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RESUMEN DE LA TESIS 

En este trabajo, se investigó en primer lugar la relevancia de ciertos determinantes estructurales en 

el bolsillo de unión de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) pertenecientes al receptoroma 

de antipsicóticos, para la afinidad y selectividad de dos antipsicóticos atípicos de gran relevancia 

farmacológica y clínica, clozapina y olanzapina. Partiendo de un análisis biocomputacional 

multirreceptorial de los perfiles de afinidad de ambos fármacos por distintos GPCRs así como de 

datos de modelización y acoplamiento ligando-receptor disponibles, se generaron receptores 

(serotoninérgico 5-HT2A, dopaminérgico D2) mutados en posiciones de interés y se determinó la 

afinidad de ambos antipsicóticos mediante ensayos de unión de radioligandos de competición en el 

equilibrio, identificándose posiciones aminoacídicas cuya identidad es relevante para el perfil de 

afinidad y selectividad de estos fármacos. 

Por otra parte, se abordó un estudio de las cinéticas de interacción del antipsicótico atípico lurasidona 

con uno de los GPCRs diana más relevante en su perfil farmacológico, el receptor de serotonina 5-

HT7. Así, se cuantificó el parámetro tiempo de residencia del fármaco en dicho receptor en ensayos 

de unión de radioligandos cinéticos mediante el método de competición cinética de Motulsky y 

Mahan. Esto supuso la puesta a punto y la ejecución de un primer paso de cara a la caracterización 

del perfil de selectividad cinético de lurasidona. La determinación de este parámetro permitió 

obtener información farmacológica relevante relativa al fármaco. 

Por último, se estudió la relevancia para las cinéticas de interacción ligando-receptor de la 

identidad de un residuo en el bucle extracelular 3 del receptor de adenosina A2A, receptor postulado 

como de interés terapéutico en esquizofrenia. Mediante ensayos de unión de radioligandos cinéticos, 

se pudo comprobar que dicho residuo, identificado como de potencial interés en base a datos de 

simulación de dinámica molecular, resulta determinante para la cinética de disociación del 

radioligando antagonista A2A-selectivo [3H]-ZM241385. 

Palabras clave: Receptores acoplados a proteínas G, antipsicóticos, perfil de selectividad, 

cinéticas de la interacción ligando-receptor y tiempo de residencia. 

 





THESIS ABSTRACT 

In this work, we first investigated the relevance of certain structural determinants in the binding site 

of G protein-coupled receptors (GPCRs) belonging to the receptorome of antipsychotics, for the 

affinity and selectivity of two pharmacologically and clinically relevant atypical antipsychotics, 

clozapine and olanzapine. Based on biocomputational multirreceptorial analysis of the affinity 

profiles of both drugs at different GPCRs, as well as on data available from modeling and docking 

studies, specific receptors (serotonin 5-HT2A, dopamine D2) were mutated at the positions of interest 

and the affinity of both antipsychotics for the mutant receptors was determined in radioligand 

competition binding assays. This led us to identify amino acids in specific positions of the receptors 

relevant for the affinity and selectivity of both drugs. 

As a second step in our study of structural determinants relevant for the ligand-receptor interactions 

in schizophrenia, we addressed the determination of the ligand binding kinetics of the atypical 

antipsychotic lurasidone at one of the most relevant target GPCRs in its receptorome, the serotonin 

5-HT7 receptor. Hence, the parameter residence time of the drug in the receptor was quantified in 

kinetic radioligand competition binding assays, applying the Motulsky and Mahan method. The 

successful implementation of this methodology represents the first step towards a characterization 

of the kinetic selectivity profile of lurasidone. The determination of the residence time of lurasidone 

at 5-HT7 receptors allowed us to extract relevant pharmacological information related to the drug. 

Finally, we studied the relevance of the identity of a residue in extracellular loop 3 of the adenosine 

A2A receptor, another GPCR of interest in schizophrenia, for the ligand-receptor interaction kinetics. 

By kinetic radioligand binding assays, we found that this residue, identified upon the analysis of 

data available from molecular dynamics simulations, is indeed determinant for the dissociation 

kinetics of the A2A- selective antagonist radioligand [3H]-ZM241385. 

Keywords: G protein-coupled receptors, antipsychotics, selectivity profile, ligand-receptor 

interaction kinetics and residence time. 

 

 

 

 





RESUMO DA TESE DE DOUTORAMENTO 

Neste traballo, investigouse en primeiro lugar a relevancia de certos determinantes estruturais no 

peto de unión de receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) pertencentes ao receptoroma de 

antipsicóticos, para a afinidade e selectividade de dous antipsicóticos atípicos de gran relevancia 

farmacolóxica e clínica, clozapina e olanzapina. Partindo dunha análise biocomputacional 

multirreceptorial dos perfís de afinidade de ambos fármacos por distintos GPCRs, así como de datos 

de modelización e axuste ligando-receptor dispoñibles, xeráronse receptores (serotonérgico 5-HT2A, 

dopaminérgico D2) mutados en posicións de interese e determinouse a afinidade dos antipsicóticos 

mediante ensaios de unión de radioligandos de competición no equilibrio. Identificáronse posicións 

aminoacídicas das cales a súa identidade é relevante para o perfil de afinidade e selectividade destes 

fármacos. 

Por outra banda, abordouse un estudo das cinéticas de interacción do antipsicótico atípico lurasidona 

con un dos GPCRs diana máis relevante no seu perfil farmacolóxico, o receptor de serotonina 5-

HT7. Así, cuantificouse o parámetro tempo de residencia do fármaco no devandito receptor en 

ensaios de unión de radioligandos cinéticos mediante o método de competición cinética de Motulsky 

e Mahan. Isto supuxo a posta a punto e a execución dun primeiro paso para a caracterización do 

perfil de selectividade cinético de lurasidona. A determinación deste parámetro permitiu obter 

información farmacolóxica relevante relativa ao fármaco. 

Por último, estudouse a relevancia para as cinéticas de interacción ligando-receptor da identidade 

dun residuo no bucle extracelular 3 do receptor de adenosina A2A, receptor postulado como de 

interese terapéutico en esquizofrenia. Mediante ensaios de unión de radioligandos cinéticos, púidose 

comprobar que devandito residuo, identificado como de potencial interese en base a datos de 

simulación de dinámica molecular, resulta determinante para a cinética de disociación do 

radioligando antagonista A2A-selectivo [3H]-ZM241385. 

Palabras chave: Receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), antipsicóticos, perfil de 

selectividade, cinéticas da interacción ligando-receptor e tempo de residencia. 
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PKA proteína cinasa A  

PKC proteína cinasa C  

pKi -log de la constante de disociación en el equilibrio 

PKPD Integración farmacocinética-farmacodinámica (farmacología 

cuantitativa) 

PLA2 fosfolipasa A2  

PLC-β fosfolipasa C-β  

PLD fosfolipasa D  

pM picomolar 

PPI test de inhibición prepulso 

Pro prolina 

PSD95 proteína de densidad postsináptica PSD95 (Post Synaptic Density 

protein 95) 

RGS proteínas reguladoras de la señalización de proteína G (Regulators 

of G protein Signaling) 

rpm revoluciones por minuto 

RSK2 cinasa de la proteína ribosómica S6 de la subfamilia p90 subtipo 

2 

s segundo 

SAR relación estructura-actividad (Structure-Activity Relationship) 

SB269970 2R-1-[(3-hidroxifenil)sulfonil]-2-[2-(4-metil-1-

piperidinil)etil]pirrolidina 

Ser serina 

SERT transportador de serotonina (Serotonin Transporter) 



Lista de abreviaturas XLI 

SKR estudios de relación cinético-estructurales 

SNC sistema nervioso central 

SNP sistema nervioso periférico 

t  tiempo 

TDM trastorno depresivo mayor 

TGF-β factor de crecimiento transformante-β (Transforming Growth 

Factor-β) 

Thr treonina 

TM dominio transmembrana (Transmembrane Domain) 

TMDD Modelo farmacocinético de disposición de fármaco mediada por 

diana (Target-Mediated Drug Disposition) 

tR tiempo de residencia 

Tris tris(hidroximetil)aminometano 

Trp triptófano 

TST test de suspensión de cola 

Tyr tirosina 

U unidad 

UK 432097 (2-(3-[1-(piridin-2-il)piperidin-4-il]ureido)etil-6-N-(2,2-

difeniletil)-5′-N-etilcarboxamidoadenosina-2-carboxamida) 

Val valina 

VIH virus de inmunodeficiencia humano 

WT no mutado, nativo (wild-type) 

x g unidad relativa de medida de aceleración 

ZM241385 4-(2-((7-amino-2-(furan-2-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]-

[1,3,5]triazin-5-il)amino)etil)fenol 
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 PATOLOGÍA Y TERAPÉUTICA DE LA ESQUIZOFRENIA 

  Introducción: etiopatología de la esquizofrenia 

Se entiende por psicosis “cada uno de los trastornos de la vida psíquica 

caracterizados por una ruptura de la continuidad de sentido biográfico, una alteración grave 

de la capacidad de enjuiciar la realidad o la aparición de síntomas clínicos como 

alucinaciones, delirios o trastornos de conciencia” (Diccionario RANM, 2012). La psicosis 

es un síndrome, un conjunto de signos y síntomas que pueden asociarse a muchos trastornos 

psiquiátricos diferentes y no constituyen un trastorno específico en clasificaciones de 

enfermedades. Entre un número de trastornos que requieren la presencia de psicosis como 

aspecto determinante de su diagnóstico se encuentran la esquizofrenia. La psicosis puede 

estar presente en otras enfermedades, aun sin ser determinante para su diagnóstico, como la 

manía, la depresión, diversos trastornos cognitivos y en Alzheimer (Stahl, 2002).  

Se define la esquizofrenia [skhizo- gr. ‘dividir’ + phren(o)- gr. ‘mente’ + -íā gr.]; 

(acuñado por E. Bleuler en 1910) como “enfermedad mental grave que aparece 

generalmente en la adolescencia o al principio de la edad adulta. Interfiere con la capacidad 

para reconocer lo que es real, controlar las emociones, pensar con claridad, emitir juicios y 

comunicarse. En general se conservan tanto la claridad de la conciencia como la capacidad 

intelectual, aunque con el paso del tiempo puede presentarse un déficit cognoscitivo. El 

trastorno afecta a las funciones esenciales que dan a la persona normal la vivencia de su 

individualidad, singularidad y dominio de sí misma. El enfermo cree que sus pensamientos, 

sentimientos y actos más íntimos son conocidos o compartidos por otros y pueden 

presentarse ideas delirantes en torno a la existencia de fuerzas naturales o sobrenaturales 

capaces de influir en los actos y pensamientos del individuo afectado.  frecuentes las 

alucinaciones, especialmente las auditivas. (…)” (Diccionario de la RANM, 2012). 

 Epidemiología, cuadro clínico y diagnóstico de la esquizofrenia 

Se estima que la prevalencia es de alrededor de un 0.4 a un 1%. La tasa de incidencia 

anual se sitúa en un 0.1 a 0.2 por 1000 habitantes (aproximadamente el 0.015 %). La 

prevalencia es similar en ambos sexos o algo mayor en varones. El inicio del trastorno suele 
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situarse entre los quince y treinta años de edad y suele ser anterior en varones. Las 

manifestaciones clínicas no incluyen ninguna que sea característica de esta enfermedad. En 

el cuadro esquizofrénico se presentan alteraciones sensoperceptivas como alucinaciones; 

trastornos del pensamiento como delirios e ideas delirantes (trastornos del contenido) y los 

trastornos formales del pensamiento como las asociaciones laxas y trastornos formales de 

tipo negativo como la pobreza en fluidez verbal y alogia; alteraciones de la afectividad 

como el aplanamiento afectivo, respuesta emocional inapropiada y sobre todo en etapas 

iniciales manifestaciones de ansiedad, maníacas y depresivas; alteraciones de la conducta 

como comportamiento extravagante y alteraciones psicomotoras como agitación o estupor 

catatónico y estereotipias y manierismos, o agresividad sin previo aviso. Más de la mitad de 

los pacientes presentan signos neurológicos menores como alteraciones de la coordinación 

motora y el equilibrio (Rubio Valladolid, 2015). 

Se denominan síntomas positivos a las alucinaciones, las ideas delirantes, las 

conductas extrañas y los trastornos formales del pensamiento. Como síntomas negativos se 

clasifican el aplanamiento afectivo, la alogia, la abulia y apatía, la anhedonia, la asocialidad 

y las alteraciones de la atención (Crespo y col., 2007). Los síntomas cognitivos engloban 

disfunciones en atención, el aprendizaje, la memoria, la concentración o el pensamiento 

abstracto.  

Se distinguen determinados subtipos clínicos de la enfermedad como la 

esquizofrenia paranoide con delirios estructurados y mejor pronóstico; la hebefrenia, en la 

que predominan ideas delirantes, alteraciones formales del pensamiento y afectividad 

inapropiada; la catatónica, con presencia de trastornos psicomotores graves. Otros subtipos 

son la esquizofrenia indiferenciada, la residual y la simple. Es importante el diagnóstico 

diferencial de la esquizofrenia con respecto a trastornos psicóticos secundarios a una 

enfermedad médica, trastornos del estado de ánimo (depresión y manía), el trastorno 

esquizoafectivo, el trastorno psicótico agudo y el esquizofreniforme, trastornos de la 

personalidad (esquizotípico, paranoide, límite) o crónicos por ideas delirantes (paranoia). 

En el curso de la enfermedad típicamente se aprecia una fase prodrómica en la que 

aparecen aislamiento social, cambios en el comportamiento, alteraciones del pensamiento 

leves o afectividad inadecuada, una fase psicótica o activa en la que se desarrollan los 

delirios y alucinaciones, las alteraciones del pensamiento graves y una conducta 
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desorganizada y una fase residual o estable en la que destaca la sintomatología negativa. 

Más de la mitad de los pacientes tienen mal pronóstico. Son factores de comorbilidad el 

consumo de sustancias de abuso y la depresión (Lieberman y col., 2001; Perkins y col., 

2008; Tandon y col., 2009). 

También se distingue (modelo dicotómico de Crow) un tipo I, caracterizado por un 

inicio agudo, con predominio de síntomas positivos, con buen pronóstico y buena respuesta 

a neurolépticos debido a que predominan las alteraciones de la neurotransmisión de 

dopamina. El tipo II se presenta con un inicio crónico, y en el predomina la sintomatología 

negativa. La respuesta a neurolépticos mala. Es un tipo que se asocia con alteraciones 

estructurales cerebrales y pérdidas neuronales (Cuesta y col., 2007). 

 Etiopatogenia de la esquizofrenia 

 Genética 

Los estudios convencionales para determinar genes de susceptibilidad a la 

esquizofrenia son estudios de asociación (estudios con una estructura básica de estudio de 

casos y controles genético), además de los estudios clásicos de ligamiento de la transmisión 

de marcador y padecimiento de la enfermedad (Fañanás y col., 2007). Respecto a la 

metodología de estos estudios destacar que se han desarrollado en los últimos años los 

llamados estudios GWAS (Genome-Wide Association Study), proyectos de asociación a 

escala genómica realizando genotipados mediante microarrays (Dopazo, 2012). Algunos 

ejemplos de estudios GWAS publicados son Aberg y col. (2013) y Lencz y col. (2013); este 

último encuentra a NDST3, un gen que codifica una proteína implicada en el metabolismo 

de heparán sulfato, como gen de riesgo en esquizofrenia. Otros ejemplos de genes de 

susceptibilidad a la esquizofrenia son el gen COMT (catecol-O-metiltransferasa), el gen 

NRG1 (de neurregulina 1), el gen DTNBP (disbindina), el gen BDNF (factor neurotrófico 

derivado del cerebro), el gen DISC1 (implicado en el desarrollo neuronal) o el gen AKT1 

(codifica la serina/treonina cinasa proteína cinasa B, proteína implicada en transmisión 

sináptica y plasticidad neuronal) (Bernardo y Vioque, 2015). 
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 Hallazgos neuropatológicos y de neuroimagen* 

Los estudios mediante de técnicas de neuroimagen estructural y funcional indican 

que en pacientes con esquizofrenia hay una dilatación de los ventrículos laterales y del tercer 

ventrículo, una reducción global del volumen de sustancia gris cerebral, especialmente en 

los lóbulos temporales y en el lóbulo frontal izquierdo (atrofia cortical global con 

predominio prefrontal) y también una reducción del volumen del tálamo, amígdala e 

hipocampo (Padín, 2007; Bernardo y Vioque, 2015). Las anomalías estructurales descritas 

no son específicas ni diagnósticas (Bernardo y Vioque, 2015). 

 La explicación etiológica clásica: la implicación de la 

dopamina 

Respecto al sistema dopaminérgico se pueden considerar cuatro vías como 

relevantes para comprender la fisiopatología de la esquizofrenia: 

 Vía mesocortical. Se proyecta principalmente hacia la corteza orbitofrontal, 

prefrontal medial y cingulada, pero también hacia la corteza dorsolateral prefrontal 

y la corteza temporal y parietal, desde los cuerpos celulares dopaminérgicos del área 

tegmental ventral. Tiene origen en el grupo neuronal A10 de neuronas 

mesencefálicas. Continúa discutiéndose su participación en los síntomas negativos 

y en ciertos síntomas cognitivos de la esquizofrenia. La hipofunción dopaminérgica 

que se observa en esquizofrenia en esta vía podría ser primaria o secundaria a otras 

alteraciones. 

 Vía mesolímbica. Se proyecta también desde los cuerpos celulares dopaminérgicos 

del área tegmental ventral hacia ciertos núcleos como el núcleo accumbens, núcleos 

de la estría terminal, la amígdala, el tubérculo olfatorio, núcleos septales laterales y 

áreas límbicas del estriado y otros de la región límbica. También tiene origen en el 

grupo neuronal A10 de neuronas mesencefálicas. Se propone que la hiperactividad 

de esta vía es causa de los síntomas positivos de la esquizofrenia tales como 

alucinaciones, delirios y conductas emocionales. 

