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2. Los canales de comunicacion sensorial TRPs
como dianas farmacologicas

ANTONIO FERRER MONTIEL

RESUMEN

Los canales TRP (Receptores de Potencial Transitorio) constituyen una ex-
tensa familia subdividida en 8 subfamilias, a saber, TRPC, TRPM, TRPV, TRPA,
TRPP, TRPML, la familia TRPN presente en invertebrados, y la distante TRPY
expresada en levaduras. Estos receptores juegan un papel fundamental en la
transduccién de las distintas modalidades somatosensoriales en mamiferos, in-
cluyendo la termosensacion, la recepcién de feromonas, la regulacion del tono
vascular, la nocicepcién y el dolor. Cada vez es mds claro que los canales TRP
son cardinales en la fisiologia sensorial y que su alteracién funcional, bien me-
diante mutaciones o por estimulos nocivos o factores pro-inflamatorios, condu-
ce a estados patologicos en humanos. Por tanto, los canales TRP han sido vali-
dados como dianas terapéuticas para intervencion farmacoldgica. El desarrollo
de compuestos que reviertan o controlen su actividad patoldgica es, por tanto,
un objetivo fundamental de la neurofarmacologia.

Palabras clave: Canales idnicos. Nocicepcion. Neurobiologia sensorial.
Sinpatogénesis. Termosensacion.

ABSTRACT

TRP channels of sensory communication as pharmacological targets

TRP channels (Transient Receptor Potential) encompass a large family
which is subclassified in 8 distinct subfamilies, namely TRPC, TRPM, TRPYV,
TRPA, TRPP, TRPML, the TRPN subfamily found in invertebrates and the dis-
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tant TRPY subfamily present in yeast. These receptors play a pivotal role in the
transduction of the different somatosensory modalities in mammals, including
thermosensation, pheromone reception, regulation of the vascular tone, noci-
ception and pain. Cumulative evidence is substantiating the tenet that these chan-
nels are central in sensorial physiology and that their dysfunction, either because
of mutation or by their interaction with noxious stimuli and pro-inflammatory
agents, results in human pathologies. Thus, these TRP channels are being vali-
dated as therapeutic targets for drug intervention. The development of com-
pounds that reverse or abrogate their pathological activity is, therefore, a cen-
tral goal of current neuropharmacology.

Keywords: Ion channels. Nociception. Sensory neurobiology. Synaptoge-
nesis. Thermosensation.

INTRODUCCION

La capacidad de explorar el entorno mediante los sentidos supone una clara
ventaja evolutiva que permite una adaptacioén idénea salvaguardando la integridad
del organismo. Esta habilidad es el resultado de un sistema nervioso altamente es-
pecializado, capaz de reconocer, integrar, interpretar y responder a las distintas
modalidades sensoriales. El sistema nervioso periférico (SNP) esta constituido por
fibras nerviosas que transducen la informacidn sensorial en actividad eléctrica que
es transmitida desde las terminales periféricas al cerebro. La comunicacién desde
la periferia al cerebro es realizada por fibras nerviosas que reciben el nombre de
aferentes, mientras que la respuesta desde el sistema nervioso central al periféri-
co es conducida por fibras eferentes (1). Las fibras aferentes constituidas por neu-
ronas de conduccién ripida, altamente mielinizadas, se ocupan, principalmente,
de transducir fenémenos proprioceptivos y mecanicos; mientras que, las fibras for-
madas por neuronas de conducciéon media y lenta son responsables de interpretar
y responder a estimulos potencialmente nocivos actuando, por tanto, como noci-
ceptores (1). Las neuronas nociceptivas reconocen estimulos mecanicos, térmicos
y quimicos que pueden ser dafiinos para el organismo. Por ello, los nociceptores
son considerados como guardianes de la integridad tisular y la nocicepcién como
un mecanismo de seguridad esencial para la vida.

A nivel molecular, los nociceptores poseen en sus terminales un conjunto
de receptores proteicos preparados para reconocer y transducir los estimulos no-
civos de tipo fisico (mecdnicos, osmoticos, y térmicos) y quimicos. En este sen-
tido, disponemos de los receptores capaces de reconocer el espectro de tempe-
raturas desde muy frias (£17°C) a muy calientes (=50°C) (1-7). Una propiedad
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similar es esperable en los mecanoreceptores, aunque su identidad molecular es
todavia ignota. No obstante, a pesar de esta propiedad esencial de los termore-
ceptores y, probablemente de los mecanoreceptores, es importante sefialar que
la transduccién nociceptiva por parte de los nociceptores es el balance de la ac-
tivacién e inhibicion de mas de un receptor y/o canal proteico presente en su
membrana (1). Por ello, intentar reducir la especificidad nociceptora a la pre-
sencia de un determinado sensor molecular es, cuando menos, una simplifica-
cion excesiva de la transducciéon somatosensorial (1).

