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RESUMEN

La esquizofrenia es una enfermedad mental crénica que afecta al 1% de la
poblacion mundial. Su etiologia es desconocida aunque actualmente se asume que
la esquizofrenia surge por la interaccién de factores genéticos y ambientales. Su
tratamiento farmacoldgico se basa en el empleo de antipsicéticos tipicos o atipicos,
con afinidad por diferentes receptores acoplados a proteinas G (GPCRs);
destacando los antipsicoticos atipicos por su mayor afinidad por los receptores 5-
HT2a de serotonina que por los D2 de dopamina.

El receptor 5-HT2a de serotonina fue de los primeros en los que se describi6 el
fenémeno de selectividad funcional donde distintos ligandos presentan diferentes
eficacias y/o potencias en funcién de la via de sefializacién estudiada.

Aunque tradicionalmente los GPCRs se han considerado entidades monoméricas,
actualmente se sabe que pueden formar dimeros u oligdmeros de orden superior.
Asi, para el receptor 5-HT24 de serotonina se ha descrito la formacién tanto de
heterodimeros como de homodimeros, desconociéndose hasta el momento si la
dimerizacién es esencial para su activacion. Por ello, nuestra hipétesis se basa en
que la homodimerizaciéon del receptor 5-HT2a de serotonina condiciona su
activacion y su selectividad funcional por antipsicéticos. El mecanismo de dicha
activacion implicaria, al menos parcialmente, la existencia de puentes disulfuro en
los dominios extracelulares del receptor.

En este trabajo se desarroll6 y validé una metodologia miniaturizada multiplex de
medicién simultdnea de la activacién de las vias de sefializacién fosfolipasa A
(PLA2) y fosfolipasa C (PLC) a través del receptor 5-HT:2a de serotonina,
detectandose fendmenos de selectividad funcional y cooperatividad negativa.

Para estudiar la unidad funcional minima (monomérica u homodimérica)
requerida para la activacidon de las vias de sefializacion PLA; y PLC a través del
receptor 5-HT2a de serotonina se siguié una aproximacién farmacoldgica de
inactivacion-reactivacién, comprobandose que era necesario activar los dos
protémeros del dimero para su sefializaciéon presentando, ademds, comunicacion
alostérica entre ellos.

Ademas, se caracterizd el efecto que produce la reduccién de puentes disulfuro del
receptor 5-HT2a de serotonina sobre la unién de ligandos, su funcién y naturaleza

homodimérica del mismo. De este modo, se comprob6 que el puente disulfuro

23



entre la Cys'#® (en el dominio transmembrana 3, TM3) y la Cys227 (en el loop
extracelular 2, ECL-2) es determinante en la unién de la dietilamida del acido
lisérgico (LSD) y activacion de la PLA2 y PLC por el receptor 5-HT2a de serotonina

pero no para su naturaleza homodimérica.
PALABRAS CLAVE

receptor 5-HT2a de serotonina, fosfolipasa A2, fosfolipasa C, selectividad funcional,

unidad funcional minima, puentes disulfuro
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RESUMO

A esquizofrenia é una enfermidade mental crénica que afecta o 1% da poboacién
mundial. A sdia etiloxia é descofiecida ainda que actualmente asimese que a
esquizofrenia xorde pola interaccion de factores xenéticos e ambientais. O seu
tratamento farmacoldéxico baséase no emprego de antipsicdticos tipicos ou
atipicos, con afinidade por diferentes receptores acoplados a proteinas G (GPCRs);
destacando os antipsicéticos atipicos pola stia maior afinidade polos receptores 5-
HT24 de serotonina que polos D2 de dopamina.

O receptor 5-HT2a de serotonina foi dos primeiros nos que se describiu o
fenémeno de selectividade funcional onde distintos ligandos presentan diferentes
eficacias e/ou potencias en funcién da via de sinalizacién estudada.

Ainda que tradicionalmente os GPCRs foron considerados entidades monoméricas,
actualmente sdbese que poden formar dimeros ou oligdbmeros de orde superior.
Asi, para o receptor 5-HT2a de serotonina describiuse a formacion tanto de
heterodimeros como de homodimeros, descofiecéndose ata o momento se a
dimerizacién é esencial para a stia activacion. Por iso, a nosa hipdtese baséase en
que a homodimerizacién do receptor 5-HT2a de serotonina condiciona a sua
activacion e a sua selectividade funcional por antipsicéticos. O mecanismo de dita
activacion implicaria, polo menos parcialmente, a existencia de pontes disulfuro
nos dominios extracelulares do receptor.

Neste traballo desenvolveuse e validouse unha metodoloxfa miniaturizada
multiplex de medicién simultdnea da activacién das vias de sinalizacién fosfolipasa
Az (PLA2) e fosfolipasa C (PLC) a través do receptor 5-HT2a de serotonina,
detectdndose fendmenos de selectividade funcional e cooperatividade negativa.
Para estudar a unidade funcional minima (monomérica ou homodimérica)
requerida para a activacion das vias de sinalizacién PLA; y PLC a través do
receptor 5-HT:a de serotonina seguiuse una aproximacién farmacoléxica de
inactivacion-reactivacién, comprobdndose que era necesario activar os dous
protémeros do dimero para a sua sinalizacion presentando, ademais,
comunicacién alostérica entre eles.

Ademais, caracterizouse o efecto que produce a reduccidén de pontes disulfuro no
receptor 5-HT2a de serotonina sobre a unién de ligandos, a stia funcién e natureza

homodimérica do mesmo. Deste xeito, comprobouse que a ponte disulfuro entre a
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Cys148 (no dominio transmembrana 3, TM3) e a Cys?27 (no loop extracelular 2, ECL-
2) é determinante na unién da dietilamida do 4cido lisérgico (LSD) e a activacién
da PLA2z e PLC polo receptor 5-HT2a de serotonina pero non para a sia naturaleza

homodimérica.
PALABRAS CHAVE

receptor 5-HT2a de serotonina, fosfolipasa A», fosfolipasa C, selectividade funcional,

unidade funcional minima, pontes disulfuro.
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SUMMARY

Schizophrenia is a chronic mental illness that affects 1% of the world’s population.
Its etiology is unknown although it is currently assumed that schizophrenia arises
from the interaction of genetic and environmental factors. Its pharmacological
treatment is based on the use of typical or atypical antipsychotics, with affinity for
different G protein-coupled receptors (GPCRs), highlighting the atypical
antipsychotics by its higher affinity for the serotonin 5-HT2a receptors than for
dopamine D2 receptors.

Serotonin 5-HTza receptors were one the first in which the functional selectivity
phenomenon was described where different ligands present different efficacies
and / or potencies depending on the signaling pathway studied.

Although traditionally GPCRs have been considered monomeric entities, currently
it is known that they can form dimers or higher order oligomers. Thus, for the
serotonin 5-HTza receptor the formation of heterodimers and homodimers has
been described, however it is not known so far the role of dimerization in receptor
activation. Therefore, our hypothesis was that the homodimerization of the
serotonin 5-HT2a receptor determines its activation and its functional selectivity
by antipsychotics. This activation mechanism would involve, at least partially, the
existence of disulfide bridges in the extracellular receptor domains.

A multiplex miniaturized methodology for simultaneous measurement of 5-HT2a-
mediated activation of phospholipase A; (PLA:z) and phospholipase C (PLC)
signaling pathways was developed and validated. It allowed the detection of
functional selectivity phenomena and negative cooperativity between 5-HTza
protomers.

To study the minimum functional unit (monomeric or homodimeric) required for
the activation of PLA2 and PLC pathways through the serotonin 5-HT2a receptor, a
inactivation-reactivation pharmacological approach was followed. It was observed
that it was necessary to activate the two protomers of the dimer for their signaling,
showing allosteric communication between them.

In addition, the effect of disulfide bridges reduction on serotonin 5-HT2a receptor
on ligand binding, its function and homodimeric nature was characterized. Thus,
the disulfide bridge between Cys!48 (in the transmembrane domain 3, TM3) and

Cys?27 (in the extracellular loop 2, ECL-2) was found to be determinant in the
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binding of lysergic acid diethylamide (LSD) and activation of PLA: and PLC by the

serotonin 5-HT2a receptor but not for its homodimeric nature.

KEYWORDS

serotonin 5-HT2a receptor, phospholipase Az phospholipase C, functional

selectivity, minimum functional unit, disulfide bridges
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Introduccién

INTRODUCCION
1. ESQUIZOFRENIA

1.1 Aspectos generales

La esquizofrenia es una enfermedad mental crénica, multifactorial y de etiologia
desconocida que afecta al 1% de la poblacién (Tandon y cols., 2008). Se trata de
una patologia con un alto indice de mortalidad, donde el 25-50% de los pacientes
esquizofrénicos intentan suicidarse y un 10% lo consiguen, asi, la tasa de
mortalidad es ocho veces mayor que la de la poblacidn en general. La esperanza de
vida puede ser 20-30 afnos menor, no sélo debido al suicidio, sino a una
enfermedad cardiovascular prematura, la cual ademas de un componente genético
puede verse agravada por un estilo de vida inadecuado (fumar, dieta inadecuada,
carencia de ejercicio...) y por el tratamiento con algunos antipsicéticos (Blasco-
Fontecilla y cols., 2010; Ray y cols., 2009; Saha y cols., 2007). Los sintomas de la
enfermedad se clasifican en cinco dimensiones: sintomas positivos, negativos,

cognitivos, agresivos y depresivos /ansiosos (Figura 1) (Stahl, 2000).

Figura 1. Representacion de las cinco dimensiones de la esquizofrenia (Stahl, 2000).

Los sintomas positivos son considerados un exceso de las funciones normales;
comprenden delirios (de persecucidn, grandeza, religiosos), alucinaciones
(auditivas, visuales, tactiles), agitacién, conducta catatonica, distorsién o
exageracidn en el lenguaje y la comunicacion.

En los negativos nos encontramos con al menos cinco tipos de sintomas: apatia

afectiva, alogia (restricciones en la fluidez y productividad del pensamiento y el
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habla), anhedonia (falta de placer), falta de atencién y limitaciones en el
comportamiento dirigido hacia un objetivo. Se considera que son una reduccién de
las funciones normales, pudiendo tener su origen en la propia enfermedad
(sintomas negativos primarios), o ser secundarios a los sintomas positivos de la
psicosis, a los efectos extrapiramidales producidos por los antipsicoticos o como
consecuencia de los sintomas depresivos (sintomas negativos secundarios).

Dentro de los sintomas cognitivos podemos destacar la dificultad para solucionar
problemas o la falta de coherencia en el lenguaje.

Por otro lado, aunque los sintomas agresivos pueden coincidir con los positivos,
estos enfatizan problemas en el control de impulsos; incluyen agresiéon verbal o
fisica, suicidio, autolesiones y falta de contencién sexual.

Por ultimo, en cuanto a los sintomas depresivos y ansiosos, estos también se
asocian frecuentemente con esquizofrenia (Tandon y cols., 2009; Stahl, 2008)

La esquizofrenia, por definicién, es un trastorno de al menos seis meses de
duracién, incluyendo al menos un mes de alucinaciones, delirio, habla
desorganizada, conducta cataténica o sintomas negativos.

La mayoria de los autores esta de acuerdo en que el desarrollo de la esquizofrenia
se divide en cuatro fases: premorbida (periodo anterior a la aparicién de los
primeros sintomas), prodrémica (manifestacion sutil de algunos signos y sintomas
de la enfermedad), una fase psicética y fase crénica (Figura 2) (Tandon y cols,,
2009).

Figura 2. Fases de la esquizofrenia (Tandon y cols., 2009).
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1.2 Etiopatologia de la esquizofrenia

La esquizofrenia es una enfermedad de origen multifactorial donde factores
genéticos y ambientales contribuyen al desarrollo de la misma. Existen multiples

hipétesis que tratan de explicarla, a continuacién se comentan algunas de ellas.
1.2.1 Hipétesis glutamatérgica

El primer indicio acerca de la participacidn del glutamato en la etiopatogenia de la
esquizofrenia surgié al observar los sintomas psicoticos que sustancias como
fenciclidina (PCP) o ketamina (antagonistas de los receptores N-metil-D-aspartato,
NMDA) producian en individuos sanos (Javitt y Coyle, 2004; Javitt y Zukin, 1991;
Javitt, 1987). La administracién sostenida de antagonistas NMDA daba lugar a la
aparicion de sintomas psicéticos, a alteraciones del pensamiento, aislamiento
social y sintomas cognitivos.

Entre las diferentes vias glutamatérgicas cabe destacar una que proyecta desde las
neuronas corticales piramidales (principalmente en la ldmina 5) a los ntcleos
serotoninérgicos del rafe, al drea tegmental ventral, a los centros dopaminérgicos
de la sustancia negra y al locus certleo. Esta via es la proyeccion glutamatérgica
cortical-troncoencefélica. Se ha descrito que la actividad de las vias
glutamatérgicas influye en la actividad de las vias dopaminérgicas, existiendo una
interconexion entre estos dos sistemas y por tanto otorgandole al glutamato un
papel modulador sobre la neurotransmision dopaminérgica. Por ello, esta teoria
sugiere que la fisiopatologia de la esquizofrenia estd asociada a una hipofuncién
glutamatérgica especificamente en ese area que, por tanto, no ejerceria su papel
inhibitorio sobre las neuronas dopaminérgicas de la via mesolimbica
produciendose la hiperactividad de la misma (Stahl, 2008; Chinchilla, 2007;
Konradi y Heckens, 2003; Tamminga, 1998).

1.2.2 Hipdtesis neurodegenerativa

La presencia de anomalias tanto funcionales como estructurales demostradas en
estudios de neuroimagen de pacientes esquizofrénicos sugieren un proceso
neurodegenerativo con pérdida progresiva de la funcién neuronal. De este modo y
como se ha descrito anteriormente, la esquizofrenia es una enfermedad que

progresa desde una fase asintomadtica larga a una fase crénica de la que nunca se
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vuelve al estado inicial. Entre las diferentes causas de esa condicién degenerativa
nos encontramos desde una apoptosis anormal, infecciones o anoxia a una
excitacidn excesiva ejercida por el glutamato. Dicha sobreexcitacién da lugar a lo
que se conoce como “hipdtesis excitotdxica de la esquizofrenia” donde las
neuronas acaban muriendo debido a los radicales libres que se forman en el
interior como consecuencia de la excesiva entrada de calcio (Watkins y Andrews,

2016; Stahl, 2008).
1.2.3 Hipétesis del neurodesarrollo

Seglin esta hipoétesis la enfermedad tendria su origen en anormalidades en el
desarrollo cerebral fetal durante los estados tempranos de seleccién y migracion
neuronal. Asi, complicaciones obstétricas desde infecciones maternas durante el
embarazo (gripe, citomegalovirus, Herpes simplex o Toxoplasma gondii) que
activan el sistema inmunitario a otro tipo de problemas como nacimiento
prematuro, hipoxia o preeclampsia, pueden contribuir al desarrollo de
esquizofrenia. Estos factores de riesgo tienen un final comun, la reduccién de
factores de crecimiento nervioso, produccién de citoquinas proinflamatorias y
especies reactivas de oxigeno, hipoxia o estrés que producirian un dafio estructural
dando como resultado la seleccién de neuronas dafiadas, una migracién incorrecta
0 conexiones erroneas (Watkins y Andrews, 2016; Khandaker y Dantzer, 2015;

Stahl, 2008).
1.2.4 La hipétesis cldsica: la hipotesis dopaminérgica

A pesar de que la base biolégica de la esquizofrenia sigue siendo desconocida, se
sabe que el neurotransmisor dopamina tiene un papel clave en los sintomas de la
enfermedad, y por ello, se considera la hip6tesis dopaminérgica como la hipdtesis
clasica. En el sistema dopaminérgico cerebral existen cinco vias: mesolimbica,

mesocortical, nigroestriatal, tuberoinfundibular y talamica (Figura 3).
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Figura 3. Vias dopaminérgicas cerebrales. (a) via nigroestriatal (b) via mesolimbica (c) via

mesocortical (d) via tuberoinfundibular (e) via taldmica (Stahl, 2008).