 Vía nigroestriada. Envía proyecciones desde la sustancia negra hacia el cuerpo 

estriado (caudado y putamen). Conlleva activación de las neuronas con receptores 

D1 acoplados a Gs (circuito directo) e inhibición de las neuronas con receptores D2 
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acoplados a Gi (circuito indirecto) del núcleo caudado. El antagonismo D2 en esta 

vía se asocia a bradicinesia iatrogénica. 

 Vía tuberoinfundibular. Los cuerpos celulares se encuentran en el núcleo arqueado 

y en el área periventricular del hipotálamo y envían proyecciones hacia el 

infundíbulo y la hipófisis anterior controlando la liberación de hormonas tales como 

la prolactina (control pulsátil). Su bloqueo en el tratamiento con antipsicóticos 

origina las reacciones adversas ginecomastia y galactorrea. 

Existen varios subtipos de receptores dopaminérgicos: los receptores D1 y D5 

(familia D1) y los receptores D2, D3 y D4 (familia D2). Los receptores D1 predominan en la 

corteza, los D2 en el estriado, y los D3 y D4 en la región límbica (Kapur y Remington, 1996). 

Se ha descrito que en la esquizofrenia hay alteraciones en los niveles de expresión de los 

receptores D1 (disminución en córtex), D2 (incremento estriatal) y D3 (aumento en corteza 

cerebral) (Harrison, 1999). Con respecto a los niveles y actividad de la dopamina, las 

evidencias de su alteración en esquizofrenia son de las más evidentes (Harrison, 1999).  Se 

sugiere que el conjunto de evidencias obtenidas mediante estudios de neuroimagen indican 

una alteración del sistema dopaminérgico a nivel presináptico (Ginovart y Kapur, 2012). 

Según la hipótesis dopaminérgica de etiopatología de la esquizofrenia, en esta 

subyace una hiperfunción dopaminérgica en la vía mesolímbica (aparición de síntomas 

positivos) y en una hipofunción de las proyecciones dopaminérgicas mesocorticales a la 

corteza prefrontal causante de los síntomas negativos y cognitivos. Se habla de la existencia 

de una desconexión cortico-subcortical primaria (Bertolino y col., 2000). Los fármacos 

antipsicóticos normalizarían la neurotransmisión mesolímbica mediante el bloqueo de la 

señalización dopaminérgica D2. 

La primera hipótesis (Meltzer y Stahl, 1976) sólo se refería a la relación de la 

hiperactividad dopaminérgica con los síntomas positivos. La llamada hipótesis 

dopaminérgica “revisada” incorpora además la hipofunción dopaminérgica de las 

proyecciones mesocorticales a la corteza prefrontal como causa de los síntomas negativos 

y cognitivos. Una posible explicación de la hiperfunción dopaminérgica mesolímbica sería 

que un posible estado hipoglutamatérgico modularía la actividad del área mesolímbica 

favoreciendo la liberación de dopamina, aunque esta hipofunción tendría un alcance 

limitado (Carlsson y col., 1999; Carlsson y col., 2004). También se ha sugerido que 
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anomalías de la neurotransmisión dopaminérgica en la que interviene el receptor D1 a nivel 

de la corteza prefrontal serían la causa de los síntomas cognitivos y negativos (Goldman-

Rakic y col., 2000). 

 El papel de la serotonina 

La hipótesis de que la serotonina juega algún papel en la etiopatogenia de la 

esquizofrenia es anterior incluso a la hipótesis dopaminérgica. Comenzó basándose en las 

actividades psicotomiméticas de la mescalina y de la dietilamida del ácido lisérgico (LSD) 

(Stoll, 1947), continuó al proponerse la hipótesis de la transmetilación (Osmond y Smythies, 

1952) y perdió interés al plantearse la hipótesis dopaminérgica de la esquizofrenia.  

En el caso de la serotonina no está descrita una alteración primaria en una vía 

neuroanatómica, similar a la hiperfunción dopaminérgica en el sistema límbico, y que se 

relacione con la etiología de la esquizofrenia. Desde la aparición de la clozapina y su 

actividad antagonista de los receptores 5-HT2A, presente en todos los antipsicóticos atípicos, 

se ha renovado especialmente el interés en conocer las posibilidades terapéuticas de este 

sistema. Como vía neuroanatómica del sistema de modulación difuso de serotonina del SNC 

destacar la vía serotoninérgica ascendente ventral, con origen en el grupo B7 (núcleo dorsal 

del rafe) y en el complejo B6-B8 (en el mesencéfalo y la frontera pontomesencefálica) 

(García-Porrero y Hurlé, 2015), y que inerva el tálamo, hipotálamo (núcleos mamilares y 

área hipotalámica lateral), estriado, neocorteza y núcleos del sistema límbico como el 

fascículo del cíngulo, amígdala, corteza entorrinal, hipocampo, giro dentado y núcleo 

accumbens. Las neuronas dopaminérgicas de los grupos neuronales origen de las vías 

mesocortical, mesolímbica y nigroestriada son inervadas por neuronas serotoninérgicas del 

núcleo del rafe (Adell y col., 2010).  

Hay una serie de localizaciones neuroanatómicas en las cuales la modulación de la 

actividad de receptores de serotonina localizados en las mismas conlleva la modulación de 

la actividad de neuronas de las vías dopaminérgicas implicadas en la fisiopatología de la 

esquizofrenia. Destaca la vía serotoninérgica ascendente ventral y la inervación que realiza 

del núcleo A10. Como ejemplo decir que todos los fármacos antipsicóticos considerados 

como de segunda generación presentan un perfil multirreceptorial que incluye afinidades 

por distintos subtipos de receptores serotoninérgicos, de forma muy relevante por el receptor 
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5-HT2A. Tras la aparición de los antipsicóticos atípicos, se sugirió que la superioridad que 

manifiestan en el tratamiento de los síntomas negativos se debería a la desinhibición de la 

transmisión dopaminérgica en la corteza prefrontal (Kapur y Remington, 1996), atribuida 

al antagonismo 5-HT2A de clozapina (con actividad agonista parcial según algunos autores; 

Weiner y col., 2001). Ya se ha dicho que este receptor se relaciona con la vía serotoninérgica 

ascendente ventral que inerva neuronas dopaminérgicas del ATV. Su agonismo a nivel de 

esta vía serotoninérgica conlleva la activación de las mismas neuronas, no sólo de forma 

directa, sino que están implicadas también acciones a nivel presináptico y mecanismos de 

inhibición de neuronas gabaérgicas o la excitación de neuronas glutamatérgicas (Meltzer y 

col., 2003). Este receptor también se encuentra en distintas zonas potencialmente 

moduladoras de la actividad de vías dopaminérgicas implicadas en esquizofrenia, tales 

como neuronas piramidales corticales o proyecciones corticotegmentales glutamatérgicas 

(De Almeida y Mengod, 2007). 

Otras evidencias que apoyan un papel, por lo menos en la terapéutica, de la 

serotonina en la esquizofrenia la aportan algunos estudios que sugieren que la liberación de 

serotonina y el agonismo de los receptores 5-HT2A puede ser determinante para la 

hiperactividad motora en modelos animales de síntomas positivos de esquizofrenia 

conseguidos mediante la administración aguda de antagonistas NMDA (Millan y col., 

1999). El agonismo parcial 5-HT1A produce el mismo efecto en modelos animales (Meltzer 

y Huang, 2008). Los fármacos antipsicóticos atípicos presentan además como dianas en su 

perfil multirreceptorial el agonismo parcial 5-HT1A y el antagonismo 5-HT7. En relación 

con el receptor 5-HT1A, su activación se relaciona con inhibición de neuronas del rafe 

(Meltzer y col., 2003). Se ha relacionado su presencia y su agonismo en corteza con la 

liberación de dopamina en córtex cerebral (ensayos in vivo) y el agonismo 5-HT1A con la 

mejoría de síntomas negativos y cognitivos en esquizofrenia (Sumiyoshi y col., 2001; 

Sumiyoshi y col, 2007; Meltzer y col., 2012). En relación con el antagonismo 5-HT7 se 

postula una acción de mejora cognitiva (ensayos en modelo de disfunción cognitiva y 

reconocimiento de objetos nuevos) demostrada con amisulprida en ensayos in vivo (Meltzer 

y Massey, 2011). De forma importante, la amisulprida (un antagonista D2/D3 y antagonista 

5-HT7) obtuvo mejores resultados que olanzapina en ensayos clínicos con pacientes con 

esquizofrenia en el área de aprendizaje, memoria verbal y declarativa (Rey Auditory Verbal 

Learning Test, RAVLT; Mortimer y col., 2007). El agonismo 5-HT2C es capaz de disminuir 
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la señalización dopaminérgica en corteza cerebral y núcleo accumbens y, de hecho, el 

agonismo inverso 5-HT2C se considera un componente de interés en el perfil de fármacos 

antipsicóticos, aunque no existen evidencias de que los antipsicóticos atípicos sean 

agonistas inversos efectivos en humano (Meltzer y Huang, 2008; Meltzer y Massey, 2011). 

Recientemente se ha descrito la existencia del dímero 5-HT2A/mGlu2 en neuronas 

piramidales de la corteza cerebral de los que se postula su implicación en los procesos 

fisiopatológicos de la corteza que ocurren en esquizofrenia (González-Maeso y col., 2008). 

En relación con esta localización, se han encontrado disminuciones en los niveles de este 

receptor en el córtex (Harrison, 1999). De todo lo expuesto anteriormente puede deducirse 

una interacción entre las vías de señalización serotoninérgicas, dopaminérgicas y 

glutamatérgicas muy estrecha, con relevancia potencial o probada en la etiología y 

terapéutica de la esquizofrenia. 

 La implicación de los neurotransmisores glutamato y GABA 

Se trata de una hipótesis que podría explicar el origen de las anomalías en la 

neurotransmisión dopaminérgica en el área mesolímbica y las vías mesocorticales. Una de 

las primeras evidencias que apuntaron a esta hipótesis se obtuvo con la administración de 

los anestésicos disociativos fenciclidina (PCP) o ketamina, ambos bloqueantes de los 

receptores NMDA que inducen síntomas psicóticos en sujetos sanos (Javitt, 1987; Javitt y 

Coyle, 2004). Estos agentes farmacológicos son capaces de provocar alucinaciones, así 

como alteraciones formales del pensamiento o síntomas cognitivos (Jentsch y col., 1999). 

Se llegó así a pensar que en el cerebro de los pacientes esquizofrénicos podría existir cierto 

grado de hipofunción glutamatérgica NMDA.  

Los hallazgos a favor de esta hipótesis incluyen alteraciones en el número y 

disposición de sinapsis axodendríticas de la capa III de la corteza, en las que se localizan 

receptores NMDA (y que podrían guardar relación con el denominado circuito excitador 

intrínseco) o la presencia de anomalías en la densidad de receptores NMDA en pacientes 

esquizofrénicos en la corteza y ganglios basales. La disminución de esas sinapsis podría ser 

responsable de un estado de hipofunción glutamatérgica en esquizofrenia. Se sugiere que el 

circuito excitador intrínseco podría ser el sustrato neuroanatómico de la memoria de trabajo 

(Riaza y Chinchilla, 2007).  
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La actividad de vías glutamatérgicas influye en la actividad de las vías 

dopaminérgicas mesocorticales, mesolímbicas y nigroestriatales, de forma que existe una 

interconexión entre estos sistemas. En esta interconexión es importante el sistema de 

modulación glutamatérgico, que parte de la corteza prefrontal y actúa sobre la actividad de 

neuronas dopaminérgicas del área tegmental ventral (Javitt y Laruelle, 2008). Este sistema 

consta de una vía activadora, formada principalmente por proyecciones glutamatérgicas 

hacia neuronas dopaminérgicas mesocorticales, y de una vía inhibidora, con eferentes 

glutamatérgicos hacia interneuronas gabaérgicas del cerebro medio y mesencefálicas y que 

modula la actividad de neuronas dopaminérgicas subcorticales (Javitt y Laruelle, 2008). 

Una hipofunción de la transmisión glutamatérgica en estas vías podría desembocar en una 

disminución de la actividad dopaminérgica mesocortical y en la hiperactividad 

dopaminérgica en regiones subcorticales (Javitt y Laruelle, 2008). Además, varios estudios 

señalan la influencia de los antipsicóticos sobre la transmisión glutamatérgica al 

interaccionar con receptores de glutamato. En el caso de la clozapina, esta parece actuar 

como agonista parcial en el sitio de glicina del receptor NMDA (Riaza y Chinchilla, 2007). 

Los antipsicóticos también pueden modificar los niveles de expresión de receptores 

glutamatérgicos en lugares como el estriado (Riva y col. 1997). Como ya se ha dicho, la 

administración aguda de antagonistas NMDA constituye la base de los modelos animales 

de sintomatología positiva de esquizofrenia (Meltzer y col., 2011; Meltzer y Massey, 2011). 

En estos modelos se produce un aumento de liberación de dopamina en áreas como el núcleo 

accumbens (Del Arco y col., 2007). Los modelos de disfunción cognitiva en animales se 

basan en la administración subcrónica de los mismos antagonistas (Meltzer y Massey, 

2011). 

Entre otros hechos que dan soporte a la hipótesis glutamatérgica de la esquizofrenia, 

y que la relacionan con otras hipótesis como la neurodegenerativa, se encuentra el bloqueo 

de la señalización glutamatérgica de neuronas excitadoras corticales producido por 

antagonistas NMDA y la reducción asociada de la actividad de interneuronas gabaérgicas 

responsables de la inhibición de otras neuronas glutamatérgicas. Esto conlleva un aumento 

del nivel de activación de estas últimas y un exceso en la liberación de glutamato en otras 

zonas distintas de la corteza, con potenciales efectos neurotóxico y neurodegenerativos 

mediante la interacción con receptores tipo AMPA y kainato (Pietraszek, 2003; Olney y 

Farber, 1995). La hipofunción glutamatérgica NMDA tiene consecuencias en los procesos 
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de neurodesarrollo y de plasticidad sináptica interfiriendo con la migración de neuroblastos 

y alterando fenómenos de sinaptogénesis (Riaza y Chinchilla, 2007). Existe además un 

interés en la investigación de rutas celulares proapoptóticas activadas mediante receptores 

AMPA/kainato (Riaza y Chinchilla, 2007). Como se puede ver, hay conexiones entre esta 

hipótesis y las explicaciones neurodegenerativa, de alteraciones en el neurodesarrollo y de 

neuroplasticidad de la esquizofrenia. 

Por último, comentar en este apartado que el GABA cumple una función 

moduladora inhibitoria de la actividad dopaminérgica. Una desregulación en la actividad de 

las neuronas gabaérgicas podría dar lugar alteraciones en las vías dopaminérgicas 

responsables de los síntomas psicóticos (Puente y col., 2007).  

 Hipótesis del neurodesarrollo, de la neurodegeneración, 

patología sináptica e hipótesis inmunológica. 

Hay una serie de evidencias que apuntan a que la esquizofrenia podría ser una 

enfermedad del neurodesarrollo, causada por un desarrollo temprano aberrante del cerebro. 

Entre ellas se encuentra el retraso de los pacientes en el alcance de hitos de desarrollo en la 

infancia y la documentación de anormalidades cognitivas, motoras o del comportamiento 

indicativas de un funcionamiento cerebral anormal antes del diagnóstico (Arnold y col., 

2005). Otras evidencias vienen dadas por el hecho de que las complicaciones obstétricas 

incrementan el riesgo de esquizofrenia y de que los hallazgos neuropatológicos post mortem 

indican posibles alteraciones en la organización histológica durante el neurodesarrollo en 

ausencia de indicadores de neurodegeneración (Riaza y col., 2007a; Arnold y col., 2005). 

Particularmente, se encuentran patrones alterados de organización laminar en regiones 

ventromediales de los lóbulos temporales y en la orientación espacial de ciertas poblaciones 

neuronales de hipocampo, corteza entorrinal y cíngulo anterior. Otras líneas de 

investigación se centran en posibles defectos en la mielinización postnatal (Riaza y col., 

2007a). 

Otra hipótesis que se considera en esquizofrenia es la neurodegenerativa, que se basa 

en el conocimiento de la evolución temporal del deterioro cognitivo y de su naturaleza y de 

las variaciones de parámetros neuroanatómicos indicativos de deterioro en los pacientes. En 

este último caso se tienen en cuenta la dilatación ventricular (Molina y col., 2004) o los 
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cambios de tamaño de los lóbulos temporales. Como ya se ha comentado, la hipótesis de la 

neurodegeneración puede guardar relación con la hipofunción NMDA, ya que esta puede 

provocar fenómenos de estimulación de la liberación de glutamato secundarios (por 

inhibición de neuronas gabaérgicas responsables de inhibición tónica) que causen 

degeneración o apoptosis a través de los receptores AMPA o de kainato (Konradi y Heckers, 

2003; Heckers y Konradi., 2014).  

En cuanto a indicios de patología sináptica en esquizofrenia, la disminución de la 

actividad excitatoria intrínseca, en la que es determinante la señalización glutamatérgica, 

podría afectar a la formación y remodelado de sinapsis en la adolescencia (Riaza y col., 

2007c). El complejo de proteínas SNARE está implicado en funciones como 

neurotransmisión o plasticidad neuronal. El complejo SNARE lo forman sintaxina-1, 

SNAP25 y Vamp2. Otras proteínas relacionadas con este complejo son Munc18 y sinapsina. 