LA FAMILIA DE LOS CANALES TRP

La neurobiologia sensorial ha sufrido un notable avance desde el reconoci-
miento que la familia de receptores TRP (por Transient Receptor Potential;), ori-
ginalmente descubierta en Drosophila melanogaster (2), juega un papel funda-
mental en la transduccién de las distintas modalidades somatosensoriales en
mamiferos, incluyendo la termosensacién, la recepcién de feromonas, la regula-
cién del tono vascular, nocicepcion y el dolor. Los canales TRP se expresan en
una gran variedad de organismos multicelulares que comprende las levaduras, los
gusanos, la mosca de la fruta, el pez cebra, y los mamiferos. Sorprendentemente,
todavia no se han descrito ortélogos en los procariotas. Desde su descubrimiento,
la familia de receptores TRP ha ido creciendo estando en la actualidad formada
por 28 miembros agrupados en 7 subfamilias (TRPC1-7, TRPM1-8, TRPV1-6,
TRPA1, TRPP1-3, y TRPMLI-3) y, la subfamilia TRPN presente Gnicamente en
invertebrados (Figura 1) (2). Existe un familia adicional (TRPY) evolutivamente
mds distanciada de las anteriores y que se expresa en levaduras (2). La diversi-
dad de la familia es incrementada por el descubrimiento de nuevas isoformas que
aparecen por procesamiento posttranscripcional (2). Estas variantes normalmente
poseen una funcién moduladora de la actividad de las proteinas silvestres.

Todos los receptores TRP son canales catiénicos que permiten el flujo de
Ca’y Na*, aunque segiin la isoforma, la permeabilidad y la selectividad para
cationes mono o divalentes varia sustancialmente de 100:1 a 0.05:1. Su patrén
de distribucion tisular es muy amplio, apareciendo expresado en practicamente
todos los tejidos, especialmente en los sistemas nerviosos central y periférico,
en los que juegan un papel crucial en la transduccion sensorial convirtiendo los
estimulos ambientales en cambios de excitabilidad de la membrana neuronal (2).
Ademas, su permeabilidad al catién Ca®* implica la activacion de sefiales de
transduccion celular que también contribuyen a la transmisién sensorial. Estu-
dios de asociacién genética han relacionado mutaciones en estos receptores con
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Ficura 1. Arbol filogenético de la familia de receptores TRP. Se muestran las subfamilias de
los canales TRP, con cada uno de los miembros identificados en mamiferos. De las familias TRPN
y TRPY no existen todavia miembros en mamiferos. Modificada de la referencia (20).

enfermedades humanas (Tabla I). Asi, mutaciones en la familia TRPP produce
la enfermedad autosémica dominante conocida como policistitis renal, la muta-
cién de TRPML conduce a la mucolipidosis tipo IV, la alteracién de TRPC6
produce glomeruloesclerosis segmental, una condicion autosémica dominante,
y la mutacién de TRPM6 causa hipomagnesemia e hipocalcemia (2, 4).

Estructuralmente, los canales TRP son homo o hetoroligémeros formados
por la asociacion de cuatro subunidades alrededor de un eje de simetria central
que coincide con el poro idnico. Cada subunidad estd formada por 6 segmentos
transmembrana (S1-S6), un lazo hidrofilico entre el quinto y sexto segmento
transmembrana que estructura el poro iénico y dos dominios intracelulares en
los extremos N- y C-terminales (2) (Figura 2). La region N-terminal puede con-
tener dominios de unién a anquirinas que juegan un papel clave en la interac-
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cion de estos receptores con proteinas citosdlicas construyendo complejos pro-
teicos esenciales para su funcién (2, 8, 9). El dominio C-terminal contiene una
region importante para la asociacion de las subunidades y zonas de interaccién
con fosfoinositidos y proteinas reguladoras (2, 8). Algunos miembros de la fa-
milia TRPM tienen la singularidad de contener actividad enzimadtica en su ex-
tremo C-terminal por lo que reciben el nombre de canalzimas (2).

TaBLa 1. Enfermedades asociadas a canales TRPs

Canal Enfermedad Sintomas
TRPC3 Degeneracion retiniana Muerte fotoreceptores
TRPC6 Glomeruloesclerosis focal y segmental Pérdida renal
TRPM2 Estrés oxidativo y neurodegeneracion Neurodegeneracién
TRPM6 Hipomagnesemia con hipocalcemia Pérdida renal

secundaria
TRPM7 Estrés oxidativo y neurodegeneracion Neurodegeneracién
TRPP2/TRPP1  Policistitis renal autosémica dominante Fallo renal, quistes renales
TRPML1 Mucolipidosis tipo IV Retraso mental, neurodegeneracion,
degeneracion retiniana
TRPV1 Dolor inflamatorio y neuropdtico Inflamacién y dolor

Informacién tomada de referencias (2) y (4).

