comportarian como moléculas con grupos amonio-cuaternario. Un
mecanismo similar de inhibicién se observa con otras moléculas con
grupos amonio-cuaternario, incluyendo anticolinesterasicos como
el edrofonio (de uso clinico), o el BW284c5| (Olivera-Bravo y cols.,
2005, 2007).

Los ALs con grupos amonio-cuaternario, ademas de
actuar como bloqueantes no competitivos del NnAChR, al “taponar”
el poro idnico, incrementan la desensibilizacion del nAChR (Sine y
Taylor, 1982; Neher, 1983). Un efecto similar se ha descrito para la
lidocaina (y otros ALs de estructura similar), que incrementa la
desensibilizacién de los nAChRms (Steinbach, 1968; Anwyl y
Narahashi, 1980; Alberola-Die y cols., 201 1) y nAChRns, al menos
aquellos subtipos expresados en ganglios vegetativos (Alberola-Die
y cols., 2013). Cabe destacar que algunos anticolinesterasicos con
grupos amonio-cuaternario que causan bloqueo de canal abierto del
nAChRm, como el BW284c51, también incrementan la
desensibilizacién del receptor (Olivera-Bravo y cols., 2005), aunque
otros, como el edrofonio, no la modifican, lo que indica que estas
moléculas presentan lugares diferentes de unién al NAChRm, a pesar
de suhomologia estructural (Olivera-Bravoyy cols., 2007).

Los ALs que presentan aminas-terciarias en su estructura,
como procaina, tetracaina y lidocaina son capaces, ademas, de
inhibir nAChRs en estado cerrado (Adams, 1977; Papke y Oswald,
1989; Alberola-Diey cols., 201 | y 2013), a diferencia de los ALs con
grupos amonio-cuaternario. Este efecto estd mediado,
probablemente, por la fraccién de moléculas en forma no cargada
(cuya proporcién depende del pK de la molécula y del pH del
medio), capaces de difundir a través de la membrana y actuar sobre
puntos del NAChR no accesibles desde el lado extracelular.

Aparte de ALs y anticolinesterasicos, hay una gran
diversidad de moléculas exégenas de interés clinico que actdan
como MAN del nAChR, incluyendo: a) antibiticos, como la
gentamicina, que incrementan marcadamente la desensibilizacién
(Okamoto y Sumikawa, 1991); b) antipsicéticos, como la
clorpromacina, que se une en el interior del canal y lo bloquea
(Koblin y Lester, 1979; Arias, 1998); c) bloqueantes de canales de
calcio, como el diltiazem, que inhiben nAChRns a3f4 de forma
voltaje-independiente, promoviendo su inactivacién (Herrero y
cols. 1999); d) riluzole, que a concentraciones utilizadas en el
tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica bloquea NAChRms y
aumenta su desensibilizacién (Deflorioy cols., 2012) y e) quinacrina,
utilizada en el tratamiento de la malaria, que se une en la interfase
lipido-proteina (Arias, 1998). Ademas, varias moléculas endégenas
pueden modular de forma negativa la actividad de nAChRs, como
sustancia P, serotonina, acidos grasos o esteroides como
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Figura 2. Lugares de unién y mecanismos de modulacion en el nAChR.
(A) Esquema del nAChR mostrando 4 de sus 5 subunidades para indicar los
principales lugares de unién de sus moduladores (ver el texto para los
detalles) (B) Esquema de las dos vias generales de actuacién de los
moduladores del nAChR. Mediante la via hidrofilica (azul), los moduladores
pueden interactuar con residuos extracelulares o de la luz del canal,
accediendo desde el medio extracelular. Mediante la via hidrofébica (rojo),
las moléculas interaccionan con aminoacidos de los segmentos
transmembrana, penetrando desde la bicapa lipidica. M, y M," representan,
respectivamente, formas no cargadas y protonadas de moléculas en
solucién; M, y M, " simbolizan formas no cargadas y protonadas de moléculas
en la membrana, respectivamente. La poblacién de especies M, interacttia
probablemente con lipidos cargados negativamente, mientras que las
especies M, pueden introducirse en el interior de la bicapa. M,y M, indican
moléculas neutras y cargadas en la interfase proteina-lipidos; M, y M."
representan moléculas neutras y cargadas en el canal iénico. El equilibrio
entre M, y M." depende del estado del poro i6nico. Cuando el canal se abre
pueden penetrar rapidamente tanto M, como M, por difusién simple, sin
embargo, cuando permanece cerrado, sélo pueden alcanzar la luz del poro
las especies neutras M, por medio de la via hidrofébica. Una vez que las
especies no cargadas se encuentran en el interior del canal iénico pueden
protonarse y adquirir carga.

progesterona, estradiol y corticosterona (Arias, 1998).