En general los estudios de asociación con esquizofrenia de polimorfimos de genes que 

codifican proteínas del complejo SNARE como sintaxina-1 o SNAP25 obtienen resultados 

positivos (Fanous y col., 2010; en Guerrero y col., 2012 Libro) aunque no todos 

(Kawashima y col., 2008). En relación con esquizofrenia un estudio GWAS encuentra un 

sitio de riesgo para esta enfermedad relacionado con el gen TSNARE1 (Ripke y col., 2013). 

Otras líneas de investigación en la etiopatología de la esquizofrenia en esta dirección 

(Riaza y col., 2007c) se centran en una serie de proteínas de las que en general puede decirse 

que participan en el proceso de neurodesarrollo y plasticidad sináptica tales como: 

- Se estudia la participación de ácido retinoico durante el desarrollo fetal en la 

configuración de regiones anatómicas importantes en la fisiopatología de la 

esquizofrenia. 

- Se estudia la participación de reelina (Varela y col., 2015), una proteína de matriz 

extracelular producida por las células de Cajal-Retzius que desempeña un papel 

importante en el neurodesarrollo facilitando la migración de los neuroblastos y la 

sinaptogénesis. 

- Se estudia la implicación de la familia de proteínas Wnt las cuales tienen efectos en 

el neurodesarrollo y la plasticidad sináptica y suprimen la expresión constitutiva de 

GSK3β (glucógeno sintasa cinasa 3). 
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- Se estudia la glucoproteína NCAM (molécula de adhesión celular neuronal) 

expresada en terminaciones sinápticas e implicada en el neurodesarrollo.  

- Se estudia la proteína neurregulina 1 (NRG1), que participa en varios procesos de 

neurodesarrollo como la migración y la supervivencia neuronal.  

- Asimismo, se estudian las neurotrofinas NGF (factor de crecimiento nervioso) y 

BDNF (factor neurotrófico derivado de cerebro) (Guillin y col., 2007).  

Por último, hay diversas evidencias que apoyan la hipótesis inmunológica de la 

etiología de la esquizofrenia. Entre otras, existe un grupo de pacientes que presentan 

anomalías en varios marcadores de actividad inmunológica y en ellos predomina la 

actividad de los linfocitos T CD4+ Th2 sobre la de Th1 (Riaza y col., 2007b; Schwarz y col., 

2001). En general se trata de pacientes con mal pronóstico y resistencia al tratamiento.  

 El sistema de modulación de adenosina 

La adenosina ejerce funciones moduladoras sobre los sistemas de señalización 

glutamatérgica y dopaminérgica. Las primeras hipótesis acerca de la implicación de la 

adenosina en esquizofrenia se basaron en la modulación alostérica negativa de los agonistas 

A2A en la señalización dopaminérgica a través de heterómeros A2A-D2 del estriado (Ferré y 

col., 1994).  En el estriado y la corteza, los receptores A1 presinápticos inhiben la liberación 

de dopamina y de glutamato (Solinas y col., 2002). La activación del receptor A2A 

presináptico y del localizado en astrocitos originan una liberación de glutamato y una 

disminución de su recaptación por astrocitos (transportador GLT-1), respectivamente. 

Existe un ensayo clínico con dipiridamol (inhibidor de la recaptación de adenosina) como 

monoterapia a 200 mg/día esquizofrenia que muestra mejoría de los síntomas positivos y 

negativos (Wonodi y col., 2011). Basándose en las dos últimas menciones y la influencia 

de la adenosina en la señalización glutamatérgica, se propuso la hipótesis etiológica de la 

hipofunción de adenosina (Lara y col., 2006). Actualmente (Rial y col., 2014) se propone 

una simultánea disminución en la función del receptor A1 y una desregulación A2A 

(incremento de los receptores A2A neuronales y disminución de los de astrocitos) como 

cambios fisiopatológicos en la esquizofrenia. Según Rial y col., las estrategias terapéuticas 

en esquizofrenia que actúen sobre este sistema deben dirigirse para actuar en ambas dianas 

simultáneamente. 
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 Fármacos antipsicóticos 

 Recomendaciones terapéuticas en esquizofrenia 

La eficacia del tratamiento farmacológico de la esquizofrenia con los fármacos 

antipsicóticos ha sido ampliamente demostrada: según un estudio el uso a largo plazo de 

antipsicóticos se asocia a una menor tasa de mortalidad en los pacientes con esquizofrenia 

frente a los pacientes sin tratamiento. En el caso de antipsicóticos de segunda generación, 

la clozapina se asocia a una mortalidad significativamente menor que el resto (Tiihonen y 

col., 2009). La eficacia de los distintos antipsicóticos en el control de los síntomas positivos 

está claramente demostrada, pero existen distintas opiniones acerca de la eficacia y 

superioridad de los antipsicóticos de segunda generación en el tratamiento de síntomas 

negativos y cognitivos.  

En la farmacoterapia de esquizofrenia (Guía de práctica clínica sobre la 

esquizofrenia MSC, 2009) se recomienda determinar una serie de parámetros (como peso, 

parámetros hematológicos, valoración neurocognitiva o electrocardiograma) antes de 

comenzar el tratamiento del paciente esquizofrénico. Se recomienda extremar la precaución 

en los pacientes que no se han sometido a ningún tratamiento previo. También se 

recomienda la elección de medicación antipsicótica de segunda generación (mejor 

tolerabilidad y menores síntomas extrapiramidales). Además, se distingue el tratamiento de 

un episodio psicótico y su fase de recuperación del tratamiento de la esquizofrenia en sus 

fases de estabilización y estable. 

Se aboga por el uso de la medicación de segunda generación administrada por vía 

oral como la risperidona, olanzapina, quetiapina, amisulprida y aripiprazol, como primera y 

segunda línea de tratamiento en el primer episodio de psicosis, debido al menor riesgo a 

corto y largo plazo de efectos adversos extrapiramidales. Se recomienda el mantenimiento 

de la medicación antipsicótica para el tratamiento de un primer episodio de psicosis durante 

un mínimo de dos años, después de la primera recuperación de los síntomas (fase de 

recuperación). Se debe mantener la farmacoterapia para la prevención de recaídas en las 

fases de estabilización y estable. En el caso de recaídas pese a adherencia o en caso de no 

mejoría de los síntomas en pacientes bajo tratamiento con fármacos de primera generación 

se propone el cambio a antipsicóticos atípicos. No se recomienda la administración 
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fármacos de primera generación en situaciones de urgencia (Guía de práctica clínica sobre 

la esquizofrenia MSC, 2009). 

Se recomienda que la medicación antipsicótica sea prescrita si es posible de una 

manera no coercitiva y en combinación con intervenciones psicosociales que incluyan 

estrategias de promoción de la adherencia y la no administración de múltiples medicamentos 

antipsicóticos y las combinaciones de fármacos de primera generación y de segunda excepto 

en períodos de transición. 

Clozapina, un antipsicótico de segunda generación de uso restringido debido al 

riesgo de agranulocitosis, se indica en casos de agresividad persistente, de riesgo de suicidio 

elevado y ante la falta de respuesta al tratamiento con una administración adecuada de 

antipsicóticos de dos tipos diferentes (Guía de práctica clínica sobre la esquizofrenia MSC, 

2009). 

Algún estudio confirma que una terapia integrada farmacológica y psicológica es 

más beneficiosa para el paciente que la farmacoterapia sola (Marder, 2000). El consenso 

español de expertos para el tratamiento de la esquizofrenia recomienda la utilización de las 

terapias de apoyo, cognitiva y de grupo, las intervenciones familiares, la rehabilitación 

cognitiva y el entrenamiento en habilidades sociales (Giner y col., 2000).  La terapia 

cognitivo-conductual se considera eficaz como tratamiento complementario a la atención 

estándar en esquizofrenia con síntomas persistentes (Gould y col., 2001) y se recomienda 

para el tratamiento de los síntomas en esquizofrenia resistente (Guía de esquizofrenia del 

SNS, 2009). Otras intervenciones psicosociales son la terapia psicodinámica y el 

entrenamiento en el automanejo de la esquizofrenia. 
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 Fármacos antipsicóticos: perfil farmacológico y clínico 

 Antipsicóticos de primera generación o clásicos 

Comenzando por el grupo de antipsicóticos de primera generación, conocido 

también como de los neurolépticos o antipsicóticos típicos, destacar la fenotiazina alifática 

clorpromazina y la butirofenona haloperidol. Otros fármacos de primera generación son 

tioridazina y perfenazina (fenotiazina piperidina), clorprotixeno (tioxanteno) y loxapina 

(dibenzoxapina). Todos basan su efecto antipsicótico en el antagonismo D2 principalmente 

sobre el tracto mesolímbico. Por su bloqueo dopaminérgico a nivel de los tractos 

dopaminérgicos mesocortical, tuberoinfundibular y nigroestriatal estos antipsicóticos van a 

causar una serie de reacciones adversas. Se distinguen dentro de este grupo, entre otros 

tipos, los fármacos de alta potencia, como el haloperidol (Fig. 1) y de baja potencia, como 

la clorpromazina. 

 

 

Fig. 1. Estructura química de haloperidol, una butirofenona. 4-[4-(4-clorofenil)-4-

hidroxipiperidino]-4'-fluorobutirofenona. 

Destacar que un porcentaje relativamente alto de pacientes (un 20%) son refractarios 

al tratamiento con antipsicóticos clásicos, y que los síntomas positivos de la esquizofrenia 

responden al tratamiento antipsicótico de mejor manera que los síntomas negativos o 

cognitivos, que pueden resultar incluso agravados. Así, un bloqueo dopaminérgico excesivo 

en la vía mesocortical va a agravar el déficit dopaminérgico cortical existente produciendo 

un empeoramiento de los síntomas negativos. Son característicos del uso de estos fármacos 

la ataraxia (indiferencia al entorno con inhibición emocional) y el embotamiento cognitivo 
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(síndrome de déficit inducido por neurolépticos) que inicialmente dio origen al término 

neuroléptico (Gil y Huete, 2009; Wilkaitis y col., 2006). 

El bloqueo de la inhibición tónica de la liberación de prolactina producida por 

dopamina a nivel de la vía tuberoinfundibular va a provocar (frecuencia inferior al 1% para 

haloperidol; BOT PLUS 2.0 [Base de datos], 2015) una elevación de los niveles de 

prolactina y una disminución de FSH y LH, lo que puede causar amenorrea, galactorrea, 

ginecomastia y disminución de la densidad ósea y de la libido.  

El bloqueo de receptores D2 a nivel del sistema nigroestriado conlleva algunos de 

los efectos adversos más perjudiciales de los antipsicóticos. El temblor en reposo, la rigidez 

y la hipocinesia (éstos síndromes se engloban en el término parkinsonismo) y la acatisia y 

la distonía aguda son efectos agudos que se presentan hasta en un 10% o más de los 

pacientes tratados con antipsicóticos clásicos. Así, a mayor nivel de ocupación D2 puede 

observarse distonía generalizada, catalepsia y estado catatónico. Varios meses tras el inicio 

del tratamiento puede aparecer discinesia tardía que no mejora o se agrava tras suspender el 

fármaco y que no responde a tratamiento con fármacos anticolinérgicos. 

La concentración plasmática máxima se alcanza al cabo de 1-4 h tras la 

administración oral de formas sólidas, reduciéndose este tiempo en el caso de preparaciones 

líquidas. La administración intramuscular da lugar a una absorción más rápida y predecible 

con pico a los 30-60 min y eficacia clínica desde los 15 min (Wilkaitis y col., 2006). Existen 

formas de liberación prolongada de zuclopentixol y risperidona que consiguen un grado 

óptimo de cumplimiento farmacológico pero que presentan el inconveniente de la 

imposibilidad de suspensión inmediata. La mayoría de los antipsicóticos típicos se 

metaboliza a través de las enzimas del complejo citocromo P450 CYP2D6 y CYP3A4, 

habiéndose descrito metabolizadores lentos y ultrarrápidos a través del CYP2D6, una 

isoenzima de la cual son inhibidores.  

Los antipsicóticos clásicos presentan una notable afinidad por los receptores de 

histamina H1, determinados α-adrenérgicos y muscarínicos no implicados en su efecto 

terapéutico pero que conllevan determinados efectos secundarios. Así, son frecuentes en 

estos tratamientos la aparición de sedación, hipotensión ortostática, arritmias o alteraciones 

de la glucemia. Especialmente los antipsicóticos de baja potencia se asocian a prolongación 

del intervalo QT (riesgo de arritmias ventriculares graves). El síndrome neuroléptico 
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maligno tiene una incidencia entre el 0,02% y el 2% y puede llegar a una mortalidad del 20-

30%. Otros efectos adversos son los hematológicos (leucopenia y la más grave 

agranulocitosis) y los oculares, gastrointestinales y genitourinarios. 

Estos fármacos tienen limitaciones ya que alrededor del 30% de los pacientes con 

psicosis aguda no presenta respuesta o es muy pobre y en más del 60% de los pacientes la 

respuesta es sólo parcial (Fleischhacker, 1995). Son ineficaces en el tratamiento de los 

síntomas negativos e incluso agravan los síntomas cognitivos (Meltzer y col., 1996), sobre 

todo cuando se asocian fármacos anticolinérgicos para tratar los síntomas extrapiramidales. 

El tratamiento con estos fármacos obtiene resultados inferiores a los obtenidos con fármacos 

atípicos (Leucht y col., 2009) y existen ensayos que señalan una mortalidad aumentada en 

pacientes tratados con antipsicóticos típicos con respecto a los atípicos (Schneeweiss y col., 

2007).  

 Antipsicóticos de segunda generación o atípicos: perfil 

farmacológico multirreceptorial, acciones farmacológicas y eficacia clínica 

Una característica que desde la aparición de los antipsicóticos atípicos se asocia a su 

eficacia es su característico perfil farmacológico multirreceptorial. El concepto de fármaco 

multirreceptorial se utiliza para designar fármacos con un rango óptimo de afinidades por 

múltiples dianas necesarias para obtener eficacia terapéutica. Como se explicará más 

adelante (ver sección 1.2.3.2.), el factor tiempo es clave para la caracterización de dicho 

perfil. Se reúnen en una sola molécula la polifarmacología y la afinidad preferente en la 

unión a receptores (Mestres y Gregori-Puigjané, 2009).  

Con estos fármacos aparecen una serie de actividades farmacológicas que se asocian 

a algún tipo de efecto terapéutico o efectos adversos. Además del antagonismo D2 y la 

mejoría de la sintomatología positiva y todo el repertorio conocido de reacciones adversas 

asociadas ya presentes en los antipsicóticos clásicos, se encuentra en los antipsicóticos 

atípicos el agonismo parcial D2, relacionado con la mejoría de los síntomas positivos, 

negativos y cognitivos. Otra actividad farmacológica relevante es la elevada afinidad por el 

receptor D1, incluso superior a la mostrada por el receptor D2, no presente en los 

neurolépticos clásicos y que se observa en el perfil de clozapina. El antagonismo de los 

receptores D3, presentes en áreas límbicas, se relaciona con el control cognitivo y emocional 
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y con la mejoría de la sintomatología negativa; su posible localización presináptica 

posibilitaría la modulación de la liberación de neurotransmisores. Otros receptores 

dopaminérgicos sobre los que los antipsicóticos atípicos pueden presentar actividad 

relevante para su acción terapéutica son los D4, actividad presente en clozapina, aunque ha 

perdido el interés atribuido inicialmente como determinante de atipicidad.  

La más destacable de las nuevas actividades farmacológicas presentes respecto a las 

de antipsicóticos clásicos corresponden a la actividad sobre receptores de serotonina. 

Algunos autores proponen que los antipsicóticos atípicos deberían recibir el nombre de 

moduladores de dopamina del espectro de serotonina (“serotonin spectre dopamine 

modulators”: SSDM). Esto es debido a que como se ha visto presentan actividades sobre 

estos receptores que en último término afectan a la actividad de las vías dopaminérgicas 

(Meltzer y Massey, 2011). Los receptores de serotonina cuya modulación presenta potencial 

interés son el 5-HT2A, 1A, 2C, 3, 4, 5, 6 y 7 (Alex y Pehek, 2007). El antagonismo 5-HT2A se 

relaciona con la mejoría de la sintomatología negativa y cognitiva. Existen evidencias de 

que la activación 5-HT1A modula neuronas (presumiblemente glutamatérgicas) que regulan 

la actividad de neuronas dopaminérgicas de la vía mesocortical. Esto hay que relacionarlo 

con la mejoría de síntomas cognitivos y negativos atribuida a este agonismo (parcial) 5-

HT1A, probablemente debido a un aumento de la liberación de dopamina prefrontal. El 

receptor 5-HT2C también es una potencial diana para la regulación de la actividad de las 

neuronas dopaminérgicas de las tres vías comentadas, aunque presenta diferencias en las 

distintas vías en cuanto a capacidad de inhibición tónica en condiciones fisiológicas (no 

estimulada farmacológicamente) (Alex y Pehek, 2007). El antagonismo 5-HT2C también se 

relaciona con la disminución de extrapiramidalismos y, al igual que el antagonismo 5-HT2A, 

con el aumento de peso. El antagonismo de los serotoninérgicos 5-HT3 

(mesocorticolímbicos) presente en clozapina se relaciona con la disminución de los 

síntomas extrapiramidales. El antagonismo de receptores 5-HT6 se relaciona con la 

neurotransmisión colinérgica y la mejora de la memoria y del aprendizaje (Álamo y col., 

2007a). 

Una característica del perfil de afinidades de clozapina al igual que de otros 

antipsicóticos es el antagonismo 5-HT7.  Esta característica es común a otros fármacos 

antipsicóticos determinados tales como clozapina, lurasidona, quetiapina, risperidona y 
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ziprasidona y también clásicos, como clorpromazina o flufenazina. Es el único receptor de 

serotonina por el que presenta afinidad apreciable amisulprida, fármaco cuya eficacia y 

perfil clínico son similares al de los antipsicóticos atípicos. En amisulprida la actividad 

antagonista 5-HT7 se relaciona con su actividad antidepresiva. Las características 

antipsicóticas atípicas de la amisulprida se explican por su afinidad selectiva por receptores 

D2 de localización mesocortical (Álamo y col., 2007a). 