LAS SUBFAMILIAS TRPV, TRPM Y TRPA EN TERMOSENSACION

Dentro de la familia de los canales TRP destacan las subfamilias de TRPYV,
TRPM y TRPAL1 por ser receptores ionotrépicos que responden a estimulos tér-
micos que comprenden desde temperaturas nocivas frias a calientes (Tabla II).
El primer grupo (TRPV) contiene los llamados termo-TRPs que se activan por
calor, transformando la energia térmica en excitabilidad neuronal. La familia
TRPV en mamiferos esta formada por 6 miembros divididos en 2 grupos segtn
el grado de homologia, a saber, TRPV1-4 y TRPV5-6. Los receptores que re-
conocen estimulos térmicos son TRPV1-4, y entre ellos destaca el receptor
TRPV1 por ser un sensor molecular del umbral de temperaturas nocivas para el
organismo (10). Aunque ya se sospechaba de su existencia desde hacia mucho
tiempo debido a la observacidon de que las neuronas sensoriales eran excitadas
por la capsaicina, un vanilloide presente en los chiles, su clonacién no se pro-
dujo hasta el afio 1997 por el grupo del Prof. David Julius de la Universidad de
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California en San Francisco (10). Utilizando una estrategia de expresion-clona-
cién en células HEK293 este equipo identifico la proteina de membrana que res-
pondia a la capsaicina incrementando el flujo de iones Ca** al interior celular.
La racionalidad de utilizar la capsaicina como ligando especifico del receptor
TRPV1 (originalmente llamado VR1) fue la sensacién de quemadura que se
siente tanto al ingerir una comida picante como con la aplicacion tépica del va-
nilloide (3, 6, 7, 10). Por tanto, no resulté sorprendente que el receptor clona-
do también era activable por calor de intensidad quemante, concretamente con
temperaturas que sobrepasan los 42°C, convirtiéndolo en una especie de termo-
metro molecular. Ademas, este receptor es activado por pH acido extracelular
y, recientemente se ha descrito su respuesta a alicina, componente activo del ajo
(2, 3, 6, 7). Por tanto, el canal TRPV1 es un receptor polimodal que transduce
estimulos fisicos y quimicos. La clonacién de TRPV1 fue un hito que impulsé
notablemente el avance de la neurobiologia sensorial.

D0
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Ficura 2. Topologia molecular de una subunidad del receptor TRPV1. En azul se ilustran los

segmentos transmembrana. Se indican los diversos sitios de modulacion identificados por

diferentes rutas de senalizacion intracelular. La asociacion de cuatro de estas subunidades

alrededor de un eje de simetria central produciria un receptor funcional. Entre la T704 y el sexto
segmento transmembrana se localiza el dominio de asociacion TRP.

54



Los CANALES DE COMUNICACION SENSORIAL TRPS cOMO DIANAS FARMACOLOGICAS

[0SQ1)-W-[inq
-10}-9 ‘odruoprnbere

“sojroouneIonb OPI9E ‘[0AATRIOIPIYIP
‘engud| OuRINJOIp ‘09I BILIY)
‘Teurdsa epnpow sopeinjesurtjod -TYen)IuaJIp ‘o ‘jouagna | uorodaorad
‘0102130 ‘0], ‘DY soseId Sopy ‘oot ofoy | ‘[0I0BAIED ‘IOJUBI[Y epeId)[y 97 — 066606 | ¢erdir | eAdUL
“OUTISAUI ‘0Zeq
‘01qa100 ‘[eurdsa 9£96.1S proauaqoxd pepLre|
gnpaw ‘yq SISOMo0XY ‘omuaynt ofoy DHL-6Q "4dVT - 0¢ -owsoodiy | Dag6< TndLr | TAdYL
eves Buoou
-ON ‘LIS-DINY ‘foueso ‘euntodid | porwg)
4ON ‘Y6v750L-4S ‘Jozewniop | ugradaotoou
‘sosoqtd sonayjoy | ‘eurwelsiy ‘eseidin ‘[TUBANU ‘78617 | TOOUSUBS-0-TXOIPIY epeIa)[y
‘soitoodipe ‘ereisoid ‘enumbipeiq 708 "€ESTSr-4S | “ddV-T ‘TprwiepueUe | "BOIURIIW
‘S0[nNSA) ‘SLINLIPUD ‘seurnbor ‘RUIXOJRIRJIUISAL ‘J0ouadna | A vomumb | (Saproypiuea)
SB[N[90 ‘S03100)SeU CId ‘S1S01100%9 -0pok ‘0¢010ad ‘JoJued[e ‘“eUIOIe ‘pOTULIR) 9'6
‘sopoourjeionb ‘egifan ‘Ugoeuojso} | “910g ‘eurdaoesded ‘eurxojeIQJIuIsal | eisag[eradiy (lofed) pepLe}-
‘seuomau ‘D, ‘OY¥q ‘aleiop ‘oruaini ofoy ‘Hd ‘euroresde) epronpay 9¢ owsorddiy | D5zi< cerdir | TAQUL
:hmw%m Sal0pujnpogy SoISIoSDIIY SOISI0Sy Mﬂw w%m\&w@ ﬁmmwmmwmw MMMRM puiosouior) | pup)