La via mesolimbica se proyecta desde los cuerpos celulares dopaminérgicos
en el drea tegmental ventral a los terminales axdnicos que inervan las areas
limbicas del cerebro como son el nicleo accumbens, hipocampo y amigdala.
Esta via tiene un papel importante en los sintomas positivos, especialmente
en las conductas emocionales, las alucinaciones auditivas y los delirios. Se
propone que la hiperactividad de esta via es una de las causas de los
sintomas positivos de la esquizofrenia pudiendo también desempeifiar un
papel en los sintomas agresivos.

En la via mesocortical los cuerpos celulares surgen del area tegmental
ventral y proyectan hacia areas de la corteza prefrontal. Una hipofuncién de
esta via seria la responsable de los sintomas negativos y de algunos
sintomas cognitivos.

La via dopaminérgica nigroestriatal se proyecta desde los cuerpos celulares
dopaminérgicos de la sustancia negra hacia los ganglios basales y estriado.
Esta via forma parte del sistema nervioso extrapiramidal por lo que
controla los movimientos. Asi, un déficit de dopamina en esta zona causa
trastornos motores como la enfermedad de Parkinson, la cual se caracteriza
por rigidez, bradicinesia y temblores; mientras que por otro lado, una

hiperactividad de la via nigroestriatal seria la responsable de trastornos
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motores como la corea de Huntington, discinesias y tics. El bloqueo crénico
de los receptores D2 de dopamina en esta via puede dar como resultado un
trastorno motor hipercinético conocido como discinesia tardia inducida por
neurolépticos.

e Las neuronas dopaminérgicas que se proyectan desde el hipotidlamo a la
adenohipoéfisis forman la via tuberoinfundibular. Normalmente estas
neuronas estan activas e inhiben la liberacion de prolactina.

e La via taldmica, descrita posteriormente, inerva el tidlamo en primates y
aunque todavia esta siendo estudiada, parece tener un papel en los
mecanismos del suefio. Por el momento no existen evidencias de una

funci6n alterada de esta via en los pacientes esquizofrénicos.
1.2.5 Hipdtesis serotonina-dopamina

La hipétesis de que la serotonina (5-HT) juega un papel en la etiologia de la
esquizofrenia comenz6 basandose en las actividades psicomiméticas producidas
por la mescalina, psilobicina y la dietilamida del acido lisérgico (LSD), todos ellos
agonistas alucinégenos del receptor 5-HT2a de serotonina (Bartolomeis y cols.,
2013; Gonzalez-Maeso y cols., 2007). Posteriormente, el desarrollo de los
antipsicoticos atipicos, cuya principal diana son los receptores 5-HT:a de
serotonina y la mayor eficacia clinica observada frente a los clasicos (atribuida al
bloqueo de dicho receptor) hizo que la teoria de la implicacién de la serotonina en
la esquizofrenia cobrara importancia (Meltzer y cols., 1989). Actualmente sabemos
que la serotonina ejerce un papel modulador sobre las vias dopaminérgicas
inhibiendo la liberaciéon de dopamina en los terminales axénicos. Este efecto
modulador variara en funcién del nivel de expresion de los receptores 5-HTza de

serotonina y D, de dopamina.
1.2.6 Genesy proteinas asociadas a esquizofrenia

Hoy en dia se acepta que la esquizofrenia es una enfermedad poligénica, donde un
Unico gen no es suficiente para producirla pero la combinacién de la alteraciéon
varios genes junto con factores ambientales incrementan el riesgo de desarrollarla.
El gen Disrupted in schizophrenia 1 (DISC1), descubierto en una familia escocesa, es

uno de los genes asociados con esquizofrenia, se trata de una translocaciéon
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balanceada entre el cromosoma 1 y el 11 (1:11) (q42.1;q14.3). El producto de
dicho gen, la proteina DISC1, es una proteina scaffold con una distribucién celular
diversa que tiene un papel importante en diferentes funciones (debido a su
interacciéon con multiples proteinas) como la arborizacién y migracién neuronal,
proliferaciéon celular, crecimiento de neuritas, modulaciéon de la funcién del
citoesqueleto, transmisién sinaptica y plasticidad. Entre las proteinas que
interactian con DISC1 se incluyen la fosfodiesterasa 4B (PDE4B), nuclear
distribution protein nudE-like 1 (NDEL1), lissencephaly protein 1 (LIS1),
fasciculation and elongation protein Zeta 1 (FEZ1), neuregulin 1 (NRG1),
dystrobrevin binding protein 1 (DTNBP1), postsynaptic density protein 95 (PSD95),
las cuales participan en los procesos mencionados anteriormente y cuyos genes
han sido asociados con esquizofrenia. Otros genes relacionados con la enfermedad
son los que codifican las siguientes proteinas catecol-o-metiltransferasa (COMT),
regulator of G protein signaling 4 (RGS4), reelina (RELN) y serine-threonine protein
kinase 1 (AKT1) (Varela y cols., 2015; Balu y Coyle, 2011; Mackie y cols., 2007;
Porteous y Millar, 2006; Ross y cols., 2006; Lidow, 2003; Sawa y Snyder, 2003).

1.3 Tratamiento farmacolégico de la esquizofrenia

El tratamiento de la esquizofrenia tiene tres componentes: el tratamiento
farmacolégico con antipsicoticos, educacién e intervenciéon psicosocial y
rehabilitacion.

El tratamiento farmacolégico de la esquizofrenia es sintomdatico mediante la
administracion de farmacos antipsicéticos. Estos se clasifican en antipsicéticos

tipicos o de primera generacién y antipsicéticos atipicos o de segunda generacion.
1.3.1 Antipsicéticos tipicos o de primera generacion

Los primeros farmacos antipsicéticos fueron descubiertos accidentalmente en la
década de 1950, cuando se observd por casualidad que la clorpromazina (un
compuesto con actividad antihistaminica) presentaba efectos antipsicéticos
cuando se administraba a pacientes esquizofrénicos. A principios de la década de
1970 se comprobd experimentalmente mediante técnicas de wunién de
radioligandos que su propiedad farmacolégica clave era el antagonismo de los

receptores D2 de dopamina (Burty cols., 1975; Creese y cols., 1976; Seeman y cols.,
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1976). Esta accion ha resultado ser la responsable no sélo de la eficacia de los
antipsicoticos de primera generacion sino también de la mayoria de sus efectos
secundarios. Un bloqueo de los receptores de dopamina en la via dopaminérgica
mesolimbica da lugar a una reduccién de la hiperactividad que presentan los
pacientes esquizofrénicos en esta via, la cual es responsable de los sintomas
positivos. Los antipsicéticos tipicos no permiten lograr un bloqueo especifico de
los receptores D2 a nivel mesolimbico sino que también producen un bloqueo en la
via dopaminérgica mesocortical que se encuentra hipoactiva en esquizofrenia y
que es la responsable de los sintomas negativos y cognitivos, causando un
empeoramiento de dichos sintomas. A nivel nigroestriatal, el bloqueo de los
receptores D2 conlleva alteraciones en el movimiento (movimientos involuntarios
hipercinéticos) ya que esta via forma parte del sistema extrapiramidal, asi, los
efectos secundarios se conocen como sintomas extrapiramidales. En cuanto a los
receptores D2 de la via tuberoinfundibular también seran bloqueados y como
consecuencia se produce hiperprolactinemia.

Ademas de la clorpromazina, dentro de este grupo de antipsicéticos tipicos se

encuentran el haloperidol, tioridazina y loxapina entre otros.
1.3.2 Antipsicéticos atipicos o de segunda generacion

Los antipsicdticos atipicos representan la segunda generacion de antipsicéticos. El
primer farmaco de este grupo fue la clozapina, la cual no produce sintomas
extrapiramidales ni hiperprolactinemia, presentando baja afinidad por los
receptores D2 de dopamina y alta afinidad por los receptores 5-HT2a de serotonina
(Gross y Langner, 1966). Durante un tiempo fue retirada del mercado debido a uno
de sus efectos adversos, la agranulocitosis, que se produce entre el 0.5-2% de los
pacientes (Alvir y cols., 1993; Gaszner y cols., 2002). Posteriormente, su
demostrada superioridad clinica en esquizofrenia resistente y los pocos sintomas
extrapiramidales que produce, hizo que se reintrodujera en el mercado aunque no
sea la primera linea de tratamiento, considerdndola el “estdndar de oro” (gold
standard) de la medicacidn antipsicdtica (Kane y cols., 1988).

El hecho de que los antipsicéticos atipicos como la clozapina presenten una mayor
afinidad por los receptores 5-HT2a que por los receptores D2 condujo a lo que se

conoce como indice de Meltzer: una relacién pKi 5-HT2a/ pKi D2 que ha sido
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utilizado como un criterio de clasificaciéon de antipsicoticos, de esta manera si el
resultado de la relacion es menor de 1.09 el firmaco se comporta como un
antipsicotico tipico, mientras que si es mayor a 1.12 se comporta como
antipsicotico atipico (Meltzer y cols., 1989).

Sin embargo, la clozapina es considerado un firmaco “sucio” debido a su perfil
multirreceptorial ya que presenta afinidad por mas de una docena de receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs) como son todos los receptores de dopamina (D1-
Ds), los receptores 5-HTia, 5-HT2a, 5-HT2c, 5-HTs y 5-HT7 de serotonina,
receptores de histamina Hj, receptores muscarinicos y receptores adrenérgicos.
Por ello, resulta complicado disefiar un farmaco clozapine-like con menos efectos

adversos (Figuras 4 y Figura 5) (Roth y cols., 2004).

clozapina

Figura 4. Perfil multirreceptorial de la clozapina donde se representan los diferentes

receptores para los que tiene afinidad (Stahl, 2008).
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Figura 5. Perfiles de actividad farmacolégica y constantes de afinidad (K;) de diferentes

antipsicoticos sobre el receptoroma (Roth y cols., 2004)
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2. Receptores acoplados a proteinas G

2.1 Caracteristicas generales

La superfamilia de GPCRs o también conocida como receptores con 7 dominios
transmembrana (7TMR) es la méas grande y diversa de las proteinas de membrana
implicadas en la transduccién de sefiales. Los GPCRs reconocen una gran variedad
de estimulos extracelulares como: iones, péptidos, olores, aminas bidgenas,
fotones, lipidos, transduciendo la sefial al interior celular. Mas del 1% del genoma
humano codifica estos receptores, los cuales son diana de numerosos farmacos por
estar implicados en diversas patologias del sistema nervioso central
(esquizofrenia, depresidon, trastorno por déficit de atencién...), cancer,
enfermedades cardfacas, enfermedades metabdlicas entre otras. Entre un 40-50%
de los farmacos actuales del mercado tiene como diana los GPCRs (Figura 6)

(Zhangy cols., 2015).

Figura 6. Relacién de farmacos y dianas terapéuticas. A) Representacidn del porcentaje de
farmacos para las principales dianas terapéuticas. B) Numero de firmacos para las

principales dianas terapéuticas distribuidos por afio de aprobacién (Santos y cols., 2017)

Para que un receptor sea clasificado como GPCR debe cumplir dos requisitos: en
primer lugar debe estar constituido por una sola cadena polipeptidica capaz de
cruzar 7 veces la membrana plasmatica presentando una estructura de 7

secuencias de 25-35 aminoacidos con un alto grado de hidrofobicidad. Estas
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secuencias formaran 7 hélices a (TMI-VII) integradas en la membrana formando
una especie de barril, perpendicular al plano membranal y en sentido antihorario
(visto desde la cara externa de la membrana). Estas hélices o estan conectadas por
tres loops extracelulares (ECL1-3) y tres loops intracelulares (ICL1-3), un extremo
amino-terminal extracelular y un extremo carboxi-terminal citoplasmatico (Figura
7) que tipicamente contiene una hélice corta (hélice 8) paralela a la membrana. El
segundo requisito es que el receptor debe tener la capacidad de interactuar con
una proteina G. Hoy en dia se sabe que los GPCRs no solo interaccionan con
proteinas G, sino que existe una sefializaciéon independiente de proteinas G que
implica otras proteinas como las arrestinas o las kinasas, por lo que se propone
como el término mas correcto para referirse a ellos el de 7TMR (Fredriksson y
cols., 2003).

En cuanto a la sefalizacién dependiente de proteinas G, interactian con proteinas
G heterotriméricas que transducen la sefal desde el receptor a los sistemas
efectores. Dichas proteinas constan de tres subunidades, o,  y v, de las cuales a su
vez existen diferentes subtipos. Los receptores, bien debido a su actividad
constitutiva o bien tras la unién de un ligando, se asocian de manera mas efectiva
con la proteina G heterotrimérica actuando como un factor intercambiador de
nucleétidos de guanina (Guanine Nucleotide Exchange Factor, GEF) promoviendo el
intercambio de guanosina 5’-difosfato (GDP) por guanosina 5’-trifosfato (GTP)
unido a la subunidad a y la separacidn del complejo 3/y. A continuacidn, tanto Ga
como Ggy, estimulan moléculas efectoras como adenilatociclasas, guanilatociclasas,
fosfodiesterasas, fosfolipasa A2 (PLAz), fosfolipasa C (PLC) activando o inhibiendo
la produccién de una variedad de segundos mensajeros como adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), diacilglicerol (DAG), inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) o
acido araquiddnico (AA). La subunidad G« posee actividad intrinseca GTPasa, por
lo que al final del ciclo de activacién hidroliza el fosfato terminal del GTP,
quedando como GDP. Esto conlleva a la reasociaciéon de las tres subunidades y
finaliza la sefializacién (Figura 8) (Flock y cols., 2015; Milligan y Kostenis, 2006;
Marinissen y Gutkind, 2001).
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Figura 7. Esquema representativo de un GPCR y su interaccién con proteinas G. Multiples
ligandos tienen como diana los GPCR o 7TM, los cuales pueden activar diferentes vias de
sefializaciéon a través de diversas proteinas G para finalmente producir diferentes

respuestas biolégicas (Marinissen and Gutkind, 2001).

Figura 8. Esquema representativo del ciclo de activaciéon de proteinas G (Flock y cols,,

2015).

La primera estructura cristalina de un GPCR se obtuvo en el afo 2000, cuando se
estudio el receptor de rodopsina bovino con una resolucién de 2.8 A (Palczewski y

cols., 2000). Debido a que la obtencidon de una estructura cristalina de GPCR es
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proceso complicado, no fue hasta el 2007 gracias al desarrollo tecnolégico con la
aparicién de nuevos métodos cristalograficos y a la innovacién en técnicas de
ingenierfa de proteinas, cuando la cristalizacion de GPCRs experimenté un
crecimiento exponencial (Figura 9) (Zhang y cols., 2015; Venkatakrishnan y cols.,
2013). Actualmente existen 190 estructuras cristalinas sin embargo las inicas que
existen para los receptores de serotonina son las correspondientes a los
receptores 5-HTig (Wang y cols., 2013) y 5-HT2s (Wacker y cols., 2017, 2013)

http://gpcrdb.org/structure/statistics.

Figura 9. Relacion del nimero de GPCRs cristalizados por afio donde los colores

representan el tipo de ligando endégeno (http://gpcrdb.org/structure/statistics).

Existen varios sistemas de clasificacion para esta superfamilia, algunos se basan en
el sitio de uniéon del ligando, otros utilizan caracteristicas fisioldgicas,
estructurales, genéticas o filogenéticas. Uno de los mas clasicos y utilizado es el
sistema propuesto por Kolakowski (Kolakowski, 1994) donde se clasifican los
GPCRs en 6 clases (A-F). Esta clasificacion da cobertura a todos los GPCRs, tanto de
vertebrados como de invertebrados y también es utilizado por la Unién
Internacional de Farmacologia (IUPHAR) con una excepcién (Frizzled receptors).
La familia o clase A, también conocida como rhodopsin-like, contiene el 90% de

todos los GPCRs, siendo la mas grande y estudiada. Esta familia engloba receptores
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para una variedad de hormonas y aminas biégenas como la serotonina o la
dopamina.

Posteriormente, una vez completado el Proyecto Genoma Humano, se llev a cabo
un estudio filogenético de toda la superfamilia de GPCRs humanos, dando lugar a
un nuevo sistema de clasificacidn, el sistema GRAFS (Fredriksson y cols., 2003).
Este sistema consta de 5 familias llamadas Glutamate (G), Rhodopsin (R), Adhesion
(A), Frizzled/Taste2 (F) y Secretin (S). La familia Rhodopsin se subdivide en 4
grupos: o, B, y y O. Dentro del grupo a encontraremos a los receptores de

rodopsina, serotonina y dopamina entre otros (Figura 10).