Con respecto a la actividad sobre receptores muscarínicos, histamínicos y 

adrenérgicos los nuevos antipsicóticos atípicos presentan una actividad sobre estos 

receptores que no es homogénea, encontrándose desde fármacos con nula afinidad por un 

receptor concreto, fármacos que no presentan afinidad por ninguno de ellos o fármacos con 

un perfil de afinidad específico por estos receptores. En concreto, el antagonismo de 

receptores adrenérgicos puede tener alguna acción positiva (ansiólisis, α1 y sobre todo α2, 

para este último también mejoría del humor y mejoría cognitiva) aunque en general la 

actividad farmacológica sobre estos receptores y los muscarínicos e histaminérgicos 

conllevan un gran número de conocidas reacciones adversas que complementan a las 

causadas por el antagonismo D2. 

El primer fármaco de este grupo fue la clozapina (posee una estructura tipo 

dibenzodiazepina). Posteriormente se introdujeron risperidona (benzisoxazol) y la 

olanzapina (tienobenzodiazepina). Otros fármacos antipsicóticos de segunda generación son 

sertindol (indol), quetiapina (dibenzotiazepina), aripiprazol (dihidroquinolinona), 

ziprasidona (benzoisotiazol) y lurasidona (benzoisotiazol). 

La superioridad clínica de la clozapina fue atribuida inicialmente a una afinidad por 

los receptores 5-HT2A superior a la afinidad por los receptores D2, llegándose a establecer 

el índice de Meltzer (ratio de afinidades por los receptores 5-HT2A y D2) con un valor 

indicativo de atipicidad superior a 1,12 (Meltzer y col., 1989). Desde la década de los 

ochenta conforme avanzaba la investigación sobre estos fármacos se enunciaban distintas 

características farmacológicas “determinantes de atipicidad” para los antipsicóticos: una 

afinidad mayor por los receptores 5-HT2A que por los receptores D2, capacidad para mejorar 

los síntomas negativos y cognitivos en esquizofrenia, perfil multirreceptorial, alta 

selectividad in vivo por los receptores D2 corticales y límbicos en comparación con la 
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afinidad por los receptores D2 estriatales y una mayor afinidad por el receptor D4 (Meltzer 

y col., 2003; Meltzer, 2004; Seeman, 2005). 

Así, algunos trabajos se centran en explicar las características que determinarían la 

atipicidad de los fármacos en base a un aumento de la liberación de dopamina y acetilcolina 

en el área mesocortical, un área cuya hipofunción dopaminérgica se relaciona con aparición 

de sintomatología negativa y cognitiva (Huerta, 2007). La hipofunción dopaminérgica 

mesocortical se vería corregida con los antipsicóticos atípicos mediante el antagonismo 5-

HT2A y el agonismo 5-HT1A (Meltzer y col., 2003; Álamo y col., 2007).  

Según otros autores la atipicidad estaría basada en diferencias en la localización 

preferente de los fármacos en las distintas vías dopaminérgicas. Se sugiere que los 

antipsicóticos atípicos tienen afinidad preferente por las vías dopaminérgicas límbicas y 

corticales. Algunos fármacos atípicos presentan una localización preferente en neuronas del 

área tegmental ventral con respecto a neuronas del núcleo A9 (en sustancia negra), 

relacionada con extrapiramidalismos (Xiberas y col., 2001; Álamo y col., 2004).  

Otros autores proponen las diferencias en el tiempo de residencia (tR) del fármaco 

en el receptor dopaminérgico (concretamente velocidad de disociación elevada) como la 

explicación del carácter atípico. Diversos antipsicóticos presentan un reducido tiempo de 

residencia sobre el receptor D2, de 1 min para el caso de clozapina, amisulprida o quetiapina 

y siendo superior (≈30 min) para haloperidol, clorpromazina o racloprida. Un tR reducido 

debería permitir una mejor trasmisión dopaminérgica fisiológica que conllevaría menos 

extrapiramidalismos, menor hiperprolactinemia y una menor contribución a los síntomas 

cognitivos y negativos. Esta propuesta inicial se refería a la clozapina y sus bajos niveles de 

efectos adversos extrapiramidales (Seeman, 2014). 

Estos fármacos presentan en general y al igual que los fármacos clásicos una notable 

afinidad por los receptores H1-histaminérgicos, α-adrenérgicos y muscarínicos no 

implicados en su efecto terapéutico y que conllevan acciones farmacológicas que pueden 

derivar en efectos secundarios o reacciones adversas. Pero en este grupo son generalmente 

más leves y, debido a que no existe homogeneidad en el perfil multirreceptorial, existen 

fármacos en los que predominan determinadas reacciones adversas y están ausentes otras. 

Así, con estos fármacos también son frecuentes la aparición de sedación, hipotensión, 

arritmias, ganancia de peso, dislipidemias o trastornos hematológicos pero cada fármaco 
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tiene su particular tasa de incidencia. Pueden causar convulsiones, tromboembolismo, 

aumento de los niveles de enzimas hepáticas o prolongar el intervalo QT. Son fármacos que 

no están exentos de provocar síntomas extrapiramidales agudos, pero la incidencia es baja, 

lo que también es un factor predictivo de disminución del riesgo de discinesia tardía. Hoy 

existe una controversia acerca del aumento de mortalidad y del riesgo de sufrir eventos 

cardiovasculares en tratamientos a largo plazo con antipsicóticos, respecto a lo que algunos 

autores consideran que el antagonismo 5-HT2A debería tener algún papel en la reducción del 

riesgo cardiovascular (Blasco-Fontecilla H y col., 2010). 

En cuanto a la eficacia clínica, los antipsicóticos atípicos son superiores a los 

antipsicóticos de primera generación tal como el haloperidol en eficacia, prevención de 

recaídas, incidencia de depresión o aparición de efectos adversos extrapiramidales, aunque 

esta superioridad en todos los parámetros de eficacia no es extensible a todo el grupo de 

antipsicóticos de segunda generación de manera generalizada, sino que hay determinados 

fármacos que destacan en alguna propiedad como amisulprida, clozapina, olanzapina y 

risperidona en eficacia o aripiprazol y quetiapina en depresión (Leucht y col., 2009; Martin 

y col., 2006). También destaca la superioridad de clozapina en baja incidencia de reacciones 

adversas extrapiramidales (Leucht y col., 2013) o aripiprazol en baja sedación (Leucht y 

col., 2009). Sin embargo, no ofrecen generalmente una ventaja, sino que son inferiores en 

aspectos como sedación, especialmente clozapina (Leucht y col., 2013) o ganancia de peso, 

especialmente olanzapina (Swartz y col., 2008) frente a fármacos de primera generación 

(haloperidol y clorpromazina en el primer caso y perfenazina en el segundo). 

En general puede afirmarse que los antipsicóticos atípicos son más eficaces que los 

antipsicóticos clásicos en el tratamiento de los síntomas negativos (Álamo y col., 2007) sean 

primarios o secundarios a la psicosis. Clozapina es especialmente eficaz en el tratamiento 

de la elevada sintomatología negativa en pacientes (Meltzer y McGurk, 1999). En general 

puede decirse que son moderadamente eficaces en la mejora de los síntomas cognitivos; 

puede concluirse que producen una mejora de la función cognitiva global específicamente 

en los dominios de aprendizaje y de procesamiento del lenguaje (Woodward y col., 2005; 

metaanálisis). 

El metaanálisis realizado por Leucht y col., (2009) concluye que los antipsicóticos 

atípicos (quetiapina, sertindol, olanzapina, risperidona) tienen una moderada ventaja en 
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tolerabilidad y eficacia, tanto global como en síntomas positivos y negativos sobre los 

clásicos. Aunque respecto a estos resultados, algunos autores (Geddes y col., 2003) los 

atribuyen a las dosis del antipsicótico típico analizadas, de manera que una vez considerada 

una dosis equivalente desaparece la ventaja terapéutica. Del metaanálisis de Davis (2003) 

puede concluirse que los agentes atípicos son moderadamente más eficaces que los clásicos 

en sintomatología negativa, cognitiva y afectiva y ligeramente en el tratamiento de 

sintomatología positiva. Existe una controversia relacionada con lo anterior, relacionada 

con la explicación de la eficacia en sintomatología negativa de los antipsicóticos de segunda 

generación. Para algunos autores, los antipsicóticos atípicos son capaces de causar una 

mejoría primaria, para otros sólo mejoran síntomas secundarios a la psicosis, depresión, 

extrapiramidalismos y otros efectos secundarios (Álamo y col., 2007a). 

 Antipsicóticos de segunda generación o atípicos: clozapina y 

otros fármacos 

Comenzando por clozapina (8-cloro-11-(4-metil-1-piperazinil)-5H-dibenzo[b,e] 

[1,4]diazepina; estructura tipo dibenzodiazepina) sólo se utiliza para el tratamiento de 

esquizofrenia resistente y de psicosis en el curso de la enfermedad de Parkinson (Ficha 

técnica de Leponex, 2014). En España está tipificada como fármaco de especial control 

médico o con medidas especiales de seguridad debido al riesgo de agranulocitosis, de forma 

que previamente al inicio del tratamiento el recuento leucocitario ha de ser mayor a 

3500/mm3 y el recuento absoluto de neutrófilos ha de ser mayor de 2000/mm3. Debe 

realizarse posteriormente un control frecuente del mismo parámetro de forma que si los 

valores caen por debajo de 3000/mm3 (leucocitos) o de 1500/mm3 (neutrófilos) debe 

suspenderse la medicación (Ficha técnica de Leponex, 2014). La posibilidad de neutropenia 

o leucopenia obliga a tener que tomar precauciones en caso de infección. Es significativo 

además el aumento del riesgo de miocarditis, que en algunos casos ha sido mortal. Clozapina 

es metabolizada principalmente en el citocromo P450 isoenzima CYP1A2 y sus metabolitos 

son N-desmetil-clozapina y N-óxido-clozapina (Ficha técnica de Leponex, 2014). Unas 

concentraciones plasmáticas de fármaco superiores a 350 ng/mL se asocian a una mejor 

respuesta. Son significativos el aumento de peso y la alteración de los parámetros lipídicos 

sanguíneos (Wirshing y col., 2002). También produce convulsiones, sedación y 
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estreñimiento (Marder y Wirshing, 2006; Leucht y col., 2013; Ficha técnica de Leponex, 

2014). 

Olanzapina (2-metil-4-(4-metil-1-piperazinil)-10H-tieno[2,3-b][1,5]benzodiaze-

pina es otro antipsicótico atípico indicado en el tratamiento de la esquizofrenia en la terapia 

de continuación en pacientes que muestran una respuesta inicial al tratamiento para el 

mantenimiento de la mejoría clínica. Olanzapina también está indicada en el tratamiento del 

episodio maníaco de moderado a grave y en la prevención de las recaídas en pacientes que 

presentan trastorno bipolar con respuesta previa en la fase maníaca. No está autorizado el 

uso de olanzapina en pacientes con psicosis y/o trastornos del comportamiento asociados a 

demencia debido a un aumento de la mortalidad y del riesgo de accidente cerebrovascular 

(Nota informativa de AEMPS, 2004/03; Gill y col., 2007).  

Risperidona (3-[2-(4-[6-fluoro-1,2-benzisoxazol-3-il]-1-piperidinil)-etil]-6,7,8,9-

tetrahidro-2-metil-4H-pirido-[1,2-a]-pirimidin-4-ona, es otro antipsicótico atípico indicado 

en el tratamiento de la esquizofrenia aguda y crónica. También está indicado en el 

tratamiento de los episodios maníacos de moderados a graves asociados a los trastornos 

bipolares, en el tratamiento a corto plazo (hasta 6 semanas) de la agresión persistente que 

puede aparecer en pacientes con demencia de tipo Alzheimer y en el tratamiento sintomático 

de la agresión persistente en los trastornos de la conducta en niños de 5 años de edad en 

adelante y adolescentes (Ficha técnica de Risperdal, 2013). Está disponible una formulación 

de liberación prolongada de risperidona que se administra cada dos semanas. Tampoco se 

recomienda su uso en pacientes con demencia distinta de Alzheimer debido al aumento del 

riesgo cardiovascular (Nota informativa de AEMPS, 2008/19). 

Lurasidona (Fig. 2) es un antipsicóticos atípico de reciente aprobación, derivado de 

benzoisotiazol, que contiene una estructura de norbornano fusionado a un grupo imida.  Éste 

se une mediante un anillo ciclohexilo y un anillo piperazínico al primer grupo mencionado. 
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Fig. 2. Estructura química de lurasidona. (3aR,4S,7R,7aS)-2-((1R,2R)-2-(4-(1,2-benzisotiazol-

3-il)-1-piperazinilmetil]-1-ciclohexilmetil}hexahidro-4,7-metano-2H-isoindol-1,3-diona; SM-

13496]. 

Este fármaco es un antagonista de los receptores de dopamina D2 y de serotonina 5-

HT2A y 5-HT7 con una afinidad de 0.994, 0.47 y 0.495 nM, respectivamente (Ficha técnica 

de Latuda, 2015). También es un agonista parcial de los receptores 5-HT1A con una afinidad 

de 6.38 nM. No tiene afinidad apreciable por los receptores de histamina H1 ni por los 

receptores muscarínicos, aunque sí por los adrenérgicos α2C y α2A con una afinidad de 10.8 

nM y 40.7 nM respectivamente. (Ishibashi y col., 2010; Ichikawa y col., 2012; Ficha técnica, 

2014). La Tabla 1 recoge los valores de afinidad por distintos receptores de los 

antipsicóticos presentados hasta este punto.  
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Tabla 1. Perfiles de afinidad por distintos receptores de lurasidona y otros antipsicóticos 

atípicos. Los valores se expresan en unidades nM. n.t., no probado. ael número entre paréntesis 

indica la ratio de potencia relativa entre el valor de Ki para los distintos receptores y el valor 

correspondiente al receptor D2. bvalor de IC50. (Tomado de Ishibashi y col, 2010). 

Se han realizado estudios de modelización de receptores y de análisis de 

acoplamiento de ligando que han determinado los sitios relevantes de interacción entre 

lurasidona y receptores relevantes para su acción antipsicótica como D2, 5-HT2A y 5-HT7 

(Ichikawa y col., 2012). Lurasidona se dispone en estos receptores en el sitio de unión en 

una localización próxima a la cara extracelular del receptor. En los tres receptores se 

conserva la interacción de Asp3.32 con el grupo amino protonado de la piperazina 

intermedia y las interacciones hidrofílicas del grupo benzoisotiazol con aminoácidos 

situados en el segmento TM5 y proximidades como Ser5.43 y Ser5.46 en el caso del receptor 

D2, Ser239 y Ser242 del receptor 5-HT2A o Ser243 y Thr244 del receptor 5-HT7. Existen 

entre otras interacciones las de aminoácidos hidrofóbicos con el norbornano y el anillo 

aromático bencénico de lurasidona (Ichikawa y col., 2012). Lurasidona no muestra afinidad 

apreciable por receptores muscarínicos M1 e histaminérgicos H1, por lo que se espera 

minimizar los efectos adversos derivados de ese antagonismo en este antipsicótico. Para ello 

resulta determinante estructuralmente el poseer un grupo intermedio voluminoso 

(ciclohexilo) y una mitad también voluminosa (norbornano-2,3-carboximida) que 

interaccionan y generan impedimento estérico con los residuos Ile454 y Trp103 de H1 y 

Tyr82 de M1 (Ichikawa y col., 2012). 

Experimentos utilizando lurasidona en modelos animales de déficit cognitivo 

mediante la administración subcrónica de antagonistas NMDA (MK-801) describen 

mejorías en los déficits de memoria y aprendizaje y se atribuyen al antagonismo 5-HT7 
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(Ishibashi y col., 2010; Horisawa y col., 2013). Otros estudios preclínicos realizados con 

los ligandos MDL100907 y ACP-103 (antagonistas 5-HT2A), encuentran que éstos son 

capaces de mejorar los resultados en el test de reconocimiento de objetos in vivo 

administrados conjuntamente con una dosis subefectiva de lurasidona (Meltzer y Massey, 

2011; Snigdha y col., 2010), lo que indica que en esta actividad puede tener efecto otro 

receptor serotoninérgico como el 5-HT2A, presente el perfil de lurasidona. Se investiga la 

mejora en índices de depresión en modelos de depresión en ratones (test de natación forzada, 

FST, y test de suspensión de cola, TST) tratados con lurasidona, que se relacionan con su 

actividad antagonista 5-HT7 (Cates y col., 2013). 

En la clínica, lurasidona se ha mostrado eficaz en el tratamiento de la esquizofrenia 

(Meltzer y col., 2011; Potkin y col., 2011) y en la actualidad está autorizado en Estados 

Unidos con las indicaciones para el tratamiento de la esquizofrenia y de la fase de depresión 

asociada al trastorno bipolar de tipo I. Además, está autorizado en la Unión Europea para el 

tratamiento de la esquizofrenia (Plan de seguridad de Latuda de EMA, 2014; Ficha técnica 

de Latuda, 2015).  

El inicio del tratamiento con lurasidona se recomienda con una dosis de 37 mg/día 

para ir aumentándola paulatinamente hasta un máximo de 148 mg/día. En caso de 

insuficiencia renal e insuficiencia hepática moderada e recomienda el inicio con 18.5 mg y 

no más de 74 mg/día. En caso de insuficiencia hepática severa el límite se sitúa en 37.5 mg 

/día (Plan de seguridad de Latuda, 2014; Ficha técnica de Latuda, 2015). 