panp.cadwidy 1od soppanov Jy I sapuv?)) I V14Vl

55



ANTONIO FERRER MONTIEL

(4 £ ¢ 7 1) SeIOUQIOJAI AP BPRWIO) UQIOBWLIOJU]

BUIO[0I08
‘OpIyap[euLIo]
‘oeozuaqrxoIpryered “epronpar
ap o[ew olIJ [®
‘opyap[ewreud | prsaferadiy
814V ‘eurzewoidopd ‘ooysues-TXoIpIy | £ soyuejLL
sopeangesutjod ‘JoJuaW ‘1€00€0 ‘[BUUOUIXOIPIY ‘eur
"0Zeq ‘SO[naNISa) S0S®Ig SopIop -OH ‘opuojiue ‘ezeisow | -umbipeiq
‘oLIeAO ‘sesoqid ‘OQ0NS[IoRIP | ‘BUIDILIEIUST ‘OTUINI 108 ‘[OJUAW | ® RPRI[E
Se[n[Ro ‘DY( | ‘erumbipeiq ‘lejoy | - ofor *,po) ‘tojuedty RUIL UMY | eisondsay 80 PRI | De81> ¢bg | TVdYL
‘opesyy 4dv-C '05010ad d1 oLy [
‘eyesord td ‘|0ZeWLI0D ‘czSM ‘odieana | ugrodaorad [euBIqUId
‘0L D¥A H “afop | *S9€96MS “D1OG BUIOL ORI | epesdl]y £ ugisual (8767 | TLebr | SINAL
“SeATIEISN3
se[n[2d ‘uowynd o)
‘op3py ‘oupsajug “d1d “afeo - - - 70 = |0ssesT | sSdIr | SNl
“sopouryesond “0d10uLIIES0d1AIX0dd BITOUISO
‘0T7ej0puQ 0pg | A eomupoow
‘0ped1y ‘uozeI0d ‘Y apijojeIsorpuesiq ‘eITULIR) pepe
‘sopnans) ‘uournd ‘epruepueue | prsagfesadiy -owsoodry
‘0zeq ‘uoul ‘0¥ SISOYO0XY oy ofoy ‘addny EpeRIY 9 0B | DsSE-ST | 19ThTl | pAYL
N n)
:hﬁ%m $2.U0pDIPOIY SDISIUOSDIUY SDISUOSY M@w wwﬁmw@m@ ﬁmmmmwww MM.NMMWM puiosouio.) | jpun;)

(uoroenunuo))) ‘v.mp.Ladwid) 1od SopPaLID JY I S2pup)) T VIaV],

56



Los CANALES DE COMUNICACION SENSORIAL TRPS cOMO DIANAS FARMACOLOGICAS

Tras la clonacién de TRPV1, se identificaron otros receptores que respon-
dian a estimulos térmicos. Asi, destaca la clonaciéon de TRPV2 (inicialmente
nombrado VRL-1) que se activa con estimulos de calor intenso, activindose
cuando la temperatura supera los 52°C (2, 3, 6, 7). Por otro lado, se identific6
el receptor TRPV3 que responde a temperaturas templadas alrededor de 33°C.
Recientemente se ha descrito que es también el receptor del sustancias pungen-
tes presentes en el orégano y los clavos, asi como el alcanfor (2, 6, 7). Un um-
bral de activacion similar posee el receptor TRPV4 que originalmente se cata-
log6é como un receptor activado por estimulos osmosensibles y, posteriormente,
se ha observado que también transduce estimulos térmicos moderados entre 25-
37°C (2,3, 7).