Figura 10. Relacion filogenética de los GPCRs, sistema de clasificacién GRAFS.
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2.2 Modelos de interaccion ligando-receptor

Desde que se conoce la existencia de los receptores, numerosas teorias y modelos
matematicos han tratado de explicar las interacciones ligando-receptor y a medida
que aumentaba el conocimiento, estos modelos fueron aumentando en
complejidad.

El modelo clasico de interaccion ligando receptor describe que un agonista (A) se
une a un receptor en estado inactivo (Ri) para formar un complejo AR; que tras un

cambio conformacional se transformara en el estado activo ARa.

Ka oL
A+Ri €—> AR «<—> AR
Posteriormente, De Lean y colaboradores (De Lean y cols., 1980) disefiaron otro
modelo en el cual se incluia la interaccién del receptor con la proteina G, conocido

como modelo del complejo ternario.

Ka aL YBKE
A+Ri €—> ARi €—> AR.+G €—> ARG

En 1989 Costa y Herz demostraron por primera vez que un receptor podia
seflalizar en ausencia de ligando, es lo que se conoce como actividad constitutiva
(Costa y Herz, 1989). Por este motivo, fue necesario proponer un nuevo modelo
que tuviera en cuenta esa caracteristica, asi, se propuso el modelo del complejo
ternario extendido (Samama y cols., 1993) (Figura 11A). Este modelo a pesar de
ser el que mejor explicaba la interaccién ligando-receptor, era incompleto
termodindmicamente desde el punto de vista de la interaccién receptor-proteina G.
Por lo tanto, se propuso el modelo del complejo ternario cibico que incluia la
posibilidad de que el receptor en estado inactivo (con ligando unido o no)

interactuara con la proteina G (Weiss y cols., 1996a, 1996b, 1996c) (Figura 11B).
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Figura 11. Modelos de interacciéon ligando-receptor. A) Modelo del complejo ternario

extendido. B) Modelo del complejo ternario ctibico (Kenakin, 2002).

Actualmente existen modelos atin mas complejos que incluyen otras propiedades
de los receptores como son el alosterismo, cooperatividad, sefializaciéon cruzada
(crosstalk) y 1a formacién de dimeros u oligomeros (Giraldo, 2013; Durroux, 2005).
Para simplificar los modelos de sistemas proteicos se representa una unica
conformacién, sin embargo, existen evidencias experimentales de que los
receptores no existen como una unica conformacién activa o inactiva, sino que
existen como colecciones de conformaciones, algunas de las cuales son capaces de
producir un efecto (Park, 2012; Kenakin y Miller, 2010; Vaidehi y Kenakin, 2010;
Kenakin, 2002, 1995). Asimismo, también existen evidencias de la existencia
temporal de microconformaciones (Figura 12). Por ello, en la teoria del conjunto
de conformaciones se asume que un receptor (en ausencia de ligando) posee un
estado de distribucion particular en el espacio conformacional y que los ligandos
y/o proteinas G cambian esa distribucién del estado basal después de interactuar.

Cuando el ligando que se une es un agonista tendra afinidad por la coleccién de
conformaciones activas, lo que produce una redistribucién de las mismas
desplazando el equilibrio. En el caso de que el ligando sea un agonista inverso,
presentara una mayor afinidad por la colecciéon de conformaciones inactivas y el
equilibrio serd desplazado en el sentido opuesto (Figura 13) (Kenakin, 2004,

2003,2002).
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Figura 12. Representaciéon del conjunto de microconformaciones. A) En ausencia de
ligando, el receptor posee un conjunto de distribuciones en el espacio conformacional. B)
Tras la interaccidén con el ligando esas distribuciones conformacionales cambian (Kenakin,

2004).
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Figura 13. Diferentes conjuntos de conformaciones expresadas como distribuciones
Gaussianas. A) Conformaciones basal (Ref) y activa (G) de un receptor. B) Redistribucién
de las conformaciones tras la unién de un agonista. Las zonas de interseccién representan
la respuesta. C, D) Redistribucién de las conformaciones provocada por la interaccién con
un antagonista. E) Representacién de un receptor con actividad constitutiva. F)
Redistribucién de las conformaciones tras la unién de un agonista inverso (Kenakin,

2002).

La observacién de que diferentes ligandos actuando sobre un mismo GPCR puedan
seleccionar diferentes estados conformacionales y por consiguiente activar
diferentes vias de sefializacion acopladas al mismo receptor de un modo
diferencial, es lo que se conoce como agonist-directed trafficking of receptor

stimulus (Kenakin, 1995) y se explica a través de la teoria de conjuntos
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conformacionales. También se conoce como selectividad funcional (Urban y cols.,
2007), biased agonism (Jarpe y cols., 1998) o collateral efficacy (Kenakin, 2007).
Esta propiedad se observé en los receptores de serotonina, dopamina, adenosina y

opioides entre otros (Figura 14) (Liu y cols., 2015; Kenakin y Miller, 2010).

Figura 14. Esquema representativo del fenémeno de selectividad funcional. Cuando el
agonista A; interactia con el receptor R, produce preferencialmente la activacién de la via
de sefializacién Ei que de E.. El agonista A; unido al mismo receptor promueve una
activacion similar para ambas vias mientras que el agonista Az favorece la via de

sefalizacion E; (Bergy cols., 1998a).

Una de las primeras observaciones del fendmeno de selectividad funcional fue en
el receptor tipo 1 del polipéptido activador de adenilato ciclasa de la pituitaria
(PACAP-1) acoplado a las proteinas Gs (produciendo AMPc a través de la adenilato
ciclasa) y Gg/11 (generando IP3 a través de la PLC). En dicho receptor, los agonistas
PACAP-27 y PACAP-38 invierten sus potencias relativas en funcién de la via
efectora caracterizada (Spenglery cols., 1993).

Posteriormente, en 1998, Berg y colaboradores demostraron dicho fenémeno en
los receptores 5-HTzc y 5-HT2a de serotonina. Estos receptores se encuentran
acoplados ala PLC (a través de Gq/11 generando 1Pz y DAG) y a la PLA2 produciendo
AA (Hoyer y cols., 1994; Felder y cols,, 1990). En los receptores 5-HTzc de
serotonina, se observd que el agonista quipazina produce una respuesta maxima
superior a la del (#)1-(2,5-dimethoxy-4-iodophenyl)-2-aminopropane (£DOI) en la
via de la PLC mientras que este ultimo presenta una mayor respuesta a través de la
via de PLA2 (Figura 15A y 15B). Otros agonistas mostraron resultados similares

en ese receptor (Bergy cols.,, 1998 a, b, c).
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En el caso del receptor 5-HT2a de serotonina, agonistas como LSD o lisurida

producen claramente una mayor activacion de la PLAz que de PLC (Figura 15C).

Figura 15. Ejemplos de algunos agonistas que presentan selectividad funcional. A) El
agonista (+)DOI presenta una mayor respuesta a través de PLA; que PLC en el receptor 5-
HT2c de serotonina expresado de forma estable en células CHO-1C19. B) El agonista
quipazina presenta un efecto contrario, una mayor respuesta a través de la PLC que de
PLA; en el receptor 5-HT,c de serotonina expresado de forma estable en células CHO-
1C19. C) Estudio de la sefializacién de diferentes agonistas en células CHO-FA4 que

expresan de forma estable el receptor 5-HT24 de serotonina (Bergy cols., 1998a).

2.3 Dimerizacion de GPCRs

Los GPCRs fueron considerados tradicionalmente como entidades monoméricas
donde un receptor se acopla a una proteina G con una estequiometria 1:1. Sin
embargo, la aparicién tanto de curvas de competicion bifasicas con cooperatividad
positiva o negativa (que no podian ser explicadas mediante el modelo tradicional)
como de western blots con multiples bandas, indicaban que los GPCR pueden
formar oligémeros (Herrick-Davis y cols., 2013; Hiller y cols., 2013; Milligan, 2013;
Kroeger y cols, 2003; Angers y cols, 2002). Las consecuencias de esta
oligomerizacién son variadas y a diferentes niveles, siendo un requisito para el
trafico a la membrana plasmatica desde el lugar de sintesis, modificando las
propiedades de internalizaciéon u otorgandole al dimero/oligémero nuevas
propiedades farmacolégicas y vias de sefializacién (Smith y Milligan, 2010; Pin y

cols., 2007).
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En el caso de dimeros la asociacién puede ser entre proteinas idénticas, lo que se
conoce como homodimeros, o entre proteinas distintas, formando en este caso
heterodimeros.

La IUPHAR establecié unos criterios para que un dimero sea aceptado por la
comunidad cientifica: 1) debe existir una interaccién fisica (o proximidad) de
ambos receptores en tejido nativo o en células primarias, 2) debe tener
propiedades farmacolégicas especificas 3) evidencias en animales knockout o
mediante la tecnologia del acido ribonucleico interferente (RNAi) in vivo. Asi,
deben cumplirse al menos dos de los tres criterios establecidos (Pin y cols., 2007).
La primera evidencia aceptada del significado funcional de un dimero viene de la
mano de un GPCR de clase C, el receptor GABAg, el cual forma un heterodimero
obligado que consta de dos subunidades, GABAg: (une agonistas) y GABAg: (activa
a la proteina G). En ausencia de GABAg2 la subunidad GABAg;: es retenida en el
reticulo endoplasmatico, por el contrario, GABAg: si es transportada a la
membrana cuando se expresa sola pero no une GABA ni promueve la sefializacion.
Unicamente cuando ambas subunidades se coexpresan se produce un tréfico
correcto a la membrana celular y la formacién de un receptor funcional (Marshall y

cols., 1999; White y cols., 1998).
2.3.1 Dominios de interaccion en dimeros

Numerosos estudios cristalograficos y de mutagénesis dirigida han tratado de
explicar cudles son los dominios de interaccion entre los protdmeros de un dimero.
El modelo de intercambio de dominios (domain swapping model) considera que la
unidad funcional monomérica consistiria en los cinco primeros dominios
transmembrana (TM) de un mondmero y los dos tltimos del otro. De este modo, si
ambos protdmeros se coexpresan se produce un reordenamiento y se recupera el
receptor funcional. Por otro lado, en el modelo de empaquetamiento lateral, el
dimero se formaria por contacto a través de los dominios transmembrana (Figura

16) (Szidonyay cols., 2008).
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Figura 16. Modelos de interaccion entre monémeros. A) Modelo de empaquetamiento
lateral. B) Modelo de intercambio de dominios domain swapping model (Szidonya y cols.,

2008).

Se ha demostrado que los dominios transmembrana IV y V forman la interfaz
dimérica en los receptores Dz de dopamina, rhodopsina, 5-HTia y 5-HTz2a de
serotonina y mGluz de glutamato (Xue y cols., 2015; Gorinski y cols., 2012; Moreno
y cols., 2012; Bruno y cols., 2009; Gonzalez-Maeso y cols., 2008; Fotiadis y cols.,
2004; Guo y cols., 2003). Aunque los dominios transmembrana y las interacciones
hidrofébicas son consideradas las mas efectivas y probables en el proceso de
dimerizacion, las uniones covalentes entre cisteinas localizadas en las regiones
extracelulares como por ejemplo en el N-terminal del receptor sensible a calcio, los
receptores metabotropicos de glutamato y el receptor de angiotensina II tipo 2 son
importantes en la dimerizacion (Miura y cols., 2005; Zhang y cols., 2001; Ray y
cols., 2000; Romano y cols, 1996). Por otro lado, se han descrito otras
interacciones como la coiled-coil de los receptores GABAg (Figura 17) (Burmakina

y cols., 2014; White y cols., 1998).
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Figura 17. Dominios de interaccién en receptores diméricos. A) Formacién de dimeros
mediante puentes disulfuro. B) Formacién de dimeros a través del dominio C-terminal,
interaccién coiled-coil. C) Formacién de dimeros por contacto entre los dominios

transmembrana (Bouvier, 2001).

2.3.2. Técnicas de deteccion de dimeros

Se han utilizado multiples técnicas bioquimicas, biofisicas y farmacoldégicas para

demostrar la existencia de dimeros. A continuacién se mencionan algunas de ellas.

2321 Técnicas  bioquimicas :  complementacién  funcional Yy
coinmunoprecipitacion

2.3.2.1.1 Complementacién funcional

Para estudiar las interacciones fisicas entre GPCRs se han llevado a cabo estudios
de complementacién funcional donde receptores mutados o quimeras que no son
funcionales cuando se expresan individualmente, reestablecen la sefializacién
cuando son coexpresados. Un estudio realizado por Maggio y colaboradores
(Maggio y cols., 1993a) utilizé6 dos receptores quimeras; uno contenia los cinco
primeros dominios transmembrana del receptor az-adrenérgico y los dos ultimos
del receptor muscarinico M3 y el otro viceversa. Cuando se expresaron
individualmente estos receptores no fueron capaces de unir radioligandos ni de
sefializar, por el contrario, cuando se coexpresaron se recuperd parcialmente la
funcién sugiriendo una interaccién fisica entre ambas quimeras creando

receptores funcionales. Resultados similares se observaron en el receptor de
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angiotensina II tipo 1 y ambos apoyaban el modelo de dimerizacion domain
swapping (Monnoty cols., 1996).

Otra aproximacion un tanto diferente en la que se utilizaron mutantes, en este caso
del receptor D, de dopamina, demostré la complementacién funcional entre un
receptor mutado en coexpresion con el receptor nativo (Han y cols., 2009).

Por el contrario, en otros GPCRs la dimerizacién entre receptores mutados y
nativos no reestablece la funcidn, esto se conoce como efecto dominante negativo

pero también demostraria la interaccién entre ambos (Herrick-Davis y cols., 2005).
2.3.2.1.2 Coinmunoprecipitacién

Una de las técnicas bioquimicas mas utilizada para estudiar la dimerizacién ha sido
la coinmunoprecipitaciéon de receptores marcados con epitopos diferentes. El
primer receptor estudiado con esta aproximacién fue el receptor (z-adrenérgico.
Para ello se marcaron unos receptores con hemaglutinina (HA) y otros con c-MYCy
se coexpresaron en células Sf9. Finalmente se inmunoprecipitaron con un
anticuerpo anti-myc y el dimero fue detectado con el anticuerpo anti-HA (Hebert y
cols., 1996).

Mediante estrategias similares se ha demostrado la homodimerizacién de otros
receptores como los 5-HTza, 5-HT2c y 5-HT4 de serotonina o el muscarinico M3
entre otros (Breay cols., 2009; Berthouze y cols., 2005; Herrick-Davis y cols., 2004;
Zeng y Wess, 1999). También se han demostrado numerosos heterodimeros como
5-HT2a-D2, D1-D2 o el GABAB1-GABAg2 (Albizu y cols., 2011; Lukasiewicz y cols.,
2010; Lee y cols., 2004; White y cols., 1998).

Aunque esta técnica es muy utilizada para estudiar interacciones proteina-
proteina, la coinmunoprecipitacién de receptores requiere la solubilizacién con
detergentes que puede ser problematica cuando se trata de proteinas altamente
hidrofébicas como es el caso de GPCRs, pudiendo formar agregados y por lo tanto

dimeros artefactuales.

2322 Técnicas biofisicas: transferencia de energia de resonancia y

complementacion de fluorescencia bimolecular

A pesar de que la coinmunoprecipitacién es una técnica muy utilizada, no permite
el estudio de dimeros en células vivas ni en tiempo real. Este inconveniente se

solventd con la aparicién de técnicas basadas en la transferencia de energia de
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resonancia (resonance energy transfer, RET). Dichas técnicas se basan en la
transferencia de energia no radiactiva desde una molécula donante a una molécula
aceptora como resultado de un acoplamiento electromagnético dipolo-dipolo
(Forster, 1948). Para que se produzca la transferencia de energia deben cumplirse
unas condiciones: 1) el espectro de emisidn de la molécula donante debe solaparse
con el espectro de excitacién de la molécula aceptora, 2) la distancia entre ambas
moléculas debe ser inferior a 100 A, 3) debe existir una orientacién correcta entre
ambas. Cuando la transferencia de energia es basada en fluorescencia se conoce
como FRET, en el caso de que la molécula donante sea bioluminiscente hablamos
de BRET (Cottet y cols., 2012; Szidonya y cols., 2008; Angers y cols., 2002; Eidne y
cols., 2002).