En cuanto al perfil de seguridad de lurasidona, está contraindicada su administración 

concomitante con inhibidores e inductores potentes del citocromo P450 isoenzima CYP3A4 

y en supuestos de hipersensibilidad. Con respecto a embarazo está clasificada como de 

categoría B (Micromedex [base de datos], 2014). Con respecto a los efectos adversos 

lurasidona puede provocar ansiedad, agitación y somnolencia y otras reacciones adversas 

derivadas del bloqueo dopaminérgico D2 tales como acatisia, discinesia, distonía, discinesia 

tardía, hiperprolactinemia o síndrome neuroléptico maligno. También puede producir 

hipotensión ortostática, insomnio y efectos adversos gastrointestinales (Micromedex [base 

de datos], 2014). 

Asimismo, se recomienda la toma de precauciones en pacientes con manía o con 

posibilidad de convulsiones en los que existe un riesgo aumentado. Con respecto a otras 
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reacciones adversas graves se recomienda la toma de precauciones por tratarse de efectos 

adversos observados en tratamientos con otros fármacos antipsicóticos atípicos y 

especialmente para las posibilidades de: cambios metabólicos tales como hiperglucemia, 

dislipidemia o ganancia de peso; de eventos cerebrovasculares isquémicos, de los cuales 

existe un riesgo demostrado en ancianos con demencia en tratamiento con antipsicóticos 

atípicos, condiciones estas en las que se ha demostrado además un aumento de la tasa de 

mortalidad (debe recordarse que lurasidona no está aprobada para el tratamiento de psicosis 

asociada a demencia); desregulación de la temperatura corporal; y agranulocitosis, 

leucopenia y neutropenia (Plan de seguridad de Latuda de EMA, 2014; Micromedex [base 

de datos], 2014). 

En cuanto a eficacia clínica de lurasidona se han realizado varios ensayos clínicos 

de eficacia en el tratamiento de la esquizofrenia (Fig. 3) tenidos en cuenta para su 

aprobación inicial (Micromedex [base de datos], 2014). Con respecto a la eficacia en el 

tratamiento agudo lurasidona se comparó frente a ziprasidona mediante un ensayo doble 

ciego, prospectivo y de tres semanas, siendo los resultados similares para ambos fármacos 

en cuanto eficacia en el tratamiento de la esquizofrenia aguda (puntuación en escala de 

síndromes positivos y negativos, PANSS; puntuación en la Escala de Calgary para 

depresión en esquizofrenia, CDSS; en la puntuación de severidad e impresiones globales 

clínicas, CGI-S), cambios en parámetros metabólicos o cardiacos, tasa de efectos adversos 

severos o tasas de discontinuación (Potkin y col., 2011). También obtuvo resultados 

comparables a olanzapina en cuanto a eficacia y perfil de reacciones adversas en el 

tratamiento de esquizofrenia aguda en otro ensayo prospectivo multicéntrico, doble ciego y 

controlado con placebo (Meltzer y col., 2011a). Lurasidona se demostró no inferior a 

quetiapina en cuanto a recaída tras un tratamiento de doce meses en estudios controlados 

con placebo en pacientes con esquizofrenia crónica que mostraron respuesta al tratamiento 

inicial de seis semanas con uno u otro fármaco. El tratamiento con lurasidona tuvo una tasa 

de hospitalización menor con respecto al tratamiento con quetiapina. La tasa de reacciones 

adversas extrapiramidales fue superior para lurasidona y ambos tratamientos presentaron 

una ganancia de peso similar (Loebel y col., 2013). El estudio comparativo de lurasidona y 

ziprasidona demostró un perfil similar de efectos adversos y de eficacia para ambos en el 

tratamiento de esquizofrenia crónica y estable y de trastornos esquizoafectivos (Potkin y 

col., 2011). La indicación de lurasidona para el tratamiento de la fase depresiva del trastorno 
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bipolar I en adultos en monoterapia o como terapia complementaria a litio o valproico viene 

avalada, entre otros, por dos estudios con pacientes con episodio depresivo mayor asociado 

a trastorno bipolar I sin psicosis y seis semanas de tratamiento con lurasidona en 

monoterapia o como terapia complementaria a litio o valproico frente a placebo. Se 

demostró mejoría en las puntuaciones en la escala de depresión Montgomery-Asberg 

(MADRS) y en la escala de impresión global clínica y de severidad de la enfermedad bipolar 

(CGI-BP-S) (Micromedex [base de datos], 2014). En la Fig. 3 se enumeran parte de los 

ensayos clínicos con lurasidona en el tratamiento agudo y crónico de la esquizofrenia 

realizados (Harvey, 2015). 

 

Fig. 3. Resumen de los ensayos clínicos con lurasidona para el tratamiento de la 

esquizofrenia. Los estudios 006, 049 y 196 son estudios de eficacia en el tratamiento agudo 

(respectivamente, Ogasa y col., 2013; Nakamura y col., 2009; Nasrallah y col., 2013). Los estudios 

233, 237, 289 y 238 son estudios de seguridad y eficacia en el tratamiento de la esquizofrenia a 

largo plazo (respectivamente, Loebel y col., 2013; Citrome y col., 2012; Citrome y col., 2014 y 

Tandon y col., 2014). OL: Estudio abierto; DB: Doble ciego. (Tomado de Harvey, 2015). 
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 Otras patologías en las que están indicados los fármacos 

antipsicóticos o éstos tienen potencial utilidad 

Con respecto a otras indicaciones de los antipsicóticos de primera generación 

distintas de esquizofrenia, destacar que las benzamidas tienen interés en el tratamiento de 

neurosis, vértigo, depresión (sulpirida), el síndrome de abstinencia alcohólica y trastornos 

del movimiento (tiaprida). Otros antipsicóticos (clásicos) pueden tener aplicación en 

patologías concretas y éstos se adecúan por poseer un perfil farmacológico y de 

comportamiento clínico específico, aunque pueden en la práctica estar relegados por otros 

fármacos. Así, haloperidol está indicado en el tratamiento de agitación psicomotora y 

determinados movimientos anormales (tics y corea). Levomepromazina (fenotiazina con 

cadena alifática) se utiliza en estados de agitación psicomotriz, y además en ansiedad y 

depresión. Perfenazina (piperazina) está indicada en depresión mayor con componente 

psicótico y periciazina (piperidina) en episodios agudos de neurosis. Droperidol se utiliza 

para prevenir náuseas y vómitos provocados por la anestesia. Pimozida 

(difenilbutilpiperidina) está indicada en ansiedad (Antipsicóticos, Catálogo CGCOF, 2015). 

De otras indicaciones de los antipsicóticos de segunda generación distintas de 

esquizofrenia, destacar su eficacia en la reducción de episodios de manía y depresivos y en 

la disminución de recaídas, en monoterapia (aripiprazol y olanzapina) o como tratamientos 

complementarios (risperidona y quetiapina) en el trastorno bipolar (Vieta y col., 2014; 

Goodwin y col., 2009). Los anteriormente citados se han propuesto como de primera línea 

(Yatham, 2009). Quetiapina y clotiapina se utilizan en depresión. La primera tanto en fases 

depresivas del trastorno bipolar (Yatham y col., 2009; estudios BOLDER I y II y 

EMBOLDEN I y II: para los dos últimos Young y col., 2010; McElroy y col., 2010) (al 

igual que lurasidona) como en trastorno depresivo mayor (indicación). En general en el 

tratamiento de la depresión unipolar utilizados como terapia complementaria con 

antidepresivos el aumento de la tasa de remisión es modesto (Nelson y Papakostas, 2009), 

como en el tratamiento adicional del trastorno depresivo mayor sin respuesta. Olanzapina, 

risperidona y ziprasidona son eficaces y de primera línea en el control de los síntomas de 

agitación en esquizofrenia y manía (Rocca y col., 2006). 
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Necesidad terapéutica en esquizofrenia: énfasis en la sintomatología 

negativa y cognitiva 

Además de ser necesario mejorar la tolerabilidad de los fármacos antipsicóticos y su 

perfil de seguridad, se reconoce una importante necesidad terapéutica en relación a la 

sintomatología negativa y cognitiva de la esquizofrenia. En este sentido, son potenciales 

dianas para el tratamiento de los síntomas cognitivos los inhibidores de acetilcolinesterasa, 

los receptores nicotínicos α7 y muscarínicos M1. También el sitio de unión de glicina del 

receptor NMDA y el transportador de glicina, los receptores dopaminérgicos D1 y D4 y los 

adrenérgicos α2. Pero el mayor interés en el tratamiento de síntomas cognitivos asociados a 

esquizofrenia lo presentan los receptores de serotonina modulados por los antipsicóticos 

atípicos, tales como 5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT4, 5-HT6 y 5-HT7 (Gray y Roth, 2007). 

Especialmente el receptor 5-HT1A que se localiza en hipocampo, áreas cortico límbicas y 

neuronas del rafe. Son de interés los agonistas parciales y su modulación de la actividad de 

neuronas piramidales (mejoría cognitiva en animales) y los antagonistas, para los que 

también se ha descrito mejoría cognitiva probablemente bloqueando autorreceptores del rafe 

(Gray y Roth, 2007). 

Se han generado modelos animales de sintomatología cognitiva de esquizofrenia 

mediante la administración subcrónica de antagonistas glutamatérgicos NMDA tales como 

fenciclidina (PCP) y MK-801. Este modelo genera ratones deficientes en el reconocimiento 

de objetos nuevos (NOR). Se cree que puede ser un modelo bastante representativo de los 

déficits de memoria declarativa de pacientes esquizofrénicos (Meltzer y col., 2011; Young 

y col., 2009). Se ha visto que en general los antipsicóticos atípicos son capaces de revertir 

este déficit. Existe evidencia de que la serotonina puede estar implicada tanto en la 

generación del déficit cognitivo mediante antagonistas NMDA como en la acción de los 

antipsicóticos atípicos para revertirlo (Meltzer y col., 2011; Horiguchi y col., 2012; 

Horiguchi y col., 2013). 

Existe la teoría de que los déficits en la liberación de dopamina en la corteza e 

hipocampo están relacionados con los déficits cognitivos. Está bastante aceptado que los 

antipsicóticos atípicos aumentan la liberación de dopamina en el córtex. Se considera que 

los antipsicóticos atípicos incrementan la liberación de dopamina en el córtex e hipocampo 

debido a su agonismo (parcial) 5-HT1A y el antagonismo 5-HT2A (Ichikawa y col, 2001; 
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Meltzer y col., 2003; Huang y col., 2012). De hecho, los agonistas 5-HT1A son eficaces en 

la reversión de los déficits en el test NOR y también en otros modelos de administración 

aguda de antagonistas NMDA (Meltzer y col., 2011). En cuanto al receptor 5-HT2A su 

antagonismo o agonismo inverso en general es insuficiente para producir mejorías en el test 

de reconocimiento de objetos nuevos por si solos (Vanover y col., 2006). Su acción 

procognitiva en determinadas condiciones podría estar relacionada con la capacidad de 

modular la actividad de vías glutamatérgicas (Meltzer y col., 2011). El receptor 5-HT2C es 

una potencial diana para el tratamiento de los déficits cognitivos, aunque existe un cierto 

desconocimiento de la actividad real de los antipsicóticos atípicos en este receptor y de su 

papel en los déficits cognitivos inducidos por antagonistas NMDA ejercido por sus 

agonistas y antagonistas y por su actividad constitutiva (Meltzer y col., 2011a). 

El cuanto al receptor 5-HT7, decir que ha sido recientemente objeto de estudio en 

animales su implicación en procesos de aprendizaje y memoria (Roberts y Hedlund, 2012; 

revisión). Los hallazgos encontrados en experimentación con ratones carentes del gen 5-

HT7 (5-HT7
-/-; 5-HT7 “knock-out”) son la presencia de un peor rendimiento en ensayos de 

nueva localización (mayor indiferencia a los cambios espaciales) con respecto al ratón 

normal, indicios de comportamiento egocéntrico en la prueba del laberinto de Maze (este 

comportamiento alocéntrico se considera dependiente del estriado, un área con baja 

expresión de este receptor), un condicionamiento al miedo contextual deteriorado e indicios 

de empeoramiento en aprendizaje instrumental con componente contextual (Roberts y 

Hedlund, 2009). Sin embargo, la memoria de referencia mejora mediante la administración 

del antagonista SB269970. 

Otros estudios han encontrado que el antagonismo del receptor 5-HT7 produce 

mejorías en el test NOR, concretamente se ha demostrado para los antagonistas 5-HT7 

SB269970, lurasidona y amisulprida (Abbas y col., 2009; Ishibashi y col., 2010). AS-19, un 

agonista del receptor 5-HT7, bloquea la mejoría producida por estos dos últimos. Sin 

embargo, para este último ensayo existen resultados que indican que no existe diferencia 

(Roberts y Hedlund, 2012).  

En cuanto a ensayos clínicos en pacientes con esquizofrenia destacar el metaanálisis 

de Woodward y col. (2005), que ha determinado que los antipsicóticos atípicos producen 

una mejoría de la función cognitiva, concretamente de la memoria declarativa. 
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 RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEÍNAS G (GPCRS) OBJETO DE ESTUDIO, 

RELEVANTES EN LA PATOLOGÍA Y LA TERAPÉUTICA DE LA ESQUIZOFRENIA 

 Introducción a los receptores acoplados a proteínas G 

Los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) están formados por una sola cadena 

polipeptídica constituida por hasta 1100 aminoácidos. Todos los miembros de esta 

superfamilia de proteínas de membrana comparten una estructura de 7 dominios α-hélice 

transmembrana hidrofóbicos (segmentos TM), un dominio extracelular amino-terminal y un 

dominio intracelular carboxi-terminal. Esta estructura general se confirmó con la 

determinación de la estructura cristalina de un GPCR en el año 2000, la rodopsina bovina 

(Fig. 4) (Palczewski y col., 2000). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Estructura de la rodopsina bovina, con los 3 bucles extracelulares (E-I, E-II y E-III), 

el extremo N-terminal (extracelular), los 3 bucles citoplasmáticos (C-I, C-II, C-III) y el 

extremo C-terminal (citoplasmático). A) Modelo bidimensional (Palczewski y col., 2000); B) 

modelo tridimensional. (Tomado de Okada y Palczewski, 2001). 

Los dominios que presentan mayor variabilidad estructural dentro de la familia de 

los GPCRs son el extremo carboxi-terminal, los bucles de unión entre los segmentos 

transmembrana intra- y extracelulares y en particular el espacio entre los segmentos TM5–

TM6 (tercer bucle intracelular, IL3) y el extremo amino-terminal. La longitud del extremo 

amino-terminal es relativamente pequeña (10-50 aminoácidos) para receptores de 
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monoaminas y receptores peptídicos, y más larga (300-600 aminoácidos) para receptores de 

hormonas glicoproteicas. Una clasificación de los GPCRs en base a la homología de las 

secuencias (Bockaert y Pin, 1999) agrupa dentro de la clase A o de tipo rodopsina, a GPCRs 

de aminas biógenas como la serotonina, los cuales se caracterizan por tener un dominio 

amino-terminal relativamente corto. Dentro de esta clase A pertenecen a la subclase 1a los 

receptores β-adrenérgicos, los receptores de serotonina (a excepción del receptor 5-HT3) y 

de dopamina, y entre ellos los receptores estudiados en este trabajo como 5-HT2A, 5-HT7 y 

D2. Se caracterizan por poseer el sitio de unión de ligandos localizado en un bolsillo formado 

por las α-hélices en la zona transmembrana. 

La clasificación GRAFS de GPCRs (Fredriksson y col., 2003) clasifica los GPCRs 

humanos en 5 familias en base a criterios filogenéticos: Glutamato, Rodopsina, Adhesión, 

Frizzled/taste2 y Secretina (Fig. 5), siendo la familia rodopsina la mayor. A ella 

pertenecerían los receptores para aminas biógenas antes citados, cuyos ligandos de pequeño 

tamaño se unen preferentemente a zonas entre las regiones transmembrana, así como 

receptores para glicoproteínas (como la hormona luteinizante (LH) o la hormona 

estimulante del folículo (FSH)) cuyo sitio de unión se encuentra en el extremo N-terminal 

del receptor (Morris y col., 2008). Se han descrito 4 grupos dentro de esta familia: α, β, γ y 

δ. Los receptores 5-HT2A, 5-HT7, D2 y A2A pertenecen al grupo α (Fig. 6). 
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Fig. 5. Representación de la relación filogenética entre los GPCRs del genoma humano 

(Fredriksson y col., 2003). 
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Fig. 6. Representación de la relación filogenética entre los GPCRs de los grupos α y β de la 

familia rodopsina del genoma humano. Todos los receptores estudiados en este trabajo 

pertenecen al grupo α (Fredriksson y col., 2003). 

 El ciclo de vida de un GPCR 

En términos generales se puede describir un ciclo de vida para GPCRs (Fig. 7) que 

constaría de las siguientes fases (Terrillon y Bouvier, 2004): 

1.-Síntesis en el retículo endoplásmico y transporte a la membrana plasmática. La 

inhibición de la síntesis de GPCR mediante la inhibición de la transcripción génica 

constituye un mecanismo de regulación de la actividad de estos receptores (Sallés y Flórez, 

2014). 

2.- Activación. Existe un acoplamiento entre receptor-proteína G-sistema efector que 

es el que define la respuesta bioquímica a nivel de tipo celular y tisular específica. Cada 

receptor puede señalizar a través de varias proteínas G y cada una de estas puede activar o 

inhibir distintos sistemas efectores. Con respecto a las proteínas G heterotriméricas, se 

recuerda que están formadas por tres subunidades: α, β y γ; formando las dos últimas un 
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dímero. La subunidad α contiene el sitio de unión de GDP y GTP y posee actividad GTPasa. 