Los receptores capaces de responder a estimulos frios no tardaron mu-
cho en ser identificados. De nuevo, el grupo de David Julius, mediante una
estrategia de expresion-clonacién utilizando como ligando especifico el men-
tol, identific6 un receptor neuronal que se activaba por esta sustancia al que
se le acufié el nombre de CMR1 (de Cold Menthol Receptor I) (5). Al igual
que con TRPV1, el fundamento de utilizar mentol fue la sensacion de fres-
cor que produce este compuesto en la boca o en la piel, sugiriendo una rela-
cién con la nocicepcion al frio. Efectivamente, el receptor CMR1 era activa-
do por temperaturas inferiores a 25°C (Tabla II). Sorprendentemente, el
andlisis de la secuencia amino acidica de CMRI1 en las bases de datos reve-
16 que era idéntica a la de la proteina TRPMS, un polipéptido que se sobre-
expresaba en cdncer de préstata y cuya funcién se desconocia (2, 3, 5, 7).
Otro miembro de la familia TRPM implicado en termosensacién es TRPMS
(Tabla II) (3, 7). Sin embargo, este receptor es mds conocido por su partici-
pacioén sensorial al gusto, mediando la respuesta a sabores amargos, dulces y
a amino acidos (2, 3).

La sospecha de que podia haber un receptor que respondiera a temperatu-
ras frias nocivas, condujo a la identificaciéon de TRPA1 (originalmente
ANKTMI). Este receptor se activa a temperaturas inferiores a 17°C (2, 6, 7),
aunque existe cierta controversia sobre la activacién por frio de este receptor en
nociceptores (1, 2, 7). Trabajos recientes han demostrado que este receptor es
activado por compuestos psicoactivos de la marihuana, asi como sustancias irri-
tantes y agentes pungentes, incluyendo acrolein, aceites de mostaza y canela y
la alicina (Tabla II) (2, 6, 7). Por la particular estructura de su dominio N-ter-
minal, compuesto por un gran nimero de dominios de anquirina, se pensé que
este receptor podria también transducir estimulos mecénicos, pero los datos exis-
tentes en ratones carentes del canal TRPA1 cuestionan dicho papel (1, 2, 7).
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TRPV1 UNA DIANA TERAPEUTICA PARA EL TRATAMIENTO
DEL DOLOR

De entre los canales TRP, el receptor TRPV1 se ha erigido como una
diana crucial para en la transduccién de sefiales dolorosas, especialmente
en la etiologia del dolor inflamatorio (2, 4, 8, 9). Su extensa distribucion
tisular y celular (Tabla III), junto a la potenciacién de su actividad de ca-
nal i6nico por mediadores pro-inflamatorios liberados durante un dafio ti-
sular, han situado a este receptor como un mediador critico de la sensibili-
zacién inflamatoria de los nociceptores que resulta en la manifestacion de
hipersensibilidad en la zona dafada (1, 8, 11). Un ciimulo de resultados in-
dica que TRPV1 participa en el inicio y mantenimiento de la inflamacion
neurogénica que suele acompafar a una injuria tisular. En este sentido la
eliminacién genética o farmacolégica del receptor en animales produce una
reduccién del proceso inflamatorio que se traduce en una atenuacion de la
hiperalgesia térmica (2, 8, 10, 11).

A nivel celular, el receptor TRPV1 esta en una encrucijada de distintas
rutas de sefializacién que son activadas por factores pro-algésicos produ-
ciendo la potenciacion de su funcionalidad que, en udltimo término, resulta
en un incremento de la excitabilidad de los nociceptores (Figura 3). La sen-
sibilizacion de TRPV1 puede deberse bien a activacién directa de metabo-
litos que actian como endovanilloides o a la potenciacion de la funcién. La
activacion directa ha sido documentada para los compuestos anandamida,
N-araquidonoil-dopamina (NADA), N-oleoildopamina y el dcido 12-hidro-
peroxieicosatetraenoico (12-HPETE) que actian como agonistas incremen-
tando la entrada de calcio al citosol neuronal (12, 13). Ademads, el pH Aaci-
do que se desarrolla en la zona inflamada también activa el receptor
contribuyendo a incrementar mds los niveles de Ca’" intracelular y a des-
polarizar la membrana de los nociceptores. El Ca** a su vez ejerce de se-
gundo mensajero activando rutas de seflalizacién como la proteina quinasa
C (PKC) y la quinasa dependiente de calmodulina (CAMKII) que fosfori-
lan al receptor alterando su funcionalidad. Hay que destacar la mayoria de
estos agonistas reducen el umbral de activacion térmica del receptor desde
42°C a 35°C, lo que se traduce en la activacion del receptor a temperatura
corporal produciendo hiperalgesia (8, 9, 11, 12). Este fenémeno es el que
media la hipersensibilidad de una piel quemada por el sol a una ducha de
agua templada.
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Ficura 3. Rutas de sefializacion activadas por los agentes pro-inflamatorios que convergen en
el receptor TRPV1, bien modificando su actividad o aumentando su expresion superficial y que
conducen a la sensibilizacion de los nociceptores.