2.3.2.2.1 FRET

El aislamiento de la proteina verde fluorescente (GFP) de Aequorea victoria la
convirti6 en una herramienta importante en biologia celular ya que permitia
fusionarla a otras proteinas de interés y asi poder visualizarlas. Mas tarde se
desarrollaron otras variantes como la proteina fluorescente cian (CFP) o la
amarilla (YFP). Esto llevé a la seleccién de pares de FRET, siendo el primero y uno
de los mas empleados el par formado por las proteinas anteriormente citadas. La
proteina CFP actuaria como donante, una vez excitada (alrededor de 430 nm)
emite a una longitud de onda (en torno a 480 nm) que permite excitar a la
molécula aceptora YFP, si ésta se encuentra préxima a la primera, se produce la
transferencia de energia. Finalmente la YFP emitira a 530 nm (Figura 18)
(Szidonya y cols., 2008; Angers y cols., 2002; Eidne y cols., 2002). Esta metodologia
se emple6 para detectar homodimeros 5-HT2a y 5-HT2c de serotonina (Brea y cols.,
2009; Herrick-Davis y cols., 2006, 2004) y heterodimeros como el 5-HT2a-Dz o el 5-

HT2a-mGlu; entre otros (Lukasiewicz y cols., 2010; Gonzalez-Maeso y cols., 2008).
2.3.2.2.2 BRET

La bioluminiscencia es un fenémeno natural que se produce en ciertos organismos
marinos como Renilla reniformis y Aequorea victoria siendo el resultado de la
degradacion catalitica del sustrato coelenterazina h por parte de la enzima Renilla
luciferasa (Rluc) obteniéndose como producto coelenteramida y fotones. Esa luz se

transfiere a la proteina fluorescente GFP que actiia como aceptor y a su vez emitira
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luz verde. En el caso de dos GPCRs, uno fusionado por su extremo C-terminal a
Rluc y otro fusionado a YFP, si se coexpresan y forman dimeros se producira la
transferencia de bioluminiscencia desde la molécula donante Rluc a la aceptora
YFP permitiendo detectarlos (Figura 18) (Szidonya y cols., 2008; Angers y cols.,
2002; Eidne y cols., 2002). Con este técnica se han detectado homodimeros como
el 5-HT4 de serotonina o el 3z-adrenérgico (Berthouze y cols., 2005; Angers y cols,
2000) y heterodimeros como el 5-HT24-D2, 5-HT2a-mGlu:z o el p-6 opioide (Borroto-
Escuela y cols., 2010; Gonzalez-Maeso y cols., 2008; Gomes y cols., 2004).

Figura 18. Técnicas de deteccion de dimeros mediante RET. A) Esquema representativo
de FRET donde se produce la deteccién de un dimero debido a la fluorescencia transmitida
desde la molécula donante enhanced CFP (ECFP) fusionada a un GPCR a la molécula
aceptora enhanced YFP fusionada a otro GPCR. B) Esquema representativo de BRET donde
los fotones producidos en la oxidacién de coelenterazina por parte de la Rluc fusionada a

un GPCR, excitan a la proteina EYFP fusionada a otro GPCR (Eidne y cols., 2002).

2.3.2.2.3 Técnicas de complementaciéon de fluorescencia bimolecular

(BiFC)

Estas técnicas son otra alternativa para estudiar la dimerizacién de GPCRs. Se
basan en la reconstitucién de una proteina fluorescente que previamente ha sido
fragmentada en dos (por lo tanto es inactiva) y fusionada a GPCRs. Por ejemplo, si
la proteina Venus es fragmentada en dos y cada fragmento se fusiona a un GPCR,
en el caso de que estos se encuentren en proximidad formando dimeros, la
proteina se reconstituye y emite fluorescencia (Figura 19). Otros ejemplos de
proteinas también utilizadas son Cerulean, mCherry o proteinas luminiscentes

como la Rluc (Vidi y Watts, 2009). Un ejemplo de la aplicacién de esta técnica para
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la deteccién de dimeros seria el receptor aig-adrenérgico (Lopez-Giménez y cols.,

2007).

Figura 19. Aplicacién de BiFC para monitorizar la interaccién entre GPCRs. A) Fragmentos
de la proteina fluorescente Venus (Venus N-terminal, VN; Venus C-terminal, VC) son
fusionados a ambos mondémeros (a y b) a través del extremo C-terminal del receptor. B)
Tras la interaccién de ambos GPCRs marcados, se reconstituye la proteina volviéndose

funcional emitiendo fluorescencia (Vidi y Watts, 2009).

Partiendo de las técnicas biofisicas comentadas, posteriormente se hicieron
modificaciones y combinaciones con equipos como por ejemplo microscopia
confocal, permitiendo adaptarse a las necesidades requeridas y aportar mas

informacioén.
2.3.2.3  Aproximaciones farmacoldgicas

A finales de los afios 70 la complejidad de las curvas de union de radioligandos en
las que se observaba cooperatividad negativa llevd a los investigadores a pensar
que los GPCRs podian funcionar como dimeros (Limbird y Lefkowitz, 1976;
Limbird y cols, 1975). A continuacién se exponen dos aproximaciones
farmacoldgicas actuales para el estudio de la dimerizacién en GPCRs como son los
experimentos de inactivacidn-reactivacion por ligandos pseudo-irreversibles y los

ligandos bivalentes.
2.3.2.3.1 Inactivacidon-reactivacién

Una aproximacién farmacolégica diferente, simple y que no requiere receptores

mutados o instrumentacién para técnicas biofisicas se llevé a cabo en el receptor
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5-HT7 de serotonina mediante estudios de inactivacién-reactivaciéon. En ellos se
observo que la risperidona inactiva al receptor de un modo pseudo-irreversible,
una unién no covalente pero resistente a lavados. Asi, tras la exposiciéon al
antagonista inactivador y posterior procedimiento de lavados, la risperidona
permanecia unida a uno de los protémeros siendo el dimero inactivo. Ante dichas
evidencias, los autores propusieron que la unién de risperidona a uno de los
protéomeros del dimero (de un modo pseudo-irreversible) producia un efecto
alostérico en el otro protémero haciendo que la otra molécula de risperidona se
uniera de un modo reversible. Posteriormente, esa segunda molécula sera
eliminada mediante lavados quedando el protémero disponible para otros
ligandos. Ademds, también observaron que si utilizaban un antagonista
competitivo como la mesulergina, esta seria capaz de unirse al sitio ortostérico que
habia quedado disponible liberando la risperidona unida inicialmente permitiendo
al dimero reactivarse (Figura 20). Un modelo monomérico no podria explicar
estas observaciones, que si son explicadas a través de un mecanismo de crosstalk
entre los protémeros del dimero demostrando por lo tanto su existencia utilizando
un abordaje diferente. Los mismos autores confirmaron la existencia del
homodimero con ensayos de BRET (Teitler y Herrick-Davis, 2014, Teitler y Klein,
2012; Smith y cols., 2011; Teitler y cols., 2010; Knight y cols., 2009; Toohey y cols.,
2009; Smith y cols., 2006).
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Figura 20. Representacién esquemadtica del modelo de inactivacién-reactivacién del
homodimero 5-HT; de serotonina. La risperidona se une a uno de los protémeros del
homodimero de un modo pseudo-irreversible mientras que al otro lo hace de manera
reversible. Tras el procedimiento de lavados, el homodimero permanece con uno de los
protémeros ocupado y el otro disponible para otros ligandos. Aunque se administre un
agonista, por ejemplo 5-HT, el homodimero es incapaz de sefializar y por lo tanto es
inactivo. La unién de un antagonista competitivo como la mesulergina al segundo
protémero, libera la risperidona unida pseudo-irreversible del primer protémero llevando
al homodimero a un estado activable con ambos sitios ortostéricos disponibles para la

unidén de agonistas como 5-HT pudiendo sefializar (Teitler y Klein, 2012).

Este modelo incluye el concepto de que la inactivacién de un protémero inactiva
completamente la sefializacién del dimero. Resultados que concuerdan con lo
observado en el receptor 5-HTzc de serotonina donde se demuestra que son
necesarios los dos protémeros y dos ligandos para activar el homodimero

(Herrick-Davis y cols., 2005).
2.3.2.3.2 Ligandos bivalentes

Los ligandos bivalentes son una herramienta para estudiar dimeros que consiste
en dos entidades farmacoféricas unidas covalentemente por un espaciador

(Figura 21). Si ambos farmacéforos son iguales hablamos de ligandos
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homobivalentes, si son diferentes se conocen como ligandos heterobivalentes. El
diseno de ligandos bivalentes requiere la consideracion de varios aspectos como la
eleccion idénea de los farmacéforos, la longitud, composicién y flexibilidad del
espaciador y del linker. El objetivo de estos compuestos es aumentar la afinidad,
potencia o eficacia de la versién monomérica del ligando asi como mejorar la
selectividad (Hiller y cols., 2013; Valant y cols., 2012; Shonberg y cols., 2011). El
primer ligando bivalente fue disefiado por Portoghese y colaboradores como una
herramienta farmacoldgica para estudiar la dimerizacién del receptor opioide
(Portoghese y cols., 1982). Posteriormente se sintetizaron un nimero considerable
de compuestos que tienen como diana varios GPCRs como los receptores de
serotonina, dopamina, adenosina, opioides o adrenérgicos entre otros (Herrick-
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Figura 21. Esquema representativo de la estructura de un ligando bivalente.

3. Receptores de serotonina

La serotonina (5-HT) es uno de los neurotransmisores mdas importantes ya que
participa en un gran nimero de procesos bioldgicos en el sistema nervioso central
(SNC) como la regulacién del apetito, dolor, ansiedad, termorregulacion, ciclos del
suefio o estados de animo. Por ello, estd implicada en desérdenes psiquiatricos
como la esquizofrenia, depresion o ansiedad. En la periferia, la 5-HT acttia como
regulador de la contraccion del musculo liso (vascular y no vascular), agregacion
plaquetaria, crecimiento del musculo liso uterino, funcionamiento gastrointestinal
y cardiovascular. Esta amina biégena fue descubierta en 1948 en la sangre, aislada
de plaquetas en el suero, donde participa en la coagulacién sanguinea y
vasoconstriccidn, funciones que dieron lugar a su nombre “sero” de suero y “tonin”
de inducir contraccién (McCorvy y Roth, 2015; Barnes y Sharp, 1999; Roth y cols.,
1998; Rapport y cols., 1948a, 1948b).
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Dicho neurotransmisor ejerce su funciéon a través de 7 tipos de receptores de 5-HT
(5-HT1 a 5-HT7) clasificados en base a su secuencia genética, mecanismos de
transduccion de sefiales y afinidades por agonistas/antagonistas selectivos, de los
cuales todos, salvo el 5-HT3 que es un canal i6nico dependiente de ligando, son
GPCRs de clase A o rodopsina a. A su vez, estos receptores fueron clasificados en
14 subtipos y 13 de ellos estan acoplados a diferentes vias de sefializacién,
principalmente a través de proteinas G como son G, Gaq/11, Gos (McCorvy y Roth,
2015; Hoyer y cols., 1994). Para los receptores de serotonina tipo 5-HT1 (5-HT1a,
5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1e y 5-HT1r) y 5-HTs (5-HTsa y 5-HTsg) la via mas conocida
implica a Ggi, produciendo una inhibicién de la adenilato ciclasa y por lo tanto una
disminucién del AMPc.

Los receptores de serotonina tipo 5-HT2 (5-HT2a, 5-HT2p y 5-HT2c) estan acoplados
principalmente a Gqq/11y activan la PLC produciendo IP3, DAG y aumentando los
niveles intracelulares de calcio. También existen evidencias del posible
acoplamiento a Gui por parte de los receptores 5-HTzcy 5-HT2a de serotonina
(Lucaites y cols., 1996; Garnovskaya y cols., 1995).

En los receptores acoplados a Ggs se incluyen 5-HT4, 5-HTe y 5-HT7 de serotonina,
que provocan la activacion de la adenilato ciclasa incrementando los niveles de
AMPc. Asimismo se ha observado que la activacién del receptor 5-HT: de
serotonina puede resultar en un incremento en los niveles de calcio posiblemente

através de Gyq/11 (Ponimaskin y cols., 2002).
3.1. Receptor 5-HT2a de serotonina

El receptor 5-HTza de serotonina es el objeto de estudio de este trabajo. En un
principio se le denominé receptor 5-HT “D” por ser bloqueado por el antagonista
irreversible dibenzylina, también conocido como fenoxibenzamina, y
posteriormente fue renombrado como 5-HT2 (Peroutka y Snyder, 1979; Gaddum y
Picarelli, 1957). En humanos es codificado por el gen HTR2A que se encuentra en
el cromosoma 13q14-q21 y ejerce sus funciones tanto en la periferia como en el
SNC. A nivel periférico participa en la agregacién plaquetaria y en la contraccién
del musculo liso vascular, uterino, urinario, bronquial e intestinal. En el SNC
participa en procesos fisiolégicos como la regulacién del suefio y la temperatura,

control de la actividad sexual y control de la liberacién de otros neurotransmisores
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y hormonas como la oxitocina y prolactina (Hoyer y cols., 2002; Gerhardt y van
Heerikhuizen, 1997).

Su distribucién en el SNC ha sido ampliamente estudiada por autorradiografia,
hibridaciéon in situ e inmunocitoquimica. El empleo de los radioligandos
[3H]espiperona, [3H]ketanserina, [1251](+)DOI o [3H](%)-a-(2,3-Dimethoxyphenyl)-1-
[2-(4-fluorophenyl)ethyl]-4-piperidinemethanol ([3H](¥)MDL100,907) en técnicas
de autorradiografia han permitido detectar dicho receptor en diferentes areas del
cerebro como el cortex, neocortex, nucleo accumbens, ntcleo olfatorio y en menor
medida en ganglios basales e hipocampo (Lopez-Giménez y cols., 1997; Pazos y
cols., 1987, 1985). Se han encontrado altos niveles de expresién en la ldmina V y
también estd presente en interneuronas GABAérgicas, neuronas dopaminérgicas,
colinérgicas, neuronas piramidales glutamatérgicas y astrocitos (de Almeida y
cols., 2007; Doherty y Pickel, 2000; Burnet y cols., 1995; Morilak y cols., 1994,
1993; Deechery cols., 1993).

Un gran nimero de desérdenes psiquiatricos y neurodegenerativos se asocian con
variaciones en la estructura, funcién y expresién del receptor 5-HT24 de serotonina
como por ejemplo la depresion, esquizofrenia, ansiedad, trastorno obsesivo-
compulsivo, sindrome de Tourette, desérdenes alimentarios, Parkinson y
Alzheimer (Aznar y Hervig, 2016; Mestre y cols., 2013). Una de las evidencias mas
claras de su relacién con la esquizofrenia viene de la mano del LSD y del (¢)DO],
agonistas del receptor 5-HT2a de serotonina que producen alucinaciones similares
a las observadas en dicha patologia. Asimismo, el desarrollo de los antipsicéticos
atipicos como la clozapina, la cual muestra menos efectos extrapiramidales y una
mayor eficacia clinica en el tratamiento de los sintomas negativos debido al

bloqueo de dicho receptor, pone de manifiesto la relaciéon 5-HT2a-esquizofrenia.

Como se mencioné anteriormente, el receptor 5-HT2a de serotonina se acopla,
entre otras, a la proteina Ggg/11 que activa a la PLC-B1 hidrolizando el
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP;) situado en la membrana en dos segundos
mensajeros, el DAG e IP3. El DAG permanece en la membrana plasmatica y activa a
la proteina kinasa C (PKC) mientras que el IP3 entra en el citoplasma (ya que es
hidrosoluble) y se une al receptor de IP3 situado en el reticulo endoplasmatico

activandolo y provocando la salida de calcio desde el reticulo al citoplasma
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(Figuras 22 y 23). Con el objetivo de regenerar el inositol, el IP3 entra en el ciclo
de los inositoles fosfato donde el paso final es la conversién de inositol-1-fosfato a
inositol por la enzima inositol monofosfatasa. Esta enzima es inhibida por el litio
(elemento que ha sido utilizado como tratamiento en manfaco-depresivos)
produciendo la acumulacién de las especies de inositol fosfato (IPs) formadas
previamente, pudiendo ser cuantificadas y utilizadas como una medida de
activacion del receptor (Figura 24) (Berridge, 2009; Hoyer y cols., 1994; Majerus,
1992; Berridge, 1984). Tanto la PKC como el calcio continuaran con la cascada de
seflalizacidn. Otra de las multiples vias de sefializacién de este receptor implica la
activacion de PLA;, posiblemente a través de la proteina Gaiz/13 promoviendo la
liberacién de AA desde la posicion 2 de algunos fosfolipidos de membrana

(Figuras 22 y 23) (Kurrasch-Orbaugh y cols., 2003; Felder y cols., 1990).