Se han descrito 23 formas de subunidades α distintas, 7 de subunidades β y 12 de 

subunidades γ. Los subtipos de subunidad α se agrupan en cuatro subfamilias αs, αi/o, αq y 

α12 que dan nombre a las proteínas G heterotriméricas (Sallés y Flórez, 2014).  

La proteína heterotrimérica permanece unida en estado inactivo con el GDP unido a 

la subunidad α. El proceso de activación provoca que el GDP se intercambie por GTP de 

forma dependiente de Mg+2. Esto provoca la disociación de la subunidad α del dímero βγ, y 

ambos actúan sobre los sistemas efectores hasta que la actividad GTPasa de la subunidad α 

provoca la hidrólisis del GTP a GDP, tras lo que la subunidad α se reasocia al dímero βγ 

(Sallés y Flórez, 2014). 

Son sistemas efectores (y su mediador) de las proteínas G la adenilil ciclasa (síntesis 

de AMPc), la fosfolipasa C-β (hidrólisis de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato PIP2 y liberación 

de inositol-1,4,5-trifosfato IP3 y diacilglicerol DAG), la fosfolipasa A2 (liberación de ácido 

araquidónico), fosfolipasa D (producción de ácido fosfatídico), las fosfodiesterasas (PDE), 

las proteínas cinasas RhoA/Rho o las proteínas cinasas activadas por mitógeno (MAP 

cinasa). El dímero βγ puede señalizar a través de sistemas efectores como ciertas formas de 

fosfolipasa C-β, inhibir ciertas formas de adenilil ciclasa y contribuir a la activación de 

cinasas como las de receptores acoplados a proteínas G (GRK) o MAP cinasas, entre otros 

efectores, o regular canales iónicos modulados por dímeros βγ (GIRK). 

3.-Desensibilización. En términos generales, los GPCRs se pueden desensibilizar 

tras su exposición a agonistas, aunque la velocidad y extensión del proceso varía para cada 

receptor y tipo celular. El proceso conduce a un desacoplamiento funcional y posiblemente 

físico entre el receptor y las proteínas G. Las quinasas dependientes de segundos mensajeros 

(PKA, PKC) son responsables de los procesos denominados desensibilización heteróloga, 

mientras que las GRKs son responsables de la desensibilización homóloga de estos 

receptores. La fosforilación mediada por GRKs es en general insuficiente para una 

desensibilización total del receptor, requiriéndose para ello el reclutamiento de β-arrestinas, 

que interaccionan con el receptor fosforilado interfiriendo con su acoplamiento a las 

proteínas G. 

4.-Internalización. Numerosos GPCRs internalizan en un proceso que implica la 

fosforilación del receptor por GRKs, su posterior unión de β-arrestinas 1 y/o 2 y la 
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formación de vesículas de clatrina, en un proceso particularmente bien establecido para el 

caso del receptor β2-adrenérgico (Luttrell y col., 2001) aunque no necesariamente común a 

todos los GPCRs. 

5.-Degradación y/o reciclaje. La facilitación de los mecanismos de degradación 

constituye una forma de regulación de la actividad de GPCRs, mediante la disminución del 

número de receptores complementaria a la inhibición de la síntesis. Ambas producen una 

regulación a la baja del número de receptores, un proceso que se desarrolla en el intervalo 

de horas (Sallés y Flórez, 2014). 

 

Fig. 7. Ciclo de vida de un GPCR. (1) Los receptores sintetizados por la célula alcanzan la 

membrana plasmática. (2, 3) En la membrana interaccionan con diversos ligandos agonistas y 

antagonistas. (4) Eso desencadena la transducción de una serie de señales específicas al interior de 

la célula. (5) Simultáneamente, la expresión y la función de los GPCRs en la membrana plasmática 

están sometidas a una continua regulación por mecanismos de desensibilización, fosforilación, 

interacción con otras proteínas u otros GPCRs, internalización, reciclaje o degradación. Estos 

mecanismos operan tanto a nivel basal como a consecuencia de la interacción del receptor con sus 

ligandos. (Tomado de Terrillon y Bouvier, 2004). 
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 Dimerización y oligomerización de GPCRs 

En la última década se han realizado numerosos estudios que corroboran que los 

GPCR son capaces de formar dímeros u oligómeros, de naturaleza tanto homo- como 

heteromérica. Estas crecientes evidencias han llevado a proponer una terminología 

recomendada actualmente para receptores cuyas unidades funcionales están formadas por 

más de una subunidad y entre los que habría ejemplos de GPCRs (Ferré y col., 2009). Los 

términos receptores heteroméricos y receptores homoméricos hacen referencia a complejos 

(diméricos u oligoméricos) cuya unidad mínima funcional está formada por 2 o más 

subunidades (diferentes o iguales, respectivamente) que no serían funcionales 

individualmente (Fig. 8). Un ejemplo de este tipo entre los GPCRs sería el receptor 

metabotrópico del ácido γ-amino-butírico GABAB, cuya mínima unidad funcional está 

necesariamente formada por dos subunidades de proteínas con 7 dominios transmembrana 

(GABAB1 y GABAB2), que no resultan funcionales como GPCR por sí mismas. Los 

términos heterómero u homómero receptorial se refieren a complejos macromoleculares 

compuestos por dos (dímero) o más (oligómero) unidades receptoriales que son funcionales 

por sí mismas. Dan lugar a un complejo con propiedades farmacológicas de algún modo 

distinguibles de las propiedades que presentan individualmente las unidades que lo 

componen, en aspectos como unión de ligandos, regulación del heterómero o vías de 

señalización.  
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Fig. 8. Ejemplos de receptores heteroméricos y heterómeros receptoriales: (a) receptor 

heteromérico ionotrópico NMDA de glutamato; (b) receptor heteromérico GABAB (de tipo 

GPCR); (c) heterómero A2A-D2 (unidades funcionales de tipo GPCR); (d) heterómero D1-NMDA 

(combina una unidad de tipo GPCR y una unidad de tipo receptor ionotrópico). (Tomado de Ferré 

y col., 2009). 

La dimerización es un proceso descrito para numerosos GPCRs en las dos últimas 

décadas; a la vez se ha podido demostrar la funcionalidad de monómeros de GPCRs 

individuales (Whorton y col., 2007; Whorton y col., 2008; Kuszak y col., 2009; Bayburt y 

col., 2011; Damian y col., 2012). Por ello, la relevancia fisiológica y consecuencias 

funcionales de la dimerización y oligomerización de GPCRs son objeto de estudio de forma 

muy activa actualmente. Que un determinado GPCR forme homo- o heterooligomeros 

posibilita la aparición de una farmacología distinta que puede presentar el complejo respecto 

a las unidades mínimas funcionales (Schwartz y Holst, 2007).  

Se ha descrito la homodimerización de los receptores 5-HT2A (Brea y col., 2009), 5-

HT7 (Teitler y col., 2010; Smith y col., 2011), D2 (Lane y col., 2014) y A2A (Canals y col., 

2004; Fanelli y col., 2011). Con respecto a la heterodimerización, esta se ha descrito para 

las siguientes parejas de receptores: A1-A2A (Ferré y col., 2008); A2A-D2 (Canals y col., 

2003); 5-HT2A-mGlu2 (González-Maeso y col., 2008); 5-HT2A-D2 (Lukasiewicz y col., 

2010) y D1-D2 (George y col., 2014) entre otros.  
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Se propone que la dimerización es relevante en los distintos aspectos del ciclo de 

vida de un GPCR. La dimerización juega un papel esencial en la maduración del receptor y 

permite un correcto transporte de los receptores desde el retículo endoplasmático a la 

superficie celular. La dimerización en el retículo es determinante en el caso del receptor 

GABAB (subunidades GABAB1 y GABAB2) para su transporte a la membrana plasmática. 

(Terrillon y Bouvier, 2004). En algunos casos, la derivación del receptor internalizado hacia 

una ruta de degradación y/o reciclaje puede verse regulada por dimerización. Así, 

recientemente se ha demostrado que el heterodímero formado por el protómero receptor 

canabinoide CB1 y el protómero receptor de orexina 1 presenta una localización 

predominante en endosomas. El tratamiento con un antagonista de cualquiera de los 

protómeros provoca que cambie su localización a la membrana (Ellis y col., 2006). 

 Cambios conformacionales en GPCRs y selectividad funcional 

Los GPCRs son moléculas dinámicas en las que ocurren fluctuaciones estructurales 

rápidas y pequeñas. La activación de un GPCR por unión de agonistas conlleva el paso de 

un estado basal a otro activo, teniendo lugar una serie de cambios conformacionales. El 

estado basal de un GPCR, esto es, el estado del receptor en ausencia del ligando, se estabiliza 

por la contribución de los bucles intra- y extracelulares, que contribuyen a mantener la 

estructura del receptor y de interacciones no covalentes entre las cadenas laterales de los 

aminoácidos de los dominios transmembrana (TM) (Kobilka, 2007). La unión de ligandos 

induce cambios conformacionales y en las interacciones que estabilizan el estado inactivo, 

de manera que se estabiliza una nueva conformación del receptor (Nygaard y col., 2013). 

A modo de ejemplo, en la estructura cristalina de la rodopsina determinada por 

primera vez en el año 2000 (Palczewski y col., 2000), que corresponde al estado inactivo 

del receptor, se constata la estabilización de este estado mediante la interacción del 11-cis-

retinal, unido covalentemente en el sitio de unión del receptor, con residuos específicos en 

los dominios TM3, 6 y 7 del receptor. El motivo Asp/Glu-Arg-Tyr/Trp (motivo “DRY”) en 

el segmento citoplasmático final de TM3 también contribuye a la estabilidad de la 

conformación inactiva. Este motivo es común entre GPCRs de la clase A y su aminoácido 

Arg3.50 interacciona en rodopsina con Glu6.30 en el extremo citoplasmático de TM6, 

formando una interacción conocida como “ionic lock”, que estabiliza al receptor en el estado 

inactivo (basal) (Meng y Bourne, 2001; Katritch y col., 2013). Así, se ha comprobado que 
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mutaciones que rompen las interacciones moleculares estabilizadoras incrementan la 

flexibilidad del receptor y el movimiento de los TM, lo que incrementa a su vez la 

probabilidad de que el receptor pueda adoptar una conformación activa en ausencia de un 

agonista, mostrando actividad constitutiva. Mutaciones en los residuos implicados en el 

“ionic lock” incrementan la actividad basal en varios GPCRs, incluyendo el β2-adrenérgico, 

el H2 de histamina, el α1B-adrenérgico o el AT1 de angiotensina (Kobilka y Deupi, 2007). 

Otras evidencias experimentales indican que Glu134 (3.49) del motivo “DRY” se 

protona durante la activación de la rodopsina, sugiriendo que la rotura de esta red de 

interacciones es parte del proceso normal de activación del receptor, de manera que se 

acepta que, durante la activación de los GPCRs, como mecanismo general variaría la 

posición relativa de TM3 y TM6, rompiéndose el “ionic lock”, entre otros cambios 

conformacionales (Meng y Bourne, 2001).  

A partir del año 2007, con la publicación de varias estructuras cristalográficas ha 

podido saberse que en otros GPCRs el papel estabilizador del “ionic lock” podría ser más 

limitado ya que está ausente en algunas estructuras de GPCRs como el receptor β1-

adrenérgico (en alguna estructura unido antagonista) y el aminoácido con un grupo 

carboxilo en 6.30 sólo se conserva en un 30% de los GPCRs (Katritch y col., 2013). Otra 

interacción relacionada con el motivo DRY, un enlace iónico entre Arg3.50-Asp3.49, 

aparece en todas las estructuras inactivas cristalizadas (Katritch y col., 2013) y con respecto 

a las activas el enlace solamente no aparece en rodopsina y el receptor β2-adrenérgico. En 

estos dos receptores en estado activo Arg3.50 experimenta un cambio en la conformación 

rotamérica e interactúa con la hélice C-terminal de la subunidad Gα. 

Adicionalmente, se ha propuesto la existencia de otro cambio conformacional 

asociado a la activación de GPCRs, conocido como “rotamer toggle switch”, para los 

receptores pertenecientes a la familia de la rodopsina (Kobilka y Deupi, 2007). Este 

mecanismo implica un cambio en la curvatura del TM6 a nivel del residuo prolina más 

altamente conservado entre los GPCRs en esta hélice y una rotación de la hélice sobre su 

eje. Estos movimientos transmembrana permitirían la exposición de dominios en el lado 

citosólico (en IL3) que conducirían la señalización a través de proteínas G heterotriméricas 

(Meng y Bourne, 2001). El reordenamiento de las hélices 3 y 6 durante la activación del 

receptor ha sido cuantificado mediante técnicas biofísicas tales como FRET en diferentes 
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GPCRs de las clases 1 y 2 (Vilardaga y col., 2003; Hoffmann y col., 2005; Lohse y col., 

2014). La comparación de las estructuras de cristalización publicadas del receptor β2-

adrenérgico también permite comprobar el movimiento de TM6 (Fig. 9). Experimentos 

biofísicos realizados con el receptor β2-adrenérgico sugieren que estos dos mecanismos 

mencionados, la ruptura del “ionic lock” y el “rotamer toggle switch”, se activan 

independientemente, siendo los propios agonistas los que difieren en la capacidad de 

promover uno u otro. Además, las evidencias indican que se requiere más de un cambio 

conformacional y la rotura de diversas interacciones para lograr el estado completamente 

activo del receptor (Kobilka y Deupi, 2007). Relacionado con el aminoácido Pro comentado 

y pertenecientes ambos al motivo Cys-Trp-x-Pro (“CWxP”) de TM6, el aminoácido Trp6.48 

experimenta un cambio rotamérico en algunas estructuras, y aunque fue inicialmente 

relacionado con activación en el receptor β2-adrenérgico, se ha visto en estructuras 

cristalográficas que no se correlaciona con el estado de activación del receptor (Katritch y 

col., 2013; Manglik y Kobilka, 2014). 
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Fig. 9. Cambios conformacionales en TM6 tras la activación del receptor β2-adrenérgico. El 

segmento TM6 experimenta un movimiento hacia afuera y rotación asociados a la activación del 

receptor (“rotamer toggle switch”). Se representan la conformación de TM6 en las estructuras 

cristalográficas del receptor β2-adrenérgico inactivo (gris, código PDB: 2RH1), activo unido a 

anticuerpo y de forma débil a proteína G (amarillo; código PDB: 3POG) y activo unido de forma 

completa a proteína G (verde; código PDB: 3SN6). (Tomado de Katritch y col, 2013). 

Durante el proceso de activación hay un desplazamiento del segmento TM7 hacia el 

interior del GPCR en dirección a su eje, especialmente acusado en rodopsina y A2A. El 

motivo “NPxxY” (Asn-Pro-x-x-Tyr) se localiza en TM7 cerca del extremo C-terminal y 

contiene el residuo Tyr7.53. Éste experimenta un cambio en su conformación rotamérica de 

manera que pasa de estar dirigido hacia TM1, 2 o 8 (visto en todas las estructuras de 

cristalización inactivas) a apuntar hacia el eje del receptor en todas las estructuras 

cristalizadas de GPCRs en estado activo (Katritch y col., 2013). 

Como consecuencia de la unión de distintos ligandos a GPCRs, pueden tener lugar 

cambios conformacionales intermedios o distintos de la estructura del receptor y éstos a su 

vez relacionarse con distintas vías de activación. En el caso del receptor β2-adrenérgico la 
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unión de un ligando al receptor puede estabilizar una conformación que no se corresponde 

con la conformación completamente activa del receptor unido a proteínas Gs. De hecho, la 

unión de agonistas al receptor β2-adrenérgico que activan la vía de señalización mediante 

arrestinas provocan un cambio conformacional limitado (Liu y col., 2012). En relación con 

estructuras cristalográficas algún autor considera que las estructuras disponibles que 

faciliten información acerca de la interacción con proteínas G son escasas. Se espera que 

futuras estructuras expliquen la selectividad por determinadas proteínas G, selectividad que 

podría estar dirigida por ligando (Katritch y col., 2013). 

La unión de agonistas a un GPCR se relaciona con heterogeneidad conformacional 

que es importante para permitir el acoplamiento a distintas proteínas de señalización 

(Nygaard y col., 2013). Así, un ligando A promovería o estabilizaría una conformación del 

receptor ligeramente diferente a la estabilizada por un ligando B, lo que constituiría una 

base molecular para la aparición de una farmacología específica para cada uno de los 

ligandos A y B (Fig. 10). En el caso del receptor 5-HT2A, se ha descrito que algunos ligandos 

como LSD señalización preferencial a través Gq/11 (Cussac y col., 2008) y del efector PLA2-

AA (Berg y col., 1998) en comparación con otros, que señalizan preferentemente mediante 

el efector PLC-IP (Berg y col., 1998) y la liberación de Ca+2 (Cussac y col., 2008). Para este 

receptor existen diferencias en la señalización entre ligandos alucinógenos (como DOI) y 

no alucinógenos, siendo los primeros los únicos que señalizan a través de proteínas Gi, 

aunque en este caso la potencia de la señalización es dependiente de otros factores como la 

coexpresión de mGlu2 (aumenta) o la unión de agonistas glutamatérgicos al dímero 5-HT2A-

mGlu2 (la inhiben) (González-Maeso y col., 2007; González-Maeso y col., 2008). A esto 

se le denomina selectividad funcional o eficacia colateral (agonist-directed trafficking of 

signaling, ligand-directed biased signaling) (Kenakin, 2007; Kenakin, 2007b; Kenakin, 

2013). 
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Fig. 10. Selectividad funcional de ligandos de GPCRs. Distintos ligandos de un GPCR pueden 

promover o estabilizar estados conformacionales diferentes del receptor, con consecuencias 

funcionales de selectividad funcional (también denominada eficacia colateral o agonist 

trafficking), resultando en comportamientos funcionales selectivos de determinadas rutas de 

señales. 