Modulacion positiva del nAChR

Los MAPs son muy variados en cuanto a sus caracteristicas
moleculares, mecanismos de accién, potencia y especificidad. De
acuerdo con los cambios funcionales que inducen sobre el nAChR,
los MAPs se clasifican en 2 subtipos (Arias, 2010): i) tipo |, que
incluye aquellos ligandos que favorecen la transicion de cerrado a
activo, lo que se refleja en unareduccién de la EC,, parael agonistay
un aumento del coeficiente de Hill y la amplitud de la corriente
macroscépica evocada; y ii) tipo I, que incluye aquellos
moduladores que fundamentalmente reducen la desensibilizacién o
incluso favorecen el paso del receptor de estado desensibilizado a
activo.

A pesar del interés que tienen estas moléculas, por su
potencial terapéutico, poco se conoce ain de sus mecanismos de
accién. Entre los MAPs de nAChRs heteroméricos se incluirfan
algunos iones divalentes (Ca’*, Zn®", Pb**), antihelminticos
(ivermectina, levamisol, morantel), anticolinesterasicos
(galantamina, fisostigmina) o antagonistas muscarinicos (atropina,
escopolamina) (Arias, 2010). El estudio de los MAPs que acttian
sobre los NAChRs heteroméricos ha avanzado lentamente, en parte
por: a) ser selectivos, pero no siempre, en cuanto a la subunidad
sobre la que acttan, pudiendo incluso presentar efectos contrarios
en subunidades distintas. EI Zn** (1-100 M) actia como MAP de
nAChRs con subunidades 0432, pero se comporta como MAN con
receptores a3B2 (Bertrand y Gopalakrishnan, 2007); es mas, el Zn"*
acttia como MAN en receptores (04),(82),, pero puede ser MAP en
(04),(B2),,al actuar potenciando en la inferfase a-a, pero inhibiendo
en la interfase a-B (Moroni y cols., 2008); b) depender
marcadamente su efecto de una “ventana” de concentracion,
pudiendo pasar de MAP a MAN. Asi, la galantamina a dosis bajas (0. | -
| uM) actta como MAP y a dosis superiores a 10 UM como MAN
(Samochocki y cols., 2003); algo similar ocurre con la atropina
(Zwart y Vijverberg, 1997) y c) en algunos casos, ser especificos de

especie. El | 7-estradiol, pero no otros esteroides, actta de forma
muy especifica sobre un reducido nimero de aminoacidos en el C-
terminal de la subunidad o del nAChR 0432 humano; sin embargo,
no es MAP del nAChR equivalente de rata (Paradiso y cols., 2001).

Los MAPs de primera generacién que actian sobre
nAChR a7, como el antihelmintico ivermectina, la galantamina, el 5-
hidroxiindol, SLURP-I (proteina secretada por queratinocitos
humanos) o algunos péptidos derivados de la albimina sérica, han
resultado tener poca potencia, eficacia o selectividad. Sin embargo,
los MAPs de segunda generacién, como los derivados de urea PNU-
120596 y NS-1738, la acetamida denominada compuesto 6, o las
amidas TQS y SB-206553, que son, en general, pequefias moléculas
apolares, han demostrado eficacia a nivel experimental reduciendo
la desensibilizacién (MAPs de tipo Il). Ademas, a nivel clinico se ha
observado que mejoran el aprendizaje y revierten la pérdida de
memoria, asi como algunos déficits sensoriales propios de
enfermedades psiquiatricas (Bertrand y Gopalakrishnan, 2007). El
lugar de accién de los MAPs no esté bien determinado. No obstante,
se ha propuesto que el PNU-120596 se une en el dominio
transmembrana implicando aminoacidos de los segmentos M|, M2y
M4, en una cavidad intrasubunidad, por lo que podria ser un lugar
analogo al de unién de neuroesteroides y anestésicos volatiles en
otros LGIC de la misma familia, como los receptores de GABA, y
glicina (Taly y cols., 2009). Sin embargo, otros MAPs de nAChR a7,
como galantamina, podrian unirse en la regién extracelular, en la
interfase entre subunidades no-a., de forma similar a la unién de las
benzodiacepinas al receptor de GABA,.

Perspectivas futuras

El estudio de la modulacién alostérica de nAChRs es de
gran interés, dado que este tipo de modulacién puede aportar
ventajas terapéuticas sobre el empleo clasico de agonistas y
antagonistas, al permitir aumentar o disminuir la respuesta a
neurotransmisores endégenos sin producir una activacién o
inhibicion permanente del nAChR. Ademas, los efectores
alostéricos producen cambios mas sutiles y diversos en la funcién de
los receptores, actuando sobre distintos sitios en las diversas
subunidades o en la interfase entre ellas. Previsiblemente, el avance
en el conocimiento de la modulacién alostérica de neurorreceptores
permitira desarrollar nuevas moléculas de interés clinico, que actien
selectivamente sobre subtipos especificos de receptores, con
mayores margenes terapéuticos de seguridad y menores efectos
secundarios, lo que permitira un mejor tratamiento de las patologias
en las que la funcién de estos receptores esté afectada.

En la actualidad, se esta trabajando intensamente en el
desarrollo de nuevos MAPs y MANs de nAChRs orientados al
tratamiento del tabaquismo, enfermedad de Alzheimer, dolor
neuropatico, esquizofrenia, desérdenes cognitivos y otros
trastornos asociados a la disfuncién de nAChRs.
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