Figura 22. Esquema simplificado de las vias de sefializaciéon del receptor 5-HT:s de
serotonina donde se muestra la activacion de la PLA; y la PLC tras la unién del agonista 5-

HT (Massony cols., 2012).
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Figura 23. Estructura general de un fosfolipido y lugares de accidon de las diferentes

fosfolipasas (Capper y cols., 2001).

IPs

1Pg

Figura 24. Esquema simplificado del ciclo de inositoles fosfato. La activacién del receptor
5-HT2a de serotonina por 5-HT produce la hidrolisis de PIP; en IP3 y DAG. El IP3 produce la
salida de calcio al citoplasma tras unirse a su receptor en el reticulo endoplasmatico.
Ademas, posteriormente, el IP3 entra en el ciclo de inositoles fosfato para regenerar el
inositol cerrando asi el ciclo. La enzima inositol monofosfatasa que cataliza el tltimo paso

es inhibida por litio (Berridge, 2009).

El receptor 5-HT2a de serotonina es uno de los primeros receptores en los que se
observo el fenémeno de selectividad funcional donde diferentes ligandos
presentan diferentes eficacias y/o potencias en funcién de la via de sefializacion
estudiada (PLAz o PLC) (Figura 15C) (Berg y cols., 1998a). En 2003 Kurrasch-
Orbaugh y colaboradores confirmaron dicho fendmeno en otra linea celular
(fibroblastos NIH3T3) caracterizando distintos ligandos agonistas, asi, aunque la
triptamina no mostraba diferencias en cuanto a potencias en ambas vias de
sefalizacién, actuaba como agonista total en la via de sefializacién de la PLC y
como agonista parcial en la via de la PLA2 (Figura 25A). Por el contrario, el LSD

mostré una mayor eficacia en la sefalizacién a través de la PLA; (Figura 25B).
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Otro compuesto caracterizado, psilocin, no presento diferencias en eficacia pero si
en potencia, siendo esta significativamente mayor en PLA; (86 £ 3.9 nM en PLA; y

2300 £ 289 nM en PLC) (Figura 25C) (Kurrasch-Orbaugh y cols., 2003).

Figura 25. Ejemplos de selectividad funcional de diferentes agonistas en el receptor 5-
HT.x de serotonina expresado de forma estable en fibroblastos NIH3T3. Los circulos
negros representan la via de sefializacién mediada por la PLC y los cuadrados blancos la

via de sefalizacion mediada por la PLA; (Kurrasch-Orbaugh y cols., 2003).

En cuanto a antagonistas, se ha demostrado la existencia de selectividad funcional
para la clozapina, risperidona, ketanserina y MDL 100,907, presentando un perfil
monofasico en la via mediada por la PLC y un perfil bifasico en la liberaciéon de AA
tras la activacién de la PLA; (Figura 26A y 26B) (Breay cols., 2009). Estas curvas
bifasicas también fueron descritas en experimentos de competicién frente a los
radioligandos [3H](#)-1-(4-bromo-2,5-dimethoxyphenil)-2-aminopropane
(PH]I(#)DOB) y [1251](+)DOI siendo caracteristico de receptores en forma dimérica
que presentan cooperatividad, propiedad que ha sido descrita para varios GPCRs
de clase A pudiendo ser positiva o negativa (Figura 26C) (Brea y cols., 2009;
Albizu y cols., 2006; Lopez-Giménez y cols., 2001).
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Figura 26. Diferentes conformaciones del receptor 5-HT2a de serotonina reconocidas por
los antagonistas clozapina, ketanserina, risperidona y MDL100,907. A) Curvas de
inhibicién de la estimulacién producida por 5-HT 1uM en PLC (acumulacién de IPs). B)
Curvas de inhibicién de la estimulacién producida por 5-HT 1uM en PLA; (liberacién de

AA). C) Competicion de los antagonistas frente a [3H]DOB (Brea y cols., 2009).

En el caso de los antagonistas antes mencionados, en los receptores 5-HTza de
serotonina se observo cooperatividad negativa, donde la unién de un ligando a uno
de los protémeros del dimero dificulta la unidon del segundo ligando al otro
protémero (Brea y cols., 2009; Lopez-Giménez y cols., 2001). Ademas de estas
evidencias, se confirm6 la homodimerizacién de dicho receptor mediante técnicas
de coinmunoprecipitacién y FRET (Brea y cols., 2009).

Por otro lado, otros trabajos han descrito la formacién de heterodimeros formados
por el receptor 5-HT24 de serotonina y el receptor D> de dopamina (Albizu y cols.,
2011; Borroto-Escuela y cols., 2010; Lukasiewicz y cols., 2010) asi como con el
receptor de glutamato mGluz (Moreno y cols., 2016, 2012; Fribourg y cols., 2011;
Gonzalez-Maeso y cols., 2008) y con el receptor cannabinoide CB1 (Vifials y cols.,
2015). Ambos heterodimeros se encuentran implicados en esquizofrenia y
presentan crosstalk entre protémeros viéndose modificadas sus propiedades de
unién y sefalizacion. Albizu y colaboradores observaron que la coexpresion de 5-
HT24-D2 disminuye la afinidad del agonista (#)DOI por el receptor 5-HT2a de
serotonina pero potencia su seflalizaciéon al incrementar el acoplamiento a la
proteina Guq/11. Por el contrario, la coactivaciéon de los receptores D2 de dopamina
por el agonista quinpirol, produce el efecto opuesto incrementando la afinidad del
(+x)DOI y disminuyendo el acoplamiento de Gag/11a 5-HT24 (Albizu y cols., 2011).
Como se comentd anteriormente se ha demostrado la existencia del heterodimero

5-HT2a-mGluz por varios métodos, presentando nuevas propiedades de
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sefializacion diferentes de las que presentan los protémeros de manera individual.
El receptor mGluz de glutamato se encuentra acoplado a Gq mientras que el
receptor 5-HT2a de serotonina se acopla principalmente a Gag/11 existiendo para
este ultimo dos tipos de agonistas, los alucinégenos y los no alucinégenos, los
cuales presentan un comportamiento diferente a nivel de sefalizacién. Ambos
pueden activar diferentes vias por seleccionar diferentes estados activos
(conformaciones) del receptor, asi, cuando ambos receptores forman
heterodimeros, los agonistas alucinégenos del receptor de serotonina activan tanto
Gag/11 como Gei induciendo la expresion de los genes c-fos 'y egr-2 respectivamente;
mientras que los no alucinégenos solamente activan Ggg/11 produciendo
Unicamente la expresién de c-fos (Figura 27). Por lo tanto, egr-2 seria un marcador
especifico de la sefializacién mediada por un alucin6geno, siendo este hallazgo otro

caso de selectividad funcional (Gonzalez-Maeso y cols., 2008).

Figura 27. A) Activacién de proteinas G por el receptor 5-HT2a de serotonina e inducciéon
de la expresion de genes por los compuestos alucinégenos (HCs) y no alucinégenos
(NHCs). B) Activacién de Gis por el receptor de glutamato mGlu; tras la unién de un

agonista (Guixa-Gonzalez y cols., 2012).
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La activacidon de Gqg/11 por el receptor 5-HT2a disminuye al ser coexpresado con el
receptor mGluz mientras que se potencia la activacion de Gu por 5-HT2a. Estos
efectos producidos por el receptor mGluz en la regulaciéon de Geg/11 ¥ Gai por el
receptor de serotonina fueron invertidos en presencia del agonista glutamatérgico
(LY379268) (Figura 28). La modulacién por parte de mGluz del acoplamiento de
5-HT2a a Gai indica que este complejo puede ser importante para la sefializaciéon de
compuestos alucinégenos. La induccion de c-fos por agonistas 5-HT2a
(alucinégenos y no alucinégenos) no se vio afectada por la presencia de LY379268

mientras que sf se vio bloqueada egr-2 (Gonzalez-Maeso y cols., 2008).

A

Gaq/ll

Gai

Figura 28. Crosstalk entre protémeros del heterodimero 5-HT2a-mGlu.. A) Estudio de la
activacion de Gag/11 por el agonista serotoninérgico (+x)DOI en ausencia o presencia del
receptor mGlu; y del agonista glutamatérgico LY379268. B) Estudio de la activacién de Gu
por el agonista serotoninérgico (#)DOI en ausencia o presencia de receptor mGlu; y del

agonista glutamatérgico LY379268 (Gonzalez-Maeso y cols., 2008).
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Fribourg y colaboradores proponen que la unién de ligandos a los receptores
mGluz y 5-HT2a del heterodimero altera el equilibro Geg/11-Gai (Figura 29)
(Fribourg y cols., 2011). Estos cambios en la regulacién indican que 5-HT2a-mGluz
pueden estar implicados en esquizofrenia y que este complejo es por lo tanto una

prometedora diana terapéutica.

Figura 29. Modulacién del equilibrio fisiolégico Balance index (BI) tras la unién de
ligandos al heterodimero 5-HT:a-mGluz, el cual integra las vias de sefializacién que

presentan ambos monémeros por separado (Guixa-Gonzalez y cols., 2012).
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JUSTIFICACION

La esquizofrenia es una enfermedad mental crénica que afecta al 1% de la
poblacién mundial. Su etiologia es desconocida aunque actualmente se asume que
la esquizofrenia surge por la interaccién de factores genéticos y ambientales
(Tandon y cols., 2008). En su inicio el tratamiento se basé en el empleo de los
farmacos antipsicoticos tipicos, como la clorpromazina o el haloperidol, que son
efectivos frente a los sintomas positivos de la enfermedad pero producen como
efectos secundarios sintomas extrapiramidales. Su efecto se atribuye al bloqueo de
los receptores D, de dopamina, a los que se unen con alta afinidad. Los
antipsicéticos atipicos como la clozapina o la risperidona, producen menos efectos
extrapiramidales y son eficaces frente a los sintomas positivos y también frente a
los negativos. Presentan mayor afinidad por los receptores 5-HT:a de serotonina
que por los receptores D2 de dopamina. Tanto los antipsicéticos tipicos como los
atipicos tienen un perfil multidiana con afinidad por otros receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs) (Meltzer y cols., 1989). La afinidad de los antipsicéticos
atipicos por receptores 5-HT24/D2 junto a la observacion de que la dietilamida del
acido lisérgico (LSD) y el (#)1-(2,5-dimethoxy-4-iodophenyl)-2-aminopropane
((¥)DOI) son agonistas del receptor 5-HT2a de serotonina y producen
alucinaciones que son uno de los sintomas positivos de la esquizofrenia
(Bartolomeis y cols., 2013; Gonzalez-Maeso y cols., 2007), condujo a la propuesta
de la hipétesis serotonina-dopamina para explicar la etiologia de esta enfermedad
(Stahl, 2008).

El receptor 5-HT2a de serotonina pertenece al grupo de GPCRs acoplandose
principalmente a la proteina Gqq/11 activando a la fosfolipasa C (PLC) y generando
como segundos mensajeros, el inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y el diacilglicerol
(DAG) (Berridge, 2009; Hoyer y cols., 1994; Majerus, 1992; Berridge, 1984).
Ademas, sefaliza a través de la fosfolipasa Az (PLA2) posiblemente por
acoplamiento a la proteina Gqi12/13 promoviendo la liberacién de AA desde los
fosfolipidos de membrana (Kurrasch-Orbaugh y cols., 2003; Felder y cols., 1990).
Este receptor fue de los primeros en los que se observd el fenémeno de

selectividad funcional donde diferentes ligandos presentan diferentes eficacias y/o
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potencias en funcién de la via de sefializacién estudiada (Kenakin, 2002; Berg y
cols., 1998a).

Tradicionalmente, los GPCRs fueron considerados entidades monoméricas pero en
los udltimos afios numerosas evidencias indican que pueden formar dimeros u
oligbmeros (Milligan, 2013). Las consecuencias de esta oligomerizacién son
variadas y se manifiestan a diferentes niveles: modulando el trafico de GPCRs a la
membrana plasmatica desde el lugar de sintesis, modificando sus propiedades de
internalizacién u otorgadndole al dimero/oligbmero nuevas propiedades
farmacolégicas (como el alosterismo o cooperatividad entre protémeros) y la
posibilidad de activar diferentes vias de sefializacién (Smith y Milligan, 2010; Pin y
cols., 2007).

Se ha demostrado la formacién de heterodimeros del receptor 5-HT2a de
serotonina con el receptor de dopamina Dz (Albizu y cols., 2011; Borroto-Escuela y
cols.,, 2010; Lukasiewicz y cols., 2010), con el receptor de glutamato 2 mGluz
(Moreno y cols., 2012; Fribourg y cols., 2011; Gonzalez-Maeso y cols., 2008) y con
el receptor cannabinoide CB1 (Vifals y cols., 2015). Asimismo, se ha comprobado la
formacion de homodimeros del receptor 5-HT2a de serotonina a través de
diferentes técnicas como son la coinmunoprecipitaciéon o ensayos de fluorescence
resonance energy transfer (FRET). Como consecuencia de esta homodimerizacién
se han obtenido curvas concentracion respuesta bifasicas tanto en experimentos
de competicion frente a radioligandos como en ensayos funcionales.

Previamente en nuestro grupo se demostrd la existencia de selectividad funcional
para la clozapina, risperidona, ketanserina y MDL 100,907 frente a 5-HT,
presentando un perfil antagonista monofasico en la via mediada por la PLC y
bifasico en la mediada por la PLA; (Brea y cols., 2009). Estas curvas bifasicas son
caracteristicas de receptores en forma dimérica que presentan cooperatividad
negativa, propiedad que ha sido descrita para varios GPCRs de clase A (Breay cols.,
2009; Albizu y cols., 2006; Lépez-Giménez y cols., 2001).

Las consecuencias de esta dimerizacién (en términos de activacién y sefializacion)
permanecen sin resolver. De modo que no se sabe con certeza si la dimerizacion es
esencial para la sefializacién de GPCRs y, de ser asi, si ambos protémeros del
dimero deben ser activados para una sefializacion eficiente. Diferentes trabajos

reportan resultados diferentes, asi el receptor 5-HT4 de serotonina (Pellisier y
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cols., 2011), el receptor mGlus de glutamato (Kniazeff y cols., 2004), y el receptor
D2 de dopamina (Han y cols., 2009) forman dimeros que sefalizan con un solo
protémero activado (aunque esta sefializacién no sea maxima). Por otro lado, en
los receptores 5-HT7 y 5-HT2c de serotonina, es necesaria la activaciéon de ambos
protémeros para que el dimero sea funcional (Teitler and Klein, 2012; Herrick-
Davis y cols., 2005).

Recientemente se ha publicado la estructura cristalina del receptor 5-HT2p de
serotonina unido a LSD, donde se observd que uno de los loops extracelulares de
este receptor, el loop extracelular 2 (ECL-2), tiene un papel clave en la unién de
dicho agonista formando una “tapa” sobre el bolsillo de unién ortostérico. La
mutaciéon de uno de los residuos localizados en ese loop, L209A, conlleva a una
disminucién en la sefializaciéon a través de B-arrestina 2 pero sin afectar a la
hidrélisis de inositoles fosfatos o al flujo de calcio mediado a través de la proteina
Gq. Asimismo, también observaron los mismos resultados en el mutante L229A del
receptor 5-HT2a de serotonina (Wacker y cols., 2017).