 Modulación alostérica en GPCRs 

Las características farmacológicas tales como afinidad, potencia o vía de 

señalización regulada, de un ligando que se une a un GPCR en su sitio ortostérico de unión 

de ligandos, pueden verse modificadas por la unión de moduladores alostéricos a sitios 

alostéricos del receptor. Este fenómeno de modulación puede darse tanto en sitios 

localizados en un GPCR monomérico como entre sitios en distintos protómeros de un GPCR 

dimérico, y afectar tanto a la unión de ligandos como a la señalización del receptor (Fig. 

11). Así, la dimerización de GPCRs amplía las posibilidades de regulación alostérica, 

pudiendo darse fenómenos de cooperatividad tanto positiva como negativa entre protómeros 

(Schwartz y Holst, 2007; Kenakin, 2007a). 
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Fig. 11. Representación esquemática del fenómeno de modulación alostérica. Un modulador 

alostérico unido a un protómero alostérico modifica la afinidad, potencia o vía de señalización del 

ligando ortostérico unido al segundo protómero ortostérico de un dímero receptorial. (Tomado de 

Schwartz y Holst, 2007). 

Un ejemplo es la existencia de modulación alostérica en el heterómero formado por 

el protómero 5-HT2A y el protómero receptor metabotrópico de glutamato mGlu2 en la 

corteza somatosensorial humana a nivel de la señalización Gi, actuando los agonistas de 

mGlu2 como moduladores alostéricos negativos de la señalización de determinados 

ligandos alucinógenos (González-Maeso y col, 2008). 

El uso terapéutico de moduladores alostéricos presenta, en cuanto a beneficios 

terapéuticos, potenciales ventajas sobre los ortostéricos tales como riesgo de 

sobredosificación reducido, mantenimiento del patrón fisiológico de actividad receptorial 

ya que su actividad es dependiente del ligando endógeno, o potencial de desarrollo de 

ligandos con alta selectividad por subtipos de receptores debido a la especificidad de 

subtipos de los sitios alostéricos (Sallés y Flórez, 2013). 
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 GPCRs implicados en la fisiopatología de la esquizofrenia 

 El receptor 5-HT2A de serotonina 

El subtipo de receptores de serotonina 5-HT2A pertenece a la Clase A de la 

clasificación de homología y al grupo α de la familia rodopsina, y su tamaño es de 471 

aminoácidos. Su gen (HTR2A) se encuentra en el locus 13q14-q21. Se expresa de forma 

amplia en el sistema nervioso central (SNC). Es el receptor de serotonina más abundante en 

las neuronas de la corteza somatosensorial. También se expresa en neuronas del sistema 

nervioso periférico y en fibroblastos, así como en plaquetas y en otros tipos celulares del 

sistema cardiovascular (Hannon y Hoyer, 2008). 

Se ha encontrado una elevada densidad de sitios de unión de este receptor en áreas 

de la corteza, caudado, núcleo accumbens, tubérculo olfatorio e hipocampo (López-

Giménez y col., 2001). Se localiza en neuronas piramidales glutamatérgicas en la corteza 

cerebral, especialmente en dendritas apicales de neuronas piramidales de las capas IV y V, 

en el soma de neuronas dopaminérgicas del área tegmental ventral y sustancia negra y en 

interneuronas gabaérgicas en la corteza y el hipocampo (Meltzer y col., 2003). En el campo 

de la investigación en esquizofrenia, en general se han encontrado disminuciones en la 

expresión de este receptor en estudios post mortem en la corteza prefrontal humana (área de 

Brodmann 9) (Matsumoto y col., 2005; Scarr y col., 2004). Se han encontrado tras la 

administración crónica de antipsicóticos atípicos tanto reducciones (Padín y col., 2006, en 

rata) como aumentos (Hernández y Sokolov, 2000; humano) en la densidad de los receptores 

5-HT2A en corteza prefrontal.  

En cuanto a la señalización de este receptor, decir que activa preferentemente la vía 

de transducción de proteínas G del tipo Gq/11 (González-Maeso y col., 2008), regulando la 

actividad del sistema efector fosfolipasa C (PLC-ß) (Brea y col., 2009). Esta última provoca 

la hidrólisis de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) que libera inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) 

y diacilglicerol (DAG). Éstos provocan un aumento de la concentración de Ca+2 intracelular 

y la activación de proteína cinasa C (PKC), cinasa sobre la que el Ca+2 y el DAG ejercen 

una acción activadora sinérgica (Brea y col., 2009). La activación de receptores 5-HT2A 

conduciría adicionalmente a la activación de proteínas dependientes de Ca+2 como la 

calmodulina, y a la fosforilación de otras proteínas celulares (Bockaert y col., 2010). 
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Adicionalmente, existen evidencias de que el receptor 5-HT2A también puede activar la vía 

efectora de la fosfolipasa-A2 (PLA2) (Felder y col., 1990), que libera ácido araquidónico al 

medio intracelular. Respecto a las vías de señalización del receptor 5-HT2A implicadas en 

la liberación de IP3 y AA, se ha descrito que distintos agonistas del receptor pueden 

presentar selectividad funcional por una u otra vía, activando preferencialmente una 

determinada (Berg y col., 1998). El receptor 5-HT2A activa diversas rutas de MAP cinasas 

(Oufkir y col., 2010), y tirosina quinasa c-Src (Lu y col., 2008), entre otras, y presenta 

actividad constitutiva en sistemas biológicos (Aloyo y col., 2009). Este receptor 

interacciona con β-arrestinas (Bhattacharya y col., 2010) y otras proteínas (PSD95, 

caveolina, RSK2) que regulan su localización y funcionalidad (revisado en Allen y col., 

2008), interacciones que pueden ser diferencialmente promovidas por distintos ligandos del 

receptor (Schmid y col., 2008). Interacciona con calmodulina en un dominio C-terminal que 

regula su desensibilización (Turner y Raymond, 2005) y posee un motivo PDZ de unión a 

PSD95, esencial para su localización en zonas dendríticas de las neuronas corticales 

piramidales (Xia y col., 2003). 

Asimismo, en neuronas del córtex somatosensorial, tanto los agonistas no 

alucinógenos (lisurida, ergotamina) como alucinógenos (LSD, DOI, DOM) del receptor 5-

HT2A activan la vía de señalización Gq-PLC (González-Maeso y col., 2008) e inducen por 

esta vía la expresión del factor de transcripción de la familia de genes de respuesta inmediata 

c-fos. Sólo los agonistas alucinógenos del receptor activan en estas mismas neuronas la vía 

de señalización de Gi e inducen la expresión del factor de transcripción egr-2. Esta vía de 

señalización puede ser modulada alostérica y negativamente mediante agonistas del receptor 

mGlu2. La activación de la vía Gi dependiente de ligando (alucinógeno) es un ejemplo de 

selectividad funcional. 

En cuanto a la regulación del receptor 5-HT2A en respuesta a ligandos, el receptor 

internaliza por mecanismos dependientes de GRKs y de ß-arrestina-2 en determinados tipos 

celulares (HEK293) (Bhattacharya y col., 2010). La interacción del receptor con β-arrestinas 

puede determinar otros tipos de señalización celular y respuestas in vivo, que pueden ser 

dependientes o independientes de esa interacción según se trate de ligandos del receptor 

alucinógenos o no alucinógenos, como se ha observado para 5-hidroxitriptófano (5-HTP) y 

DOI en ratones in vivo (Schmid y col., 2008). 
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 El receptor 5-HT2A es uno de los GPCRs para el que se dispone de más herramientas 

farmacológicas, que cubren todo el espectro de eficacias (agonista total, agonista parcial, 

antagonista neutro, agonista inverso) y engloban diferentes familias químicas (indolaminas, 

fenilalquilaminas, ligandos ergóticos, piperidínicos, de tipo dibenzodiazepina, etc.). Un 

agonista selectivo de todos los subtipos 5-HT2 (5-HT2A, 2B Y 2C) es DOI (pKi en el rango 7.4–

9.2) (Alexander y col., 2013; Branchek y col., 1990) y dos antagonistas selectivos son 

ketanserina (pKi en el rango 8.1–9.7) (Fig. 12) y MDL100907 (pIC50 en el rango 6.5–9.3) 

(Alexander y col., 2013; Knight y col., 2004).  

 

Fig. 12. Modelo del receptor 5-HT2A humano unido a su antagonista selectivo ketanserina 

(Dezi y col., 2007). 

Por otra parte, nuestro grupo ha descrito la formación constitutiva de homodímeros 

del receptor 5-HT2A en líneas celulares expresando el receptor heterólogamente, mediante 

técnicas de coinmunoprecipitación y FRET (Brea y col., 2009). Estos datos bioquímicos y 
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biofísicos de interacción entre protómeros del receptor fueron coherentes con datos de 

ensayos de unión de radioligandos y funcionales compatibles con la existencia de 

fenómenos de cooperación entre protómeros de dímeros de 5-HT2A, obtenidos también en 

líneas celulares expresando heterólogamente el receptor.  

Para este receptor, recientemente se ha descrito la formación de heterodímeros 

(heterómero receptorial) con el receptor metabotrópico de glutamato mGlu2 en líneas 

celulares. Más notablemente, se detectó su presencia en corteza somatosensorial humana 

por técnicas de coinmunoprecipitación (González-Maeso y col., 2008), encontrándose 

indicios de que la formación de este heterodímero es determinante para la señalización del 

receptor 5-HT2A por la vía de Gi estimulada en respuesta a agonistas alucinógenos (Moreno 

y col., 2011). Así, se ha demostrado la existencia de alosterismo entre ambos protómeros 

para la respuesta por esta vía, actuando los agonistas de mGlu2 (protómero alostérico) como 

moduladores alostéricos negativos de la activación de Gi inducida por agonistas 5-HT2A 

alucinógenos (González-Maeso y col., 2008).  

Como se ha visto, las vías de neurotransmisión serotoninérgica tienen interés en el 

tratamiento de la esquizofrenia. El agonismo inverso 5-HT2A se ha relacionado con 

liberación de dopamina en córtex cerebral (ensayos in vivo) y con la reducción de síntomas 

en psicosis causada por L-DOPA. (Meltzer y col., 2010). Los antagonistas 5-HT2A 

(MDL100907 y ACP-103) son capaces de revertir la hiperactividad locomotora en el 

modelo de síntomas positivos generado mediante la administración aguda en ratones de un 

antagonista NMDA (PCP, MK801 o ketamina) (Carlsson y col., 1999). También suprimen 

las alteraciones en el modelo de disfunción cognitiva generado mediante la administración 

subcrónica en ratones de antagonistas NMDA (Meltzer y Massey, 2003).  

La activación de los receptores 5-HT2A aumenta la actividad dopaminérgica en las 

vías mesocortical, mesolímbica y nigroestriatal (Alex y Pehek, 2007; Meltzer y col., 2003). 

La mejoría de los síntomas negativos en el tratamiento de la esquizofrenia con antipsicóticos 

atípicos se atribuye al antagonismo de receptores 5-HT2A (Kapur y Remington, 1996). Se 

ha sugerido que el dímero 5-HT2A/mGlu2 en neuronas piramidales de la corteza cerebral 

estaría implicado en procesos fisiopatológicos que ocurren en esquizofrenia (González-

Maeso y col., 2008). En relación con este receptor y área existen trabajos preclínicos 

centrados en determinar los mecanismos de modulación de la liberación de dopamina y 
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glutamato en la corteza prefrontal medial que indican que los antagonistas 5-HT2A inhiben 

la liberación de dopamina en la corteza prefrontal (Pehek y col., 2006) y que el 

pretratamiento con uno de estos antagonistas selectivos es capaz de bloquear el incremento 

en la liberación de glutamato en corteza causado por DOI (Scruggs y col., 2003). Otros 

estudios in vivo consideran que en el papel del receptor 5-HT2A en relación con la liberación 

de dopamina en la vía mesocortical está relacionado con la activación de receptores de 

glutamato a nivel del ATV (Pehek y Hernan, 2015). 

 El receptor de dopamina D2 

Existen varios subtipos de receptores dopaminérgicos: los receptores D1 y D5 

(familia tipo D1) y acoplados a proteínas Gs y los receptores D2, D3 y D4 (familia tipo D2), 

acoplados a proteínas Gi/o. Todos pertenecen al grupo α de la familia rodopsina. 

El gen de este receptor (DRD2) se encuentra en el locus 11q23. El receptor D2 

presenta dos isoformas D2short (corta) y D2long (larga) originadas mediante modificación post-

transcripcional (“splicing”) que difieren en la presencia de un fragmento de 29 aminoácidos 

en el tercer bucle intracelular a nivel del sexto exón (Beaulieu y col., 2015). Estas dos 

isoformas D2S y D2L difieren en su localización; presináptica en el caso de la forma corta y 

preferentemente postsináptica en el caso de la larga (Rouge-Pont y col., 2002). Existen 

evidencias de que realmente se acoplan a proteínas G diferentes (Gi y Go para D2L y D2S 

respectivamente) (Beaulieu y Gainetdinov, 2011).  

Se expresa ampliamente en el caudado y el putamen (en neuronas gabaérgicas) y en 

la sustancia negra (autorreceptor). También existe una elevada densidad en el núcleo 

accumbens y en el área tegmental ventral. En los lóbulos anteriores de la hipófisis regula la 

liberación de hormonas (prolactina). Sus niveles de expresión son moderados en globo 

pálido, núcleo subtalámico, tálamo e hipocampo (Jackson y col., 1994) y bajos en corteza 

(Guillin y col., 2007). Está relacionado con el tratamiento y fisiopatología de otras 

enfermedades del sistema nervioso como enfermedad de Parkinson y adicciones (Vallone y 

col., 2000)  

La vía de señalización principal del receptor D2 consiste en la inhibición de AC 

mediante interacción con proteínas Gi/o, lo que resulta en una reducción de la actividad de 

PKA. El dímero de subunidades Gβγ de la proteína Go puede activar fosfolipasa C (PLC) con 
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el consiguiente aumento de Ca+2 intracelular y activación de la calcineurina (Hernández y 

López., 2000; Lee y col., 2004; Beaulieu y Gainetdinov, 2011). Asimismo, este dímero 

también modifica la actividad de los canales de calcio de tipo N- y L- y de canales de potasio 

de rectificación de entrada regulados por proteínas G (GIRK). El receptor D2 también activa 

vías de señalización de proteínas cinasas activadas por mitógeno (MAPK) tales como ERK1 

y 2 y promueve la fosforilación de CREB (Banisashemi y Albert., 2002). Este receptor 

también puede señalizar mediante mecanismos AMPc independientes a través de la proteína 

β-arrestina2 (Beaulieu y col, 2004; Masri y col., 2008).  

El haloperidol (pKi en rango de 7.4–8.8; Alexander y col., 2013) es un antagonista 

de la familia D2, al igual que espiperona, otra butirofenona que está disponible como 

radioligando tritiado. Racloprida es un antagonista selectivo del receptor D2 también 

disponible como radioligando. 

Se ha descrito el heterómero de receptores de dopamina D1-D2 con potencial interés 

para el tratamiento de la esquizofrenia (George, 2014), aunque se relaciona también con 

enfermedad de Parkinson (Fuxe y col., 2015). El dímero A2A-D2 (Borroto-Escuela y col., 

2011) se localiza en terminaciones glutamatérgicas cortico-estriatales y en neuronas 

gabaérgicas estriatopalidales (Fuxe y col., 2007a). Se considera que la activación del 

protómero A2A de este dímero conlleva una reducción de la señalización del receptor D2, y 

una consiguiente activación de neuronas gabaérgicas y disminución de la actividad de la vía 

indirecta de los ganglios basales, de forma que el antagonismo A2A presenta potencial 

interés en el tratamiento del Parkinson (Fuxe y col., 2007). Se ha demostrado la existencia 

del dímero 5-HT2A-D2 (in vitro) y en el caso del dímero 5-HT2A-His452Tyr/D2 que incorpora 

un protómero 5-HT2A mutado, se ha descrito una dimerización reducida corregida por 

clozapina (Lukasiewicz y col., 2011). 

En relación con esquizofrenia, el bloqueo de este receptor tanto a nivel postsináptico 

como presináptico va a mediar las acciones terapéuticas de los antipsicóticos en las vías 

mesolímbica y mesocortical. Se considera que el bloqueo presináptico conlleva un 

silenciamiento por bloqueo por despolarización, especialmente en la vía mesolímbica y de 

forma ausente en la vía mesocortical, que se añade al postsináptico (Martínez-Cué y Flórez, 

2014).  
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 El receptor de serotonina 5-HT7 

Al igual que todos los anteriores, se trata de un receptor acoplado a proteínas G 

(GPCR) perteneciente al grupo α de la familia rodopsina. El trabajo de clonación del 

receptor 5-HT7 inicial fue publicado en 1993 (Lovenberg y col. 1993; Bard y col. 1993; 

Ruat y col. 1993; Shen y col. 1993). Es el subtipo de receptor de serotonina que presenta la 

mayor afinidad por la serotonina (Ruat y col., 1993), que está en el orden nanomolar. Su 

gen (HTR7) está localizado en el cromosoma 10q21-q24. La modificación post-

transcripcional del transcrito genera tres variantes del receptor en humano (5-HT7 (a), 5-HT7 

(b) y 5-HT7 (d)) que difieren sólo en el extremo carboxi-terminal (Heidman y col., 1997), que 

presentan similares propiedades farmacológicas (Pytliak y col., 2011). 