Complementariamente, los agentes pro-inflamatorios (neurotrofinas, inter-
leuquinas, histamina, triptasa, bradiquinina, ATP, etc), actuando a través de sus
receptores (Figura 3), activan rutas de sefializacion intracelular que convergen
en el receptor TRPV1 modificando su funcionalidad y/o incrementando su ex-
presion superficial. Asi, los factores pro-algésicos estimulan rutas que involu-
cran a la PKC, la proteina quinasa A (PKA), la fosfoinositol 3 quinasa (PI3K),
la fosfolipasa C (PLC), y la quinasa de residuos de tirosina Src (2, 8, 11) (Fi-
guras 2 y 3). La accion de estas quinasas sobre el receptor se traduce en un in-
cremento de su actividad de canal i0nico, resultante de una reduccion de la tem-
peratura de activacién y una facilitacién de la cinética de apertura del canal (8,
11). En paralelo, algunas de estas rutas, como la mediada por la PKC, también
puede favorecer la movilizacién rapida a la superficie neuronal de una pobla-
cion vesicular de receptores TRPV1 residente cerca de la membrana plasmati-
ca (14, 15, 16). Por tanto, la mayor actividad y expresion del receptor TRPV1
en tejidos inflamados es una de las causas principales de la hiperexcitabilidad
de los nociceptores que conduce a la manifestacién de los dos sintomas carac-
teristicos de la inflamacién, a saber, la hiperalgesia y la alodinia. Consecuente-
mente, el control farmacolégico de la actividad y/o expresién superficial de
TRPV1 emergen como dos estrategias terapéuticas para el control de la infla-
macién y del dolor que la acompaiia.
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FARMACOLOGIA DEL RECEPTOR TRPV1

La validacién como diana terapéutica de TRPV1, y su implicacién en una
plétora de patologias, desde el dolor inflamatorio al oncolégico (Tabla III), han
propiciado el desarrollo de gran nimero de activadores e inhibidores del recep-
tor para su uso como anti-inflamatorios y analgésicos. Entre los agonistas mds
populares y de mayor aplicacién se encuentra la capsaicina (IC,, =10 nM), que
se ha venido utilizando en aplicaciones tépicas para el tratamiento de distintas
afecciones (Tabla IV) (9, 12, 17). El fundamento de utilizar activadores de la
actividad del receptor radica en que estos compuestos en presencia de Ca* ex-
tracelular promueven la desensibilizacién de TRPV1, un estado inactivo del re-
ceptor y altamente refractario a la reactivacion. Por este motivo, se han esta-
blecido programas de descubrimientos de fairmacos dirigidos a obtener agonistas
mds potentes que induzcan un estado desensibilizado més persistente. Entre es-
tos agonistas cabe destacar el resiniferatoxina, una toxina aislada de Euphorbia
resinifera, que inhibe la actividad de TRPV1 mucho mas potentemente que cap-
saicina (IC,=10 pM). Este compuesto ha mostrado una buena eficacia en mo-
delos animales de incontinencia urinaria y dolor asociado a la neuropatia dia-
bética (12, 17). A pesar del potencial terapéutico mostrado por estos agonistas,
su biodisponibilidad oral es muy limitada, y estd en parte restringido debido a
la sensacién de quemazén que acompafia su administracion tépica. Es mis, el
hecho que la resiniferatoxina posea un esqueleto de éster de forbol ha levanta-
do preocupacién por su posible tumorigeneicidad (12, 17). Todo ello ha incita-
do a las compaiias farmacéuticas a desarrollar compuestos con biodisponibili-
dad oral, desprovistos de los efectos secundarios mencionados. Sin embargo, y
a pesar de los esfuerzos realizados, los ligandos de nueva generacién no han
conseguido eliminar los efectos pungentes de la capsaicina. Como consecuen-
cia, los ultimos avances realizados en este campo han sido el uso de nuevas for-
mulaciones galénicas de capsaicina como la transaicina (originalmente NGX-
4010, NeurogesX) en parches dérmicos y ALGRX 4975 (Anesiva, originalmente
de AlgoRx) para inyecciones localizadas (Tabla IV) (9, 17).

Una alternativa a los agonistas de TRPV1 ha sido el desarrollo de antago-
nistas que induzcan la inhibicién del receptor. El primero de los antagonistas
caracterizado fue la capsacepina, un andlogo restringido de la capsaicina que
contiene un grupo tiourea. La capsacepina actia como antagonista competitivo
por cuanto que se une al sitio de unién de la capsaicina (12, 17). A pesar de
comportarse con un antagonista potente in vitro, su aplicacién en modelos ani-
males ha rendido resultados contradictorios. Asi, el compuesto no ha mostrado
actividad analgésica ni antiinflamatoria en ratas, pero si ha atenuado la hiperal-
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gesia térmica en cobayas. Otro de los compuestos desarrollado y ensayado ha
sido la 5-yodo-resiniferatoxina, un derivado halogenado del agonista que lo con-
vierte en un antagonista muy potente (12, 17). Este compuesto muestra una ac-
tividad analgésica in vitro mas constante y reproducible por lo que se esta con-
siderando su desarrollo clinico para el tratamiento de la incontinencia urinaria.
No obstante, al igual que para la resiniferatoxina, su biodisponibilidad oral es
nula, y contiene el éster de forbol que posee un potencial tumorigénico. Ade-
mas, la sintesis quimica del compuesto es notablemente elevada, implicando mas
de 45 etapas de reaccién (12).