La correcta conformacion del ECL-2 viene condicionada por el puente disulfuro
extracelular que conecta la hélice transmembrana 3 (TM3) con el ECL-2 que esta
conservado en mas de un 90% de los GPCRs y es responsable del mantenimiento
de la estructura, reconocimiento y unién de ligandos y activacién del receptor
(Venkatakrishnan y cols., 2013; Wheatley y cols., 2012).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en la presente tesis doctoral se ha
considerado de interés el estudio de la homodimerizaciéon y de la formacion de
puentes disulfuro en la sefializacién intracelular del receptor 5-HT2a de serotonina.
Elucidar estos aspectos podria abrir nuevas lineas de investigacion en el estudio de
farmacos antipsicdticos mas eficaces y con menos reacciones adversas en su accién
molecular sobre vias de sefializacion especificas, a través del homodimero 5-HT2a

de serotonina.
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HIPOTESIS

La homodimerizacién del receptor 5-HT2z4 de serotonina condiciona su activacion y
su selectividad funcional por antipsicéticos. EI mecanismo de dicha activacién
implicaria, al menos parcialmente, la existencia de puentes disulfuro en los dominios

extracelulares del receptor.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la influencia de la homodimerizaciéon y la presencia de puentes
disulfuro extracelulares en la activacién del receptor 5-HT2a de serotonina y su

aplicacidn en la selectividad funcional de antipsicéticos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desarrollar y validar, mediante el cribado de la libreria quimica Prestwick,
una metodologia miniaturizada multiplex de medicién simultdnea de la
formacion de AA e IPs por las vias de sefializacién PLA; y PLC a través de la
activacion receptor 5-HT2a de serotonina y su aplicacion en la farmacologia
de la esquizofrenia.

2. Identificar la unidad funcional minima (monomérica u homodimérica)
requerida para la activacion del receptor 5-HT24 de serotonina midiendo las
vias de sefializacién de la PLA2 y la PLC.

3. Caracterizar el efecto del tratamiento del receptor 5-HT24 de serotonina con
el agente reductor DL-1,4-dithiothreitol (DTT) sobre la unién de ligandos, su

funcién y su naturaleza homodimérica.
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Resumen

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) existen como colecciones de
conformaciones en equilibrio, y la eficacia de los farmacos se ha propuesto que se
asocia con sus afinidades absolutas y relativas por las diferentes conformaciones.
El receptor 5-HT2a de serotonina regula multiples funciones fisioldgicas, esta
implicado en la patofisiologia de la esquizofrenia y es una importante diana de los
farmacos antipsicdticos atipicos. Este receptor fue uno de los primeros GPCRs
para el cual se observé el fenémeno de selectividad funcional, donde varios
ligandos ejercen efectos diferenciales en las vias de sefializacién de la fosfolipasa
Az (PLA?) y la fosfolipasa C (PLC). Nosotros nos propusimos desarrollar un ensayo
funcional multiplex en placas de 96 pocillos para medir simultaneamente las vias
PLAz y PLC acopladas al receptor 5-HT2a; esta aproximacion permite la deteccion
de fenémenos de selectividad funcional o cooperatividad en estadios tempranos de
cribado de farmacos. La sostenibilidad del método para poner en marcha
campafias de cribado fue puesta a prueba utilizando la libreria quimica Prestwick®,

y 22 hits fueron confirmados con actividades mayores al 90%; 11 de estos hits
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presentan diferencias estadisticamente significativas entre las dos vias efectoras.
Asi, hemos desarrollado un ensayo multiplex miniaturizado en placas de 96
pocillos para medir selectividad funcional en los receptores 5-HT2a en estadios

tempranos del proceso de descubrimiento de farmacos.

Palabras clave

Receptor 5-HT24, selectividad funcional, multiplex, fosfolipasa A2, fosfolipasa C
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Resumen

Diferentes ligandos activan diferencialmente las vias de sefializaciéon PLA; y PLC
acopladas al receptor de serotonina 24 (5-HT24), un receptor acoplado a proteinas
G (GPCRs) de clase A. El receptor de serotonina 5-HT2a ha sido demostrado que se
expresa como homodimero presentando algunos ligandos cooperatividad negativa
entre protémeros en la via de sefializacién de PLA>. Nosotros desarrollamos la
hipotesis de que el complejo homodimérico es la unidad funcional minima
requerida para la activaciéon de las vias PLA2 y PLC por parte del receptor 5-HT2a
de serotonina. Para investigar esta hipoétesis, bloqueamos parcialmente los
receptores 5-HT24 de serotonina con ritanserina y medimos la actividad de PLA2 y
PLC simultdneamente. Posteriormente afladimos el antagonista competitivo
espiperona para liberar al inactivador a través de un mecanismo de crosstalk
permitiendo al dimero volver a un estado reactivo. La inactivacién parcial del
homodimero por la unién de ritanserina disminuye la actividad del receptor un
59+13% y un 70+4% en las vias de PLA; y PLC respectivamente (P<0.001), sin
observarse diferencias en la potencia de la serotonina (5-HT). La posterior unién
de la espiperona libera a la ritanserina debido a un mecanismo de crosstalk entre

protdmeros y recupera la actividad del receptor hasta un 74+7% y un 72+4%. La
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cooperatividad negativa entre los protémeros del dimero fue mantenida durante la
liberacién de acido araquidénico (AA) después del bloqueo por ritanserina, como
se indica por las curvas de inhibicion bifasicas de la clozapina sobre la serotonina
1uM en estas condiciones. Estos hallazgos proporcionan la evidencia de que los
receptores 5-HT2a de serotonina deben de expresarse como homodimeros para

activar ambas vias de sefializacién PLA; y PLC.

Palabras clave

Receptor de serotonina 24, fosfolipasa Az, fosfolipasa C, homodimero, crosstalk,

unidad funcional minima
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Resumen

El receptor de serotonina 2a (5-HTza) es un receptor acoplado a proteinas G
(GPCRs) con un puente disulfuro conservado formado por la Cys148 (en la hélice
transmembrana 3, TM3) y la Cys?27 (en el loop extracelular 2, ECL-2). Nosotros
desarrollamos la hipétesis de que los puentes disulfuro pueden determinar las
funciones del receptor 5-HT:a de serotonina como la activacién, selectividad
funcional y el reconocimiento del ligando. Nosotros utilizamos el agente reductor
dithiothreitol (DTT) para determinar como la reduccién de los puentes disulfuro
afectan a la unién del radioligando, movilizacién de segundos mensajeros y
dimerizacion del receptor. El DTT induce una disminucién en el nimero de sitios
de uni6on (1190+63.55 fmol/mg de proteina para las células control en
comparacién con 921.2+60.84 fmol/mg de proteina para las células tratadas con
DTT) asi como en la eficacia de ambas vias de sefializacion caracterizadas, aunque

la afinidad y la potencia permanecieron sin cambios. Ensayos de transferencia de
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energia de resonancia bioluminiscente (BRET) revelan que el DTT no modifica la
naturaleza homodimérica del receptor 5-HT:a de serotonina. En simulaciones de
dinamica molecular, el ECL-2 del receptor con un enlace de cisteina roto adopta
una variedad de conformaciones, algunas de las cuales penetran méas adentro en el
bolsillo de unién ortostérico del receptor llevando al colapso del bolsillo. El
reducido bolsillo de unién seria incapaz de acomodar a la dietilamida del acido
lisérgico (LSD). Nuestros hallazgos sugieren que la disminucién en la eficacia tal
vez sea debida a la ruptura del puente disulfuro entre TM3 y ECL-2. Esto revelaria
la integridad del epitopo ECL-2, el cual deberia de ser explorado en el desarrollo de
nuevos ligandos que actien como moduladores alostéricos de los receptores 5-

HT2a de serotonina.

Palabras clave

Receptor de serotonina 24, fosfolipasa Az, fosfolipasa C, unién de radioligandos,
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DISCUSION

El principal hallazgo de la presente tesis doctoral fue demostrar que la unidad
funcional minima del receptor 5-HT2a de serotonina para la activaciéon de la PLA2 y
de la PLC es un homodimero y que dicha activacién estd asociada, al menos
parcialmente, al puente disulfuro entre la Cys148 en el dominio TM3 y la Cys227 en el
ECL-2. Los resultados se obtuvieron mediante la aplicaciéon de una nueva
metodologia multiplex desarrollada en la presente tesis doctoral.

Como se ha descrito anteriormente (ver introduccidn), el receptor 5-HTza de
serotonina se acopla principalmente a la proteina Ggq/11 que activa a la PLC-f1
produciendo como segundos mensajeros, el IP3 y el DAG (Berridge, 2009; Hoyer y
cols, 1994; Majerus, 1992; Berridge, 1984). Ademds, otra de las vias de
sefializacién de este receptor implica la activacion de la PLA; posiblemente a
través de la proteina Ga12/13 promoviendo la liberacién de AA (Kurrasch-Orbaugh y
cols., 2003; Felder y cols., 1990). Este receptor fue uno de los primeros receptores
en los que se observé el fenémeno de selectividad funcional donde diferentes
ligandos activan de un modo diferencial las vias de sefializacién acopladas al
receptor, poniendo de manifiesto la existencia de diversas conformaciones activas
(Kurrasch-Orbaugh y cols., 2003; Berg y cols., 1998).

El receptor 5-HT2a de serotonina, objeto de estudio de esta tesis, es un GPCR de
clase A implicado en patologias del SNC como la esquizofrenia, que afecta al 1% de
la poblacién mundial (Gonzalez-Maeso y cols, 2008). Se ha demostrado la
formacion de heterodimeros del receptor 5-HT2a de serotonina con el receptor D>
de dopamina (Albizu y cols., 2011; Borroto-Escuela y cols., 2010; Lukasiewicz y cols.,
2010), con el receptor de glutamato 2 mGluz (Moreno y cols., 2012; Fribourg y cols.,
2011; Gonzélez-Maeso y cols., 2008) y con el receptor cannabinoide CB;1 (Vifials y
cols., 2015). Asimismo, también se ha comprobado la formacién de homodimeros
del receptor 5-HT2a de serotonina (Brea y cols., 2009).

El objetivo general de la presente tesis doctoral fue elucidar la influencia de la
homodimerizacién del receptor 5-HT2a de serotonina en la activacion de las vias
efectoras de la PLA2y la PLC.

En la ultima década, se ha observado una tendencia hacia la utilizacién de ensayos

funcionales como ensayos primarios porque proporcionan mas informacién para
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profundizar en el estudio de la selectividad funcional. Estos ensayos permiten
cuantificar end-points como la liberacién de calcio, la acumulacién de especies de
inositol fosfato o la produccién de AMPc, entre otros (Lundstrom, 2016, 2013;
Zhang y Xie, 2012). El empleo de ensayos funcionales en los que se caracteriza una
Unica via de sefializacidon acoplada a un receptor, aporta informacién incompleta
en el caso de ligandos que presenten selectividad funcional, por ello los ensayos
multiples, en los que se determina simultdneamente el efecto en diferentes vias
efectoras en la misma poblacidn celular resuelven este problema permitiendo ver
el sesgo que se produce en las diferentes sefiales.

Previamente en nuestro laboratorio se desarrollé un ensayo multiple en placas de
12 pocillos con el objetivo de medir simultdneamente la activacién de la PLA; y de
la PLC a través del receptor 5-HT2a de serotonina, cuantificando los segundos
mensajeros AA e IPs siguiendo el protocolo descrito por Berg y cols. (Brea y cols.,,
2009; Berg y cols., 1999, 1998a). Sin embargo, este ensayo tenia la limitacién de
que no era adecuado para un cribado con un nimero elevado de compuestos como
requieren las amplias librerias quimicas empleadas en la buisqueda de hits para
programas de descubrimiento de farmacos; por lo tanto, el primer objetivo de la
presente tesis doctoral fue poner a punto un ensayo multiple en un formato

miniaturizado para placas de 96 pocillos.

Desarrollo de la nueva metodologia multiplex y validacion de la misma por

cribado de una libreria quimica (publicacion 1)

En primer lugar se establecié una concentracion de 20.000 células por pocillo
debido a la mejor relacién sefial especifica/sefial de fondo. Como consecuencia de
la miniaturizacidn, al pasar de placas de 12 a 96 pocillos, se produjo una reduccion
en la sefial obtenida de [3H]AA liberado. De este modo, se decidid incrementar el
porcentaje de albumina sérica bovina (BSA) al 2% ya que forma complejos con los
acidos grasos, en nuestro caso con el AA, permitiendo incrementar la sefial al
facilitar su salida desde la membrana hacia el exterior celular. Sin embargo, a
pesar de obtener mejores resultados en cuanto a sefial, a la hora de simultanear la
cuantificacion de [3H]AA liberado y acumulaciéon de [3H]IPs se observaron
interferencias entre las dos sefiales marcadas con el mismo isétopo radiactivo. Por

ello, la optimizaciéon del método continué con un cambio en el radioisétopo y el
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[3H]AA fue reemplazado por [!*C]AA, obteniendo resultados andlogos a los
obtenidos con [3H]AA.

Una vez optimizada la cuantificaciéon de AA, se procedi6 a la optimizacién de la
cuantificacion de IPs. Tradicionalmente, el aislamiento de las especies de inositol
fosfato se realizé a través de cromatografia de intercambio iénico tanto en el
formato de 12 como el de 24 pocillos siguiendo el protocolo descrito por Berridge
y colaboradores (Berridge y cols.,, 1982). Por ello, en un primer momento, el
aislamiento de [3H]IPs en placas de 96 pocillos fue similar, utilizando una resina de
intercambio aniénico AG 1-X8. La utilizacién de esta resina permitié llevar a cabo
la medida simultanea de [3H]IPs y [14C]AA en placas de 96 pocillos.

Los resultados obtenidos evidenciaron que la 5-HT estimula de manera
concentracion-dependiente con un perfil monofasico ambas vias de sefializacién y
con una potencia similar a la obtenida en el formato no miniaturizado (Brea y cols.,
2009).

En cuanto a la clozapina, antipsicético atipico considerado como el “estdndar de
oro”, presentd selectividad funcional con diferentes perfiles de inhibiciéon de la
estimulacién producida por 5-HT en las dos vias de sefalizacioén caracterizadas y
con resultados de potencia similares a las previamente descritas (Brea y cols.,
2009). En la via mediada por la PLC (cuantificacion de la formacién de IPs) se
observo un perfil de inhibicién monofasico, mientras que en la mediada por la
PLA: (cuantificaciéon de la liberacién de AA) el perfil fue bifasico. Este perfil bifasico
fue previamente observado en ensayos funcionales y de unién (Brea y cols., 2009;
Lépez-Giménez y cols., 2001) y es caracteristico de GPCRs en forma dimérica que
presentan cooperatividad negativa entre los sitios de unién de ambos protémeros.
La unién de un ligando al centro de unién ortostérico de uno de los protémeros del
dimero puede ejercer efectos alostéricos en el centro ortostérico del otro
protémero resultando en cooperatividad positiva o negativa (Figura 30) (Maurice
y cols., 2011; Birdsall, 2010, Albizu y cols., 2006). En el caso de cooperatividad
negativa, la unién de un ligando al centro ortostérico de un protémero dificulta la
unién de un segundo ligando al otro protémero mostrando curvas bifasicas y ha
sido observada en otros GPCRs (Maurice y cols., 2011; Smith y Milligan, 2010;
Albizu y cols., 2006).
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Figura 30. Esquema representativo de cooperatividad negativa o positiva en un receptor
dimérico. La unidn del ligando A al centro ortostérico del protémero R1 del dimero
modifica de manera negativa o positiva las propiedades de unién del ligando B al

protémero R2 del dimero (Maurice y cols., 2011).

La selectividad funcional que presenta la clozapina en el receptor 5-HT:a de
serotonina, capaz de seleccionar diversos estados conformacionales y por
consiguiente activar las diferentes vias de sefalizacién acopladas al receptor
homodimérico de un modo diferencial, se explica a través de la teoria de estados
conformacionales. El modelo matematico de tres estados para un receptor
dimérico se basa en la existencia de un equilibrio entre el receptor en su forma
dimérica inactiva (Rz) y dos estados activos diferentes del receptor [(R2)* y (R2)**].
El perfil diferencial observado para la clozapina en los ensayos funcionales, es el
resultado de diferentes conformaciones activas del receptor homodimérico para
cada via de sefializacion, por ejemplo (Rz)* para la acumulacién de IPs y (Rz)**
para la liberacién de AA (Brea y cols., 2009).