Se expresa a altos niveles en núcleos del sistema límbico en el tálamo (núcleos 

anterior y mediodorsal) y formación hipocámpica (giro dentado). Otras regiones con 

expresión intermedia son el hipotálamo, las regiones hipocampales CA1 y CA2, el septum, 

el núcleo basolateral de la amígdala, el giro anterior cingulado (Varnäs y col., 2004). Son 

áreas de baja expresión ciertas áreas de la corteza (células piramidales y neuronas 

gabaérgicas) y células de Purkinje del cerebelo (Varnäs y col., 2004; Hagan y col., 2000; 

Mengod y col., 2010) del cerebro humano y, al contrario que en otras especies, también se 

encuentran ciertos niveles de expresión en el núcleo caudado, putamen y en la sustancia 

negra (ganglios basales) (Martín-Cora y Pazos, 2004). La mayoría se localiza en el soma y 

axones terminales de neuronas gabaérgicas (Díaz y col., 2011).   

Este receptor se ha implicado en la regulación de los ritmos circadianos (Glass y col. 

2003). También en la regulación fisiológica del humor, termorregulación (Hedlund, 2009) 

y en procesos de aprendizaje contextual dependiente de hipocampo (Gasbarri y col, 2008; 

Sarkisyan y Hedlund, 2009). Presenta sobre todo interés en el tratamiento de la depresión, 

una patología para la que las evidencias de su potencial utilidad son las más numerosas 

(Bonaventure y col., 2007; Sarkisyan y col., 2010; Naumenko y col., 2014). En relación con 

esta patología se estudia su papel en la modulación de la actividad de las neuronas del rafe. 

De hecho, existen evidencias de que el antagonismo de este receptor es capaz de prevenir la 

inhibición de neuronas del rafe (Mnie-Filali y col., 2011). Se sugiere que el receptor 5-HT7 

está localizado en los axones terminales de neuronas glutamatérgicas que llegan al mismo 

núcleo, y que esta relación es relevante funcionalmente (experimentos en rata; Harsing y 
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col., 2004). Con mayor relevancia para la esquizofrenia, se estudia la capacidad de este 

receptor de modular la actividad de neuronas del ATV y su relación con la actividad de la 

vías dopaminérgicas mesocortical y mesolímbica (Mnie-Filali y col., 2007). 

Además, se estudia su potencial utilidad en el tratamiento de patologías como 

ansiedad, dolor, epilepsia y migraña (Hedlund, 2009; Leopoldo y col., 2011). Fuera del SNC 

se implica en la contracción de células del músculo liso (Hedlund y col., 2004) y modula la 

inflamación en el tracto gastrointestinal (Guseva y col., 2014a). 

El receptor 5-HT7 se acopla a proteínas Gs y estimula la AC, incluyendo algunas 

isoformas de AC específicas de neuronas, estimuladas por Ca+2/calmodulina. Esto conlleva 

el aumento de los niveles intracelulares de monofosfato de adenosina cíclico (AMPc) y la 

activación de proteína cinasa A (PKA) (Fig. 13), que finalmente provoca la activación de 

múltiples cascadas de señalización como la de las cinasas reguladas por señal extracelular 

(ERK) y proteína cinasa B (Akt) de forma Ras-dependiente y Rap-1 independiente (Guseva 

y col., 2014). La interacción del receptor 5-HT7 con proteínas G12 activa pequeñas GTPasas 

(Rho y Cdc42) que controlan la expresión de genes o las modificaciones en los filamentos 

de actina (Kvachnina y col., 2005). La depleción de colesterol y de los constituyentes 

esfingomielina, gangliósido 1 (GM1) o caveolina-1 de las balsas lipídicas modifican la 

unión de serotonina a este receptor (Sjögren y col., 2006; Sjögren y Svenningsson, 2007).  
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Fig. 13. Gráfica que representa las principales vías de señalización del receptor 5-HT7. Se 

muestra la señalización mediante acoplamiento a proteínas Gs como a proteínas G12. Ésta activa 

pequeñas GTPasas (Rho y Cdc42). (Tomado de Woehler y Ponimaskin, 2009). 

Se ha descrito que el receptor 5-HT7 puede formar homooligómeros en cultivos 

recombinantes (Teitler y col., 2010). Sus homodímeros se han observado en cultivos 

primarios de astrocitos de rata (Smith y col., 2011).  

Varios antipsicóticos son antagonistas de receptores 5-HT7 (Roth y col., 1994), entre 

otros aripiprazol (Hedlund, 2009), clozapina y risperidona (Díaz y col., 2011). Son agonistas 

de alta afinidad la 5-carboxamidotriptamina (5-CT) y 7-(dipropilamino)-5,6,7,8-tetrahidro-

1-naftalenol (8-OH-DPAT), aunque no son agonistas selectivos pues ambos presentan 

también afinidad por el receptor 5-HT1A. Se han descrito antagonistas pseudoirreversibles 

del receptor 5-HT7, inactivantes de la producción de AMPc (risperidona, 9-

hidroxirisperidona, metiotepina, bromocriptina, lisurida y metergolina) (Klein y Teitler, 

2011). La unión de risperidona y hidroxirisperidona puede ser revertida por antagonistas 

competitivos (clozapina y mesulergina). Estas y otras peculiaridades de su comportamiento 

podrían explicarse teniendo en cuenta la homodimerización (Teitler y col., 2010; Smith y 

col., 2011; y Teitler y Klein, 2012).  

Un agonista de alta afinidad y selectivo de 5-HT7 es el LP-211 (Leopoldo y col., 

2008). Éste se distribuye ampliamente en el SNC (Hedlund y col., 2010) y es útil para la 

realización de estudios in vivo. Las arilpiperazinas LP-211 (N-(4-cianofenilmetil)-4-(2-

difenil)-1-piperazinohexanamida) y MEL-9 (N-bencil-4-(2-difenil)-1-

piperazinohexanamida) presentan un comportamiento farmacológico similar en algunos 
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aspectos al descrito para algunos antipsicóticos antagonistas irreversibles del receptor 5-

HT7. Ambos ligandos antagonizan de forma no remontable la producción de AMPc inducida 

por 5-CT en células HEK293 y también inhiben la actividad de AC inducida por forskolina 

en las mismas células. La unión es resistente a lavados en ensayos en célula entera 

(HEK293) de unión de radioligandos y también en ensayos de producción de AMPc 

bloquean la respuesta a 5-CT y forskolina de forma irreversible (resistente a lavados) 

(Leopoldo y col., 2004; Leopoldo y col., 2007; Atanes y col., 2013). Queda por determinar 

cuál es la traslación de estas observaciones in vitro en relación con el comportamiento in 

vivo del ligando LP-211 como agonista 5-HT7. 

El SB269970 (2R-1-[(3-hidroxifenil)sulfonil]-2-[2-(4-metil-1-

piperidinil)etil]pirrolidina) es un antagonista del receptor 5-HT7 del que se ha descrito su 

buena distribución cerebral (Hagan y col., 2000: en rata) y que se encuentra disponible como 

radioligando tritiado (Kd = 1.2·109; Alexander y col., 2013) Estudios con este compuesto 

utilizando ensayos de inhibición prepulso (PPI) en ratones parecen indicar que el 

antagonismo 5-HT7 ejerce una modulación de la transmisión dopaminérgica y 

glutamatérgica con potencial utilidad en el tratamiento de la sintomatología positiva en 

esquizofrenia (Galici y col., 2008). 

Con respecto al receptor 5-HT7 hay que destacar su relación con la plasticidad 

estructural de circuitos cerebrales (Volpicelli y col., 2014). Está implicado en la 

conformación de la citoarquitectura neuronal y formación de redes neuronales durante el 

desarrollo embrionario y en la vida postnatal temprana. Su activación en neuronas 

hipocampales postnatales de ratón produce un incremento del número de sinapsis y de la 

actividad sináptica (Kobe y col., 2012). Además, en estas mismas neuronas su activación 

modula la señalización del receptor de glutamato NMDA (Vasefi y col., 2013).  En el caso 

del cerebro adulto o adolescente el receptor 5-HT7 también parece jugar un papel en la 

modulación de la plasticidad estructural de las redes neuronales (Volpicelli y col., 2014). 

Ensayos in vivo en ratones con LP-211 mostraron un incremento significativo en el número 

total y densidad de espinas dendríticas en neuronas del estriado (Speranza y col., 2015). 

Otra actividad con la que está relacionada este receptor es la intelectiva-cognitiva. 

En relación con el aprendizaje y estudios preclínicos, el ratón carente del gen 5-HT7 

(“knock-out”) presenta una actividad normal en los test de reconocimiento de objetos 
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nuevos, un test que evalúa un tipo de memoria episódica que depende de la corteza cerebral 

y que se relaciona con la memoria declarativa episódica humana. En estudios de aprendizaje 

contextual en modelos animales, en general, se realizan pruebas tales como el test de nueva 

localización o el de condicionamiento al miedo contextual; en éstos el ratón knock-out 5-

HT7 muestra déficits en aprendizaje contextual (Roberts y col., 2004) y el antagonismo 

selectivo de este receptor empeora también los resultados (Roberts y Hedlund, 2012). Otros 

hallazgos en estudios con animales indican que el bloqueo del receptor 5-HT7 mediante 

ligandos como el antagonista selectivo SB269970 y amisulprida, es capaz de mejorar los 

déficits cognitivos y psicomotores en modelos animales de síntomas de esquizofrenia 

desarrollados mediante la administración de antagonistas NMDA, particularmente en el test 

de reconocimiento de objetos nuevos (NOR) (administración subcrónica de antagonista) y 

en modelo animal de síntomas positivos de hiperactividad locomotora (administración 

aguda de antagonista NMDA) (Horiguchi y col, 2011; Meltzer y Massey, 2011). Sin 

embargo, los resultados no son concluyentes en el ensayo de inhibición prepulso (PPI) en 

modelo animal obtenido mediante la administración de antagonista NMDA (PCP o 

ketamina), ya que se obtienen resultados contradictorios (Galici y col., 2008; Semenova y 

col., 2008). 

Con respecto a este receptor existen evidencias de la actividad antidepresiva de su 

deleción genética y del tratamiento con antagonistas 5-HT7 en los ensayos de natación 

forzada (FST) y de suspensión de cola (TST) (Hedlund y col., 2005; Guscott y col., 2005). 

De forma muy importante se ha atribuido al antagonismo 5-HT7 la acción antidepresiva de 

amisulprida, una benzamida desarrollada inicialmente como antagonista D2/D3 selectivo 

para el tratamiento de la esquizofrenia (Abbas y col., 2009). Amisulprida está autorizada en 

Italia para el tratamiento de la distimia, una forma de depresión moderada, que se presenta 

con síntomas de tristeza, anhedonia, pérdida de vitalidad, baja autoestima y que tiende a la 

cronicidad. Algunos autores sugieren que el antagonismo 5-HT7 podría explicar la eficacia 

antidepresiva (Abbas y col., 2009). De manera destacada, antidepresivos de nueva 

generación tales como vortioxetina (medicamento Brintellix) presentan entre sus 

actividades farmacológicas el antagonismo 5-HT7, aunque vortioxetina presenta otras 

actividades como antagonismo de los receptores 5-HT3, 5-HT7 y 5-HT1D, agonismo parcial 

del receptor 5-HT1B, agonismo del receptor 5-HT1A e inhibición del transportador de 

serotonina (SERT). Los antipsicóticos clozapina, risperidona, olanzapina y amisulprida 
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(fármacos atípicos) y clorpromazina, flufenazina y pimozida (antipsicóticos clásicos) 

también tienen alta afinidad por este receptor. Su papel en el tratamiento de la disfunción 

cognitiva u otras acciones terapéuticas en el paciente con esquizofrenia necesita una mayor 

investigación (Gray y Roth, 2007). 

 El receptor de adenosina A2A 

La familia de receptores de adenosina comprende los subtipos de receptores A1, A2A, 

A2B y A3. El receptor A2A es un GPCR de la clase A y grupo α de la familia rodopsina, con 

relativamente alta afinidad por adenosina. Se han publicado valores de EC50 de adenosina 

de 0.7 µM (Fredholm y col., 2001) para el receptor A2A y de 34 µM en el caso del receptor 

A2B. El gen de este receptor (ADORA2A) se encuentra en el cromosoma 22q11.23.  

El receptor A2A está implicado en la fisiología de la plasticidad neuronal, el control 

del sueño y el control de las actividades motoras en el estriado (Cheng y col., 2014). Es una 

potencial diana moduladora del aprendizaje y de la memoria y se relaciona con ansiedad y 

depresión (Cheng y col., 2014a). 

Se encuentran elevados niveles de expresión de este receptor en el estriado dorsal y 

ventral (fundamentalmente de localización postsináptica) y en el tubérculo olfatorio. Se 

expresa a menores niveles en regiones como el hipocampo y la corteza cerebral 

(Svenningsson y col., 1997). Se encuentra de forma presináptica en terminaciones 

corticoestriatales y en hipocampo de rata (Rebola y col., 2005). Se expresa también en 

células inmunes y de la glía, sobre todo en respuesta a interleucina β (IL-β), donde controla 

la neuroinflamación (Cheng y col., 2014). 

La principal vía de señalización del receptor A2A se deriva de su acoplamiento a 

proteínas Gs, con aumento de AMPc y activación de PKA. Esta última fosforila entre otras 

el factor CREB y activa la vía Src/Ras/Raf-1/MEK/ERK (Schulte y Fredholm, 2003). 

Interacciona con α-actinina, un regulador de la internalización y tráfico β-arrestina 

dependiente (Burgueño y col., 2003). Además, se ha descrito que este receptor interacciona 

con proteínas que unen Ca+2 como NECAB2, NCS-1 y calmodulina (Canela y col., 2007; 

Navarro y col., 2009; y Navarro y col., 2012). 

El antagonismo A2A es una posible estrategia neuroprotectora (Cunha y col., 2008). 

La activación del receptor A2A también es necesaria para un correcto neurodesarrollo de los 
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circuitos hipocampales (Silva y col., 2013). La activación del receptor A2A en el hipocampo 

modula la plasticidad sináptica a través de múltiples mecanismos (Cheng y col., 2014a). 

Asimismo, existen claras evidencias de que su antagonismo o supresión mejora el 

aprendizaje y la memoria en animales (Cunha y Agostinho, 2010; Cheng y col., 2014a).  

En los últimos años ha habido una intensa investigación en el campo de dimerización 

de este receptor. Se ha descrito la existencia de homodimerización de este receptor (Canals 

y col., 2004), sobre el que se han predicho los dominios de interacción mediante estudios 

de simulación (Fanelli y Felline, 2011). Del heterodímero A1-A2A se ha propuesto su 

implicación en la regulación de la liberación de glutamato (Ciruela y col., 2006; Ciruela y 

col., 2011). Se ha caracterizado el dímero A2A-D2 del que se ha propuesto (Fuxe y col., 2005; 

Fuxe y col., 2010; Trincavelli y col., 2012) que podría actuar como diana de agonistas A2A 

en neuronas gabaérgicas de la vía estriatopalidal ventral para, en el tratamiento de la 

esquizofrenia, reducir la hipofunción glutamatérgica de las proyecciones desde el núcleo 

talámico mediodorsal a la corteza prefrontal. También existe el dímero A2A-mGlu5 en 

neuronas del estriado (Ferré y col., 2002; Ciruela y col., 2011). 

Con respecto a los ligandos de este receptor, decir que la amilorida es un modulador 

alostérico del receptor A2A (Gao y Ijzerman, 2000). Se sugiere que este fármaco puede 

unirse al sitio alostérico de unión de Na+, sitio que presenta interés como potencial diana de 

moduladores alostéricos (Gutiérrez-de-Terán y col., 2013). El ligando 5´-N-

etilcarboxamidoadenosina (NECA) y CGS-15943 (9-cloro-2-(2-furanil)-

[1,2,4]triazolo[1,5-c]quinazolin-5-amina) son un agonista y un antagonista selectivos 

respectivamente de la familia de receptores adenosínicos. Los ligandos CGS-21680 (2-(4-

(2-carboxietil)-fenetilamino)-5'-N-etilcarboxamidoadenosina) y ZM241385 (Poucher y 

col., 1995; Palmer y col., 1995) (Fig. 14) son un agonista y un antagonista respectivamente 

del receptor A2A disponibles como radioligandos (Kd en los rangos 1.6·10-8 – 2.2·10-8 M y 

8·10-10 – 1.8·10-9 M para cada radioligando respectivamente; Alexander y Millns, 2001; 

Alexander y col., 2013).  
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Fig. 14. Estructura química de ZM241385. (4-(2-((7-amino-2-(furan-2-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]-

[1,3,5]triazin-5-il)amino)etil)fenol), un derivado de triazolotriazina. 

Con respecto a este receptor, hay que destacar especialmente las recientes 

investigaciones en el campo de la determinación estructural mediante técnicas 

cristalográficas y los estudios de simulación de dinámica molecular. Desde el año 2008 se 

han publicado una serie de trabajos que tienen por objeto la determinación de la estructura 

y conformación del receptor A2A mediante técnicas cristalográficas y de difracción de rayos 

X. Dos de estos (la primera publicada de Jaakola en 2008) y (Doré y col., 2011) describen 

la estructura del receptor A2A formando un complejo con el antagonista específico 

ZM241385. 

Con respecto al primero de estos trabajos (Jaakola y col, 2008), la incorporación del 

antagonista selectivo ZM241385 cumple una función de termoestabilización del complejo. 

El receptor presenta una sustitución del tercer bucle intracelular (IL3) por la lisozima del 

bacteriófago T4 y la supresión de parte del extremo C-terminal para conseguir una 

estabilidad conformacional adecuada para su cristalización (Jaakola y col., 2008) (Fig. 15). 

En este complejo A2A-ZM241385, el ligando mostró una considerable superficie de contacto 

con Trp6.48, lo que sugeriría que el antagonista estabiliza al receptor en un estado inactivo 

(Jaakola y col., 2008) (Fig. 16). En esta estructura no se observa la interacción entre el 

motivo D/ERY y Glu6.30 constitutiva del cierre iónico (“ionic lock”) que, como ya se ha 

dicho (