En un intento de desarrollar antagonistas competitivos con biodisponibili-
dad oral, las empresas farmacéuticas han usado ensayos de alto rendimiento para
rastrear quimiotecas compuestas por miles a millones de compuestos quimicos.
Como resultado, se han aislado y caracterizado una abundancia de moléculas
con una buena actividad antagonista in vitro y en modelos animales. La opti-
mizacion estructural y funcional de los mejores candidatos ha rendido inhibi-
dores orales de TRPV1 con un aparente buen perfil terapéutico (9, 12, 17). En-
tre estos cabe destacar los compuestos SB-705498, NGD-8243, AMG-517, y
GRC-621, que estdn en estos momentos en distintas fases de desarrollo clinico
(Tabla IV).

Una segunda familia de inhibidores de TRPV1 que se ha estado explorando
la constituyen los antagonistas no competitivos y acompetitivos, que se unen al re-
ceptor en sitios de unién distintos al de la capsaicina (12, 13). Entre estos com-
puestos destaca el rojo de rutenio y los péptidos ricos en residuos de arginina que
actdan como potentes bloqueantes pero sin valor terapéutico debido a su excesiva
toxicidad. El uso de una aproximacién de quimica combinatoria identificé a las
moléculas DD161515 y DD191515 como potenciales antagonistas no competiti-
vos con actividad analgésica y anti-inflamatoria in vivo (12, 13, 17). Estas propie-
dades farmacoldgicas fueron mejoradas con la obtencién del compuesto DD01050,
un andlogo 10 veces mds potente in vitro e in vivo. Sin embargo, el buen perfil te-
rapéutico de DD01050 quedé enmascarado por su todavia elevada toxicidad que
ha frenado su desarrollo clinico (12). No obstante, estos estudios han identificado
los principios quimicos y farmacoldgicos requeridos para poder obtener antago-
nistas acompetitivos con mejores propiedades y baja toxicidad. Un ejemplo de esta
nueva generacion de moléculas lo representa la identificacién de la methoctrami-
na (9, 12). Este compuesto bloquea a TRPV1 en cultivos primarios de nocicepto-
res con un mecanismo dependiente del voltaje, siendo la inhibicién mayor a po-
tenciales de membrana negativos que ha positivos. No obstante, la actividad
anti-inflamatoria y analgésica de este compuesto no se ha descrito todavia.
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Resulta muy notable que, aun después del enorme esfuerzo cientifico y eco-
némico realizado en los ultimos afios en la bisqueda y desarrollo de antagonis-
tas de TRPV1, el nlimero de estos compuestos que han progresado a ensayos cli-
nicos en humanos es marcadamente pobre (Tabla IV). La base de datos de ensayos
clinicos del NIH registra inicamente tres ensayos clinicos en fase Il para el com-
puesto SB-705498 de GlaxoSmithKline, a saber, NCT-00269022 en el que el
compuesto se esta ensayando para migrafia; NCT-00281684 en que se esta tes-
tando en dolor dental tras cirugia; y, NCT-00461682 para dolor rectal (9, 17).
Ademds, otras compaifiias como Amgen (AMG-517) Glenmark (GCR-6211) y
Neurogen/Merck (NGD-8243) han declarado la realizacion de ensayos clinicos
en fase I con sus compuestos. El ensayo realizado por Amgen tuvo que ser abor-
tado al observar que el compuesto AMG-517 producia una marcada hipertermia
en los voluntarios del estudio. Un posterior andlisis en modelos animales revel6
que, efectivamente, el bloqueo potente de TRPV1 aumentaba la temperatura cor-
poral entre 1-3°C (18). Este resultado sugiere que TRPV1 esta ténicamente acti-
vo en condiciones fisioldgicas y que esta actividad es fundamental para la regu-
lacién de la temperatura corporal (18). En apoyo de esta hipotesis se ha descrito
que TRPV1 contribuye a la generacién de la fiebre polifasica inducida por el pi-
régeno bacteriano liposacarido (LPS) (19). Conjuntamente, todos estos estudios
sugieren que el bloqueo indiscriminado del receptor TRPV1 con potentes anta-
gonistas puede conllevar a efectos secundarios intolerables terapéuticamente. No
es de extrafiar, por tanto, que muchas compaifiias farmacéuticas hayan abortado
los ensayos clinicos iniciados. No obstante, aunque el uso sistémico de estos com-
puestos sea inaceptable, su aplicacién tépica es todavia una opcion valida que se
estd explorando.