Diversos autores han propuesto que la activacién de la PLA; puede ocurrir como
consecuencia de la activacion de la PLC en algunos sistemas. En nuestro caso, para
la linea celular utilizada CHO-FA4 que expresa de forma estable el receptor 5-HT2a
de serotonina se ha descartado previamente esta propuesta utilizando diferentes
inhibidores, comprobando que ambas vias son independientes. Asi, tras el empleo
de inhibidores de PLA2 como mepacrine o el 4cido aristoléquico, la acumulacién de
IPs no se vio afectada. Del mismo modo, el empleo de inhibidores de PLC como el
compuesto 1-[6-[[(17/3)-3-Methoxyestra-1,3,5(10)-trien-17-ylJamino]hexyl]-1H-
pyrrole-2,5-dione (U73122), el 1-0-Octadecyl-2-0-methyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (ET-18-0CH3) o el compuesto 48/80 no afectaron a la liberacién
de AA. Por lo tanto, descartaron la existencia de un crosstalk entre ambas vias de

sefalizacién (Figura 31) (Brea y cols,, 2009; Berg y cols., 1998). Los mismos
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resultados fueron obtenidos en la linea celular de fibroblastos NIH3T3, donde los
autores han ido un poco mas alla descartando que la liberacion de AA pudiera ser
el resultado de la rotura de cadenas de AA localizado en el DAG tras la accién de la
DAG lipasa o por la activacidn de la PLA; a través de la PKC. Para ello utilizaron 1,6-
Bis(cyclohexyloximinocarbonyl)hexane (RHC-80267) como inhibidor de la DAG
lipasa y estaurosporina como inhibidor de la PKC (Kurrasch-Orbaugh y cols.,
2003).

Ademas, la linea celular CHO-FA4 expresa de forma endégena el receptor 5-HT1s
de serotonina acoplado a la proteina Gi/o. La posible contribucién de dicho receptor
a ambas vias de sefializacion fue descartada tras el tratamiento con el antagonista
selectivo 3-[3-(Dimethylamino) propyl]-4-hydroxy-N-[4-(4-pyridinyl)
phenyl]benzamide dihydrochloride (GR55562) (Figura 31) (Breay cols., 2009; Berg
y cols., 1994).
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Figura 31. Las vias de sefializacién PLA; y PLC son independientes en el receptor 5-HT2a
de serotonina expresado de forma estable en CHO-FA4 asi como del receptor 5-HTig de
serotonina. A) Efecto de la 5-HT (1uM) en presencia del inhibidor de la PLC (compuesto
48/80, 100uM), del inhibidor de PLA; (4cido aristoléquico, 10uM) o del antagonista
selectivo del receptor 5-HTp de serotonina (GR55562, 10uM). B) Perfil de inhibicién de la
clozapina sobre el efecto producido por 5-HT en ambas vias de sefializacién en presencia
del inhibidor de PLC. C) Perfil de inhibicién de la clozapina sobre el efecto producido por
5-HT en ambas vias de sefializacién en presencia del inhibidor de la PLA;. D) Perfil de
inhibiciéon de la clozapina sobre el efecto producido por 5-HT en ambas vias de
sefializacién en presencia del antagonista selectivo del receptor 5-HTis de serotonina

GR55562 (Breay cols., 2009).

Pese a que la utilizacién de la resina AG 1-X8 permitié la medida simultanea en
placas de 96 pocillos, su empleo no permitia la automatizacion del método, ya que
implicaba un proceso de lavados y filtrado, por ello fue sustituida por unas

microesferas impregnadas con cerio y carga neta positiva (Yttrium Silicate
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Scintillation Proximity Assay Beads) comercializadas para la cuantificacién de 4cido
ribonucleico (RNA) (RNA binding YSi SPA beads). Estas microesferas con carga
positiva se uniran a las cargas negativas de los grupos fosfato actuando como una
matriz de intercambio i6nico pudiendo ser cuantificados con un contador de
radiactividad de centelleo liquido (Brandish y cols., 2003). Ambas aproximaciones,
resina y microesferas, mostraron los mismos perfiles en términos de eficacia y
potencia para la 5-HT y la clozapina.

Para corroborar la utilidad de la nueva metodologia se llev6 a cabo una campafia
de High Throughput Screening (HTS) con la librerfa quimica Prestwick® como
prueba de concepto del método descrito previamente. Esta libreria esta compuesta
por 1120 farmacos y/o compuestos que llegaron a fases clinicas. El punto de corte
para la deteccion de hits se estableci6 en el valor de la media del porcentaje de
inhibicién + 3 veces la desviacion estandar de todos los compuestos evaluados
(Zhangy cols., 1999) obteniéndose 38 hits con una actividad superior al 90%.
Muchos de los antagonistas identificados son antipsicéticos o antidepresivos con
actividad conocida sobre el receptor 5-HT2a de serotonina, validando la
sensibilidad de la metodologia. Se confirmaron 22 de ellos mediante la
construcciéon de curvas dosis-respuesta en ambas vias efectoras y 11 mostraron
selectividad funcional. Los antipsicéticos tioridazina, loxapina y metotrimeprazina,
los antidepresivos nortriptilina, ciclobenzaprina y trimipramina asi como el
antihistaminico trimeprazina mostraron una mayor potencia de inhibicién en la
via de sefializacion de la PLA2 que en la mediada por la PLC. La clozapina mostré
nuevamente los perfiles bifasico (PLAz) y monofasico (PLC) comentados
anteriormente.

Por el contrario, el pizotifeno, el antihistaminico pimetixeno, y el agente
antiprolactina, metergolina, presentaron una mayor potencia de inhibicién en la
via de la PLC que en la de la PLA2. Por tanto, la nueva metodologia desarrollada en
esta tesis permite identificar compuestos con selectividad funcional en el receptor

5-HT2a de serotonina por las vias efectoras de la PLA; y PLC.
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Estudio de la unidad funcional del receptor 5-HT2sa de serotonina

homodimérico (publicacién 2)

Una vez desarrollada la metodologia y habiendo corroborado el estado dimérico
del receptor 5-HT.a de serotonina a través de las curvas bifasicas con
cooperatividad negativa, se utilizé6 este método para poder discernir si el
homodimero 5-HT:a es la unidad funcional minima de sefalizacién o por el
contrario la unién de un agonista a uno de los protémeros del dimero es suficiente
para producir su activacion.

La aproximacién farmacolégica empleada fue la de inactivacién-reactivaciéon (ver
introduccién) descrita para los receptores 5-HT7 y 5-HT2a de serotonina en la via
de la PLC (Teitler y Herrick-Davis, 2014; Teitler y Klein, 2012; Smith y cols., 2011;
Teitler y cols., 2010). Dicha aproximacién es relativamente sencilla, ya que no
requiere receptores mutados y puede ser llevada a cabo en células recombinantes
o en cultivos celulares primarios que expresen un GPCR funcional. Se basa en la
inactivacién del homodimero mediante el empleo de ligandos antagonistas que se
unen de un modo pseudo-irreversible a uno de los protémeros, es decir, una
interaccién no covalente de disociacién lenta, energéticamente estable y resistente
alavados.

La unién de un antagonista competitivo al protémero libre del homodimero
permite disociar al ligando pseudo-irreversible del receptor a través de un
mecanismo alostérico de crosstalk entre protomeros, en el cual, el cambio
conformacional producido tras la unién del antagonista competitivo a un
protémero es transmitido al protémero unido al antagonista pseudo-irreversible,
haciendo que esa unién se vuelva reversible y por lo tanto sensible a lavados
logrando asfi la reactivacidn del receptor. Asi, la exposicién a una concentracién no
saturante del inactivador ritanserina (antagonista selectivo 5-HT:a) formara
diferentes poblaciones teéricas de homodimeros: un 25% de los homodimeros
tendran ambos protémeros ocupados por el antagonista inactivador y por lo tanto
seran inactivos y no recuperables; un 50% tendran un protémero ocupado y el
otro protéomero libre siendo inactivos pero recuperables y el otro 25% tendran
ambos protémeros libres (Figura 32A). Los homodimeros con un solo protémero

ocupado son inactivos pero pueden ser recuperados tras la incubacién con un
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antagonista competitivo “reactivador”, en nuestro caso se ha utilizado la
espiperona, que se une al protémero libre y a través de un mecanismo de crosstalk
entre protémeros provoca la disociacién del inactivador. El agente reactivador es
eliminado posteriormente por un procedimiento de lavados permitiendo al 75%
de los homodimeros restantes ser activados (Figura 32B y 32C) (Teitler y Klein,
2012).

A

Figura 32. Esquema representativo de las diferentes poblaciones del homodimero 5-HT2a
de serotonina en experimentos de inactivacién-reactivacion. A) Poblaciones del
homodimero después de la exposicién al inactivador ritanserina. B) La unién del
antagonista competitivo espiperona al protémero libre produce un efecto alostérico sobre
el protémero ocupado por ritanserina provocando su disociaciéon. C) Poblaciones del
homodimero 5-HT2a de serotonina tras la eliminacién del reactivador (Teitler y Klein,
2012).
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Si todos los receptores fueran mondmeros no podrian unir un segundo ligando al
centro ortostérico, ya que la ritanserina tiene una disociacién lenta y no podrian
ser activados. La razon para utilizar una concentracién no saturante de ritanserina
cercana a su ICso es debido a que ambos protdmeros tienen la misma probabilidad
de union produciendo de este modo una inactivacion parcial. Si la concentraciéon de
ritanserina fuera mas alta se produciria la ocupacién de todos los protomeros y
por lo tanto una inactivacién completa y no recuperable.

La aproximacion farmacoldgica de inactivacion-reactivacion utilizada por Teitler y
Klein tiene cinco premisas sobre la funcién del homodimero 5-HT2a: (1) aunque los
mondmeros, homodimeros y receptores oligoméricos de alto orden coexisten en
las células, solo los homodimeros son funcionales; (2) ambos protémeros de un
homodimero vacio tienen la misma probabilidad de interaccién con ritanserina;
(3) la unién de ritanserina a un protémero no cambia la probabilidad de que el
segundo protémero interaccione con ritanserina; (4) un homodimero con un
protémero ocupado por ritanserina es inactivo y (5) la unién de un antagonista
competitivo al homodimero con un protémero ocupado por el inactivador causa la
disociaciéon de este y la eliminacién del antagonista competitivo vuelve al
homodimero a un estado activable (reactivation) (Teitler y Klein., 2012).

En primer lugar se evalud la potencia inhibitoria de la ritanserina en ambas vias
efectoras (liberaciéon de AA y acumulacién de IPs) obteniendo una potencia (ICso)
de~0.05 uM, por ello se selecciond como concentraciéon no saturante de ritanserina
para producir la inactivacion de los receptores 5-HT2a de serotonina la
concentraciéon de 0.1pM. Tras la inactivacién con ritanserina 0.1pM, los perfiles
obtenidos para 5-HT y clozapina fueron los mismos que en las curvas control y los
previamente descritos sin detectarse cambios en las respectivas potencias, sin
embargo, se observaron disminuciones estadisticamente significativas en los
valores de eficacia. Asi, la 5-HT present6é una disminucién del porcentaje de la
respuesta maxima (%Emax) del 59+13% y del 71+4% en las vias de la PLA2 y PLC
respectivamente. Del mismo modo, las curvas dosis respuesta para la clozapina
presentaron disminuciones del porcentaje de la eficacia, obteniendose una Emax del
45+3% y del 23+1% (PLA2 y PLC respectivamente), sugiriendo que solo los

receptores con ambos protémeros libres pueden sefializar.
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Para verificar que esta sefial obtenida pertenece al homodimero 5-HT:a de
serotonina y que la funcionalidad de los homodimeros inactivados puede ser
recuperada, estos fueron sometidos al proceso de reactivacién con espiperona.
Tras la completa eliminacion de la espiperona con 4 lavados y posterior incubaciéon
con 5-HT y/o clozapina, los perfiles farmacoldgicos obtenidos no presentaron
cambios respecto al control y tampoco se observaron diferencias en las potencias;
sin embargo, se reestablecen parcialmente los valores de eficacia. La Emax obtenida
para la 5-HT fue del 74+7% y del 72+4% (PLAz y PLC respectivamente) y para la
clozapina del 77+10% y del 71+4% (PLAz y PLC respectivamente). La falta de una
recuperaciéon total de la respuesta maxima se atribuye a la poblacion de
homodimeros con los dos protémeros ocupados por ritanserina y que por lo tanto
no pueden unir espiperona y ser reactivados.

Esto indica que en el homodimero 5-HT24 de serotonina es necesario activar ambos
protémeros para sefializar a través de la PLA; y de la PLC. Dichos resultados
concuerdan con los observados previamente en nuestro laboratorio donde la
coexpresion del receptor 5-HTz2a de serotonina nativo con una variante mutada
deficiente en unién a ligandos, 5-HT24-S159R, reduce su sefializacion a través de la
PLC tras la estimulacién por 5-HT en un 72%, existiendo una sefializacion residual
posiblemente debida a la formacién de dimeros nativos (tesis doctoral Patricio
Atanes Juiz, http://hdl.handle.net/10347/9234). Los mismos resultados fueron
observados en el receptor 5-HT>¢ de serotonina donde la coexpresion del receptor
nativo con otro mutado deficiente en unién a ligandos, 5-HT2c-S138R, elimina la
actividad basal y disminuye drasticamente la produccién de IPs tras la
estimulacién por 5-HT sin observarse cambios en la potencia (Herrick-Davis y
cols, 2005). Ambos autores concluyen que la estequiometria
ligando/dimero/proteina G tanto en el receptor 5-HT2a como en el 5-HTzc de
serotonina seria 2:1:1 (tesis doctoral Patricio Atanes Juiz,
http://hdl.handle.net/10347/9234; Herrick-Davis y cols., 2005).

Teitler y Klein propusieron el término valor oligomérico para referirse al nimero
de protémeros que interactuan en receptores oligoméricos. Dicho valor viene
limitado por el grado de desplazamiento de las curvas concentracién respuesta del
antagonista inactivador antes y después de la reactivaciéon y es indicativo del

numero de protémeros que interactian. Este valor puede ser 1 para receptores
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monoméricos, 2 para dimeros, 4 para tetrameros y 8 para formas oligoméricas de
alto orden (Teitler y Klein, 2012). Al comparar las curvas concentracion respuesta
de ritanserina en la via de la PLC (acumulacién de IPs) antes y después de la
reactivacion por una concentracion saturante de espiperona, el valor oligomérico
obtenido para los receptores 5-HT2a de serotonina fue de 2.2+0.2 indicando que

estos receptores funcionan como homodimeros (Teitler y Klein, 2012).

Caracteristicas estructurales relacionadas con la activacion del homodimero

5-HT2a de serotonina (publicacién 3)

En base a la reciente publicacidn de la estructura cristalina del receptor 5-HT2g de
serotonina unido a LSD, se observé que uno de los loops extracelulares de este
receptor, el ECL-2, tiene un papel clave en su unién (Wacker y cols., 2017). Dada la
alta homologia estructural entre los receptores 5-HT2a y 5-HT2p de serotonina y
que el puente disulfuro conservado entre las cisteinas (Cys) localizadas en el
dominio TM3 y en el ECL-2 estabiliza y mantiene la correcta orientacién del loop,
nos propusimos estudiar la influencia de este puente disulfuro en la funcién de
homodimero 5-HTza.

El receptor 5-HT2a de serotonina contiene en su estructura un total de 15 cisteinas
de las cuales 7 estan localizadas en la regidn extracelular y una en la parte superior
del dominio TM3. Dos de ellas, la Cys!48 situada en el dominio TM3 y la Cys?27 en el
ECL-2 forman un puente disulfuro que se encuentra conservado en mas de un 90%
de los GPCRs y al cual se le atribuye un papel importante en el mantenimiento de la
estructura, reconocimiento y unién de ligandos y activacién del receptor
(Venkatakrishnan y cols., 2013; Wheatley y cols., 2012, 2007; Kclo y cols., 2005;
Park y cols., 2004; Angers y cols., 2002; Rios y cols., 2001). La participacion de
otras cisteinas extracelulares en la formacién de otros puentes disulfuro
(intrarreceptoriales o interreceptoriales) se desconoce debido a la ausencia de
estructura cristalina para este receptor, pero si se han descrito para otros GPCRs
como puede ser la formacién de puentes disulfuro entre ECL-2 o el ECL-3 y el N-
terminal asf como intra ECL-2 o intra ECL-3 (Wheatley y cols., 2012; Storjohann y
cols., 2008).

Se ha demostrado que los loops extracelulares de los GPCRs participan en la unién

de ligandos (ortostéricos y alostéricos) y en la activacion del receptor (Barington y
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cols., 2016; Nguyen y cols., 2016a, 2016b; Ragnarsson y cols., 2015; Wheatley y
cols., 2012; Peeters y cols., 2011; Ahn y cols., 2009; Avlani y cols., 2007; Conner y
cols.,, 2007; Scarselli y cols., 2007; Kclo y cols., 2005; Palczewski y cols., 2000).
Diferentes estructuras cristalinas ponen de manifiesto que el puente disulfuro
conservado fuerza al ECL-2 a formar una “tapa” sobre el centro ortostérico y que
ademdas dicho loop presenta diferentes estructuras secundarias para distintas
familias de receptores (Wheatley y cols., 2012; Peeters y cols., 2011; Avlani y cols.,
2007) (Figura 33). Asimismo, durante la unién de un ligando y la activacién del
receptor, el ECL-2 adopta diferentes conformaciones; en un primer momento
presenta una conformaciéon mas abierta y favorable a la entrada del ligando y
posteriormente una conformacién mas cerrada estabilizando al ligando en el
interior del receptor, funcionando como una barrera del centro ortostérico del
receptor siendo su conformacién y flexibilidad muy importante para el correcto
funcionamiento del mismo. La conformacién adoptada por el ECL-2 sera diferente
en funcién del ligando y de si este es un antagonista, agonista inverso o agonista
(total o parcial) (Wheatley y cols., 2012; Peeters y cols., 2011; Unal y cols., 2010;
Shi y Javitch, 2004). Ademas, se ha relacionado al ECL-2 con el fenémeno de
selectividad funcional en GPCRs de clase Ay de clase B (Wootten y cols., 2016; Soto
y cols., 2015).

Figura 33. Superposicion de la estructura del ECL-2 de cinco GPCRs visto desde arriba.
Receptor de rodopsina en rojo, fz-adrenérgico en azul, dopamina 3 (D3) en amarillo,
adenosina 2, en naranja y receptor de quimioquinas CXC tipo 4 (CXCR4) en verde

(Wheatley y cols., 2012).

127



Discusion

Se ha empleado el agente reductor de puentes disulfuro dithiothreitol (DTT) para
estudiar los efectos que produce la reduccién de puentes disulfuro en varios
receptores de membrana, siendo la cara extracelular la mas expuesta y accesible a
dicho agente. Numerosos experimentos han demostrado que el tratamiento con
DTT causa una disminucién en la unién de ligandos en los receptores -
adrenérgicos (Noda y cols., 1994; Dohlman y cols., 1990, Vauquelin y cols., 1979),
D2 de dopamina (Reader y cols., 1992), 5-HT1a de serotonina (Harikumar y cols.,
2000) y receptores de prostaciclina (Stitham y cols., 2006), entre otros. Sin
embargo, en algunos casos el agente reductor produjo un incremento en la unién
de ligandos o activacién, como es el caso del receptor de histamina 1 (Hi)
(Dickenson y cols., 1994; Donaldson y Hill, 1986a, 1986b, 1986¢; Carman-Krzan,
1984), receptores -adrenérgicos (Pedersen y Ross, 1985) o en los receptores
NMDA (Talukder y cols., 2011; Reynolds y cols., 1990).

En base a estas investigaciones, el tercer objetivo de este trabajo fue caracterizar el
efecto que produce la reduccién de puentes disulfuro con el agente reductor DTT
sobre el receptor 5-HT2a de serotonina y su contribucién a la unién de ligandos,
activacion del receptor y naturaleza homodimérica del mismo. Los experimentos
de saturacién llevados a cabo con el radioligando [3H]LSD, agonista alucindgeno
del receptor 5-HT2a de serotonina, presentaron una disminucién estadisticamente
significativa en el nimero maximo de sitios de unidn (Bmax) €en los receptores que
habian sido tratados con DTT 20 mM sin observarse cambios en la constante de
disociacién en equilibrio (Kq).

El analisis cinético de asociacién y disociacién del [3H]LSD por el receptor 5-HT2a
de serotonina, presenté una disminucion estadisticamente significativa en la unién
especifica sin observarse cambios en la ratio de asociaciéon (Kon), ratio de
disociacién (Kotf) y en la K4, aunque el tiempo de residencia del radioligando fue
menor en los receptores tratados con el agente reductor.

Como se comentd anteriormente, para el receptor 5-HT2a de serotonina se
desconoce la formaciéon de puentes disulfuro extracelulares ademdas del
conservado (Cys'4® en TM3 y Cys227 en el ECL-2). La rotura de dicho puente
favoreceria una conformacién mas laxa y menos estable del receptor en general y
del ECL-2 en particular, por lo que la “tapa” que forma dicho loop sobre el centro

ortostérico oscilaria de posicién dificultado el anclaje del ligando, para el cual se ha
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descrito que forma contactos tanto con el ECL-2 como con el TM3. Asimismo,
Wacker y colaboradores observaron que una mutacién en el ECL-2 (L229A) del
receptor 5-HT2a de serotonina, disminuye el tiempo de residencia del [3H]LSD
debido al aumento de flexibilidad e inestabilidad que se produce en dicha “tapa”
modificando por lo tanto la cinética del radioligando (Wacker y cols., 2017).

Los experimentos de competicion del antagonista clozapina (antipsicético atipico)
frente [3H]LSD también presentaron una disminuciéon estadisticamente
significativa del 29.39% en la unién especifica en los receptores tratados sin
observarse cambios en la afinidad del antipsicético (Ki).

En base a los resultados obtenidos se sugiere que el tratamiento con DTT produce
la rotura del puente disulfuro extracelular reduciendo el nimero de sitios de unién
disponibles para el [3H]LSD sin modificar la afinidad de los ligandos. Ademas, el
estudio in silico en el que se simulé la rotura del puente disulfuro conservado,
indica que la disminucién en el nimero de sitios de unién es el resultado del
colapso del bolsillo de unién ortostérico por las multiples conformaciones
adoptadas por el ECL-2 que por lo tanto impidien la acomodaciéon del [3H]LSD.

Se han descrito resultados similares en el receptor Bi-adrenérgico en cuanto a
disminucién en el nimero maximo de sitios de unién sin presentar cambios en la
afinidad del radioligando [3H]dihidroalprenolol (Vauquelin y cols.,, 1979), sin
embargo, en otros trabajos, se observaron disminuciones en los valores de Bmax ¥
cambios en los valores de Kq (Noda y cols., 1994; Reader y cols., 1992; Dorn, 1990;
Huang y Rorstad, 1989; Wright y Drummond, 1983). En ambas situaciones se
evidencia que el puente disulfuro es importante para la unién de ligandos, ya que
mantiene la conformacion adecuada del bolsillo de unién ortostérico bien por
participacion directa o por proximidad, donde ademas la incubacién previa con un
ligando al tratamiento con DTT protege al receptor de su efecto reductor debido a
un cambio conformacional.

Tras observarse estos cambios en la uniéon de ligandos, el siguiente paso fue
estudiar el efecto que el DTT producia en la sefializacién del receptor 5-HT2a de
serotonina en las vias mediadas por la PLAz y por la PLC. Asi, en los receptores
tratados con DTT 20 mM se observd una disminucién estadisticamente
significativa en la Emax producida por el agonista 5-HT para la medida de

acumulacién de IPs sin presentar cambios de potencia.
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Con el objetivo de estudiar la influencia del DTT en la selectividad funcional del
antagonista clozapina, se evaluaron diferentes concentraciones del detergente (5,
20 y 40 mM) observandose en todas ellas una disminucién estadisticamente
significativa en la Emax en ambas vias de sefializacion sin observarse cambios tanto
en los perfiles de inhibicién (bifasico a través de la PLA2 y monofasico a través de
PLC) como en la potencia. De este modo la cooperatividad negativa (caracteristica
del receptor en forma dimérica) que presenta el receptor 5-HT2a de serotonina no
se vio afectada por el agente reductor pero si podria desplazar el equilibrio de
poblaciones activas/inactivas del receptor.

Se han descrito resultados similares en el receptor metabotrépico de glutamato
donde el DTT produjo una reduccién en la acumulacién de IPs producida tras la
estimulacién por glutamato o potasio (Vignes y cols., 1992). Por otro lado, otro
agente reductor, el (-mercaptoetanol (B-ME), produjo el mismo efecto,
disminucién en la formacion del segundo mensajero AMPc sin observarse cambios
en la potencia para el receptor de prostaciclina. En dicho trabajo se llevaron a cabo
experimentos de competicion tanto en presencia de B-ME como de DTT,
observandose en ambos casos disminuciones en la unién especifica sin cambios en
la afinidad (Stitham y cols., 2006).

Recientemente, Wacker y colaboradores, observaron en el receptor 5-HT2a de
serotonina mutado (L229A) una disminucion en la Enax a través de la via mediada
por la proteina B-arrestina pero no a través de Gq (PLC). Esta mutacién relacionada
con el incremento en la flexibilidad del ECL-2, produce un efecto diferente en
funcién de la via estudiada pudiendo relacionarse con las multiples
conformaciones adoptadas por el receptor (Wacker y cols., 2017).

Los resultados obtenidos de los experimentos funcionales sugirieron que la
estructura dimérica del receptor no se veia afectada por el tratamiento con DTT.
Para confirmar este punto se llevaron a cabo experimentos de BRET con el fin de
evaluar la posible implicacién de puentes disulfuro en la homodimerizacién de
receptor 5-HT2a de serotonina. Aunque los dominios transmembrana son
considerados los mas efectivos y probables en la formacion de la interfaz dimérica
de GPCRs, varios estudios han demostrado la importancia de uniones covalentes
entre cisteinas localizadas en las regiones extracelulares, por ejemplo en el

dominio N-terminal del receptor sensor de calcio, en los receptores
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metabotrépicos de glutamato 1 y 5 (mGlu: y mGlus respectivamente) o en el
receptor de angiotensina II tipo 2 (Miura y cols., 2005; Ray y cols., 2000, 1999;
Romano y cols., 1996 ZHANG y cols., 2001).

Los resultados obtenidos mostraron un incremento en la seflal de BRET para
ambas condiciones (control y tratado con DTT 20mM) sin observarse cambios en
los valores de BRETmax 0 BRETs0 concluyendo que el DTT no rompe el dimero, bien
porque los puentes disulfuro extracelulares no forman parte de la interfaz de
dimerizacion o por la presencia de otras interacciones proteina-proteina que
estabilizan el dimero.

A pesar de los grandes avances en la obtencién de estructuras cristalinas y la
combinacién de estudios in silico con experimentos de mutagénesis dirigida,
todavia conocemos muy poco acerca de las regiones implicadas en la interfaz
dimérica. Los primeros estudios mostraron papeles clave para las regiones N-
terminal y C-terminal pero posteriormente, debido al incremento de evidencias,
los dominios transmembrana fueron ganando importancia y hoy representan la
mayor interfaz de dimerizacion. Por ejemplo, los dominios TM4-TM5 forman la
interfaz dimérica en los receptores Dz de dopamina, en el receptor de rodopsina, 5-
HT1a y 5-HT2c de serotonina asi como en el receptor metabotrépico de glutamato
tipo 2 (mGluz) (Xue y cols, 2015; Gorinski y cols, 2012; Moreno y cols, 2012; Bruno
y cols, 2009; Mancia y cols., 2008; Fotiadis y cols, 2004; Guo y cols, 2003).

Con todo ello, tanto los resultados obtenidos en los experimentos de unién como
los correspondientes a los ensayos funcionales, sugieren que el DTT produciria la
rotura del puente disulfuro extracelular entre el dominio TM3 y el ECL-2
provocando un cambio en la conformacion del receptor, lo cual concuerda con lo
demostrado para el receptor Bz-adrenérgico tras el tratamiento con DTT donde no
se observaron cambios en la estructura secundaria pero si en la terciaria (Lin y
cols., 1996).

Por lo tanto, podemos concluir que el puente disulfuro entre TM3 y ECL-2 es
esencial para la unién de ligandos y para la activaciéon del receptor 5-HT:a de
serotonina pero no para la naturaleza homodimérica del mismo.

En resumen, en la presente tesis doctoral se ha puesto a punto una metodologia
multiplex que permitié cuantificar simultdneamente la activacién de la PLAz y PLC

a través del receptor 5-HT:a de serotonina. Dicha metodologia ha servido
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posteriormente como herramienta para confirmar que la unidad funcional minima
de estos receptores es la homodimérica, la cual presenta cooperatividad negativa, y
cuya funcidén estd condicionada por la presencia del puente disulfuro conservado

entre la Cys48 en el dominio TM3 y la Cys227 en el ECL-2.
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CONCLUSIONES

1. Se ha desarrollado un ensayo funcional multiplex en placas de 96 pocillos
para la medicion simultdnea de la activacion de las vias de sefializacion
PLA2 y PLC a través del receptor 5-HT:2a de serotonina, que nos permitié
evaluar fenémenos de selectividad funcional y cooperatividad.

2. El antipsicético tipico clozapina presentd selectividad funcional para las
vias efectoras estudiadas sobre el receptor 5-HT:a de serotonina,
observandose un perfil monofasico en la via mediada por la PLC y un perfil
bifasico en la via de la PLA2, siendo caracteristico este tltimo de receptores
en forma dimérica que presentan cooperatividad negativa.

3. Se ha validado la metodologia multiplex a través de una campafa de High
Throughput Screening (HTS) con la librerfa quimica Prestwick® sobre el
receptor 5-HT:a de serotonina, donde diez compuestos presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre las dos vias efectoras
evaluadas, de los cuales siete presentaron una mayor potencia en la via de
la PLA; y tres en la de la PLC.

4. La inactivacion parcial del receptor 5-HT2a de serotonina con ritanserina
0.1uM redujo el efecto maximo de la 5-HT en torno a un 57% en la via de la
PLA2 y en torno a un 74% en la via de la PLC. Esta reduccion sugiere que
Unicamente los homodimeros que no unieron ritanserina fueron capaces de
ser activados por 5-HT en ambas vias efectoras. La posterior unién de
espiperona al protémero libre de los dimeros que unicamente unieron una
molécula de ritanserina, permiti6 liberar a la ritanserina a través de un
mecanismo de crosstalk, obteniendose un efecto maximo de la 5-HT en
torno al 75% (PLA2) y en torno al 71% (PLC). La pérdida de sefial se
atribuye a la poblacién de homodimeros con ambos protomeros ocupados
por ritanserina y por tanto no recuperables.

5. El receptor 5-HT2a de serotonina homodimérico es la unidad funcional
minima de activacién de las vias de sefializacién PLAz y PLC, existiendo
ademdas comunicacion alostérica entre los dos protémeros del dimero.

6. Larotura de puentes disulfuro tras el tratamiento con DTT 20mM indujo un

descenso en la unién del LSD y modificé la sefializacién de los receptores
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5-HT2a de serotonina en las vias de sefializacién de la PLAz y PLC. Mediante
estudios de BRET se demostrd que el tratamiento con DTT no modificé la
naturaleza homodimérica del receptor.

Los estudios de modelizacion molecular y el hecho de que el DTT
Unicamente rompe puentes disulfuro accesibles al solvente, sugieren que la
modificacién de la unién y de la funcién en el receptor 5-HT24 de serotonina
se debe a la rotura del puente disulfuro entre la Cys!48 (en el dominio TM3)
y la Cys227 (en el ECL-2).

La presente tesis doctoral demuestra la necesidad de un estado
homodimérico del receptor 5-HT2a de serotonina para su sefializaciéon, al
igual que la integridad del puente disulfuro conservado entre el dominio
TM3 y el ECL-2. Estos resultados permitiran el disefio de farmacos, como
ligandos bivalentes de los bolsillos de unién ortostéricos o moduladores
alostéricos en el ECL-2 mas selectivos y/o potentes sobre el receptor 5-HT2a

de serotonina homodimérico.
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Los receptores 5-HT,, de serotonina son receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs) asociados a patologias del sistema nervioso
central como la esquizofrenia, los cuales forman homodimeros.
Para conocer los mecanismos de activacion de estos receptores, se
desarrollé una metodologia miniaturizada de medicion simultanea
delaactivacion delas vias de sefializacion fosfolipasa A, y fosfolipasa
C a través del receptor 5-HT , de serotonina. Se demostrdé que es
necesario activar los dos protéomeros del dimero para inducir la
formacion de segundos mensajeros. Se comprobd que el puente
disulfuro entre la Cys'*® y la Cys**’ es determinante en la unién de
ligandos y activacion del receptor 5-HT,, de serotonina pero no
para su naturaleza homodimérica.
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