LOS COMPLEJOS PROTEICOS DE TRPV1 COMO DIANAS
TERAPEUTICAS

Al igual que otros canales TRP, el receptor TRPV1 no se encuentra en la
membrana celular como una entidad aislada, sino que estd formado parte de
complejos proteicos que constituyen redes de sefalizacién celular. Estos en-
samblados proteicos controlan desde el transporte del receptor a la membrana
neuronal hasta su funcionalidad una vez incorporado en la superficie de la cé-
lula. En los dltimos afios se ha producido un avance notable en la identificacién
de los componentes moleculares que forman parte de estos macrocomplejos (8,
11). Asi, el rastreo de genotecas derivadas de mRNA neuronal mediante la téc-
nica del doble-hibrido en levaduras, ha identificado proteinas que interaccionan
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con los dominios intracelulares de TRPV1, algunas de ellas modulan la activi-
dad de canal i6nico (8). Uno de estos rastreos identifico las proteinas vesicula-
res, sinaptotagmina IX y snapin, que estan implicadas en la exocitosis neuronal
dependiente de Ca** y mediada por el llamado complejo SNARE (14). A dife-
rencia de la exocitosis constitutiva, la fusion vesicular mediada por proteinas
SNARE se produce en respuesta a una sefial extracelular que aumenta la con-
centracién del i6n Ca** en el citosol celular. La exocitosis regulada juega un pa-
pel clave en muchos procesos neuronales, incluyendo la sinpatogénesis y la po-
tenciacion de larga duracion, un fenémeno sindptico implicado en la memoria
y aprendizaje. Por tanto, la interaccién de TRPV1 con proteinas del complejo
SNARE inmediatamente sugirié que las neuronas podrian modular la actividad
del receptor regulando sus niveles de expresion superficial en respuesta a esti-
mulos ambientales (14). En este sentido, la activacion de la PKC directamente
con ésteres de forbol, o mediante la exposicion celular a las neurotrofinas NGF
e IGF-1, dos agentes pro-inflamatorios, aumentaba notable y rapidamente la ex-
presion superficial de TRPV1 en las membranas (14-16). Este incremento era
prevenido en gran medida por el tratamiento de la toxina botulinica, un blo-
queante especifico de la exocitosis neuronal (14). Estos estudios claramente su-
girieron que la sensibilizacion inflamatoria de los nociceptores implicaba un in-
cremento en la expresion superficial del receptor TRPV1, y que el bloqueo de
este aumento podria tener una relevancia terapéutica importante. De hecho, es-
tudios recientes de nuestro grupo en nociceptores en cultivo han demostrado que
la inhibicién de la exocitosis neuronal regulada mediante péptidos que interfie-
ren con el complejo SNARE, elimina la sensibilizacion inflamatoria de TRPV1
y de los nociceptores, sin alterar la actividad del canal. Resultados preliminares
en modelos animales muestran que estos péptidos poseen actividad anti-infla-
matoria y analgésica.

CONCLUSIONES Y PANORAMICA

Cada vez es mds claro que los canales TRP son cardinales en la fisiologia
sensorial y que su alteraciéon funcional, bien mediante mutaciones o por esti-
mulos nocivos o factores pro-inflamatorios, conduce a estados patoldgicos in-
dicando que estos dispositivos moleculares son dianas terapéuticas. El desarro-
llo de compuestos que controlen su actividad patoldgica es, por tanto, un objetivo
fundamental en neurofarmacologia. De experiencias y resultados previos hemos
de aprender que la inhibicién indiscriminada de estos receptores (fisioldgicos y
patolégicos) conduce a efectos secundarios que enmascaran su beneficio tera-

67



ANTONIO FERRER MONTIEL

péutico. Por ello, es esencial el disefio de compuestos que interaccionen prefe-
rentemente sobre los receptores patoldgicamente activados. Los antagonistas
acompetitivos que actien como bloqueadores de canal abierto son una alterna-
tiva valida, por cuanto estos compuestos se uniran mayoritariamente a aquellos
canales que estan hiperactivados (abiertos). Una estrategia alternativa es actuar
sobre los complejos multiproteicos que contienen estos canales y que contribu-
yen crucialmente a la sefalizacion celular y a la patologia. La identificacion de
los componentes moleculares de estas redes proteicas pavimenta el camino para
la validacion de nuevas dianas terapéuticas utiles para el tratamiento de las al-
teraciones patoldgicas que implican los canales TRP. El futuro nos demostrara
si estas aproximaciones rinden compuestos con indices terapéuticos superiores
que, especialmente, tengan eliminados, o al menos, marcadamente disminuidos
los efectos secundarios de los productos actuales.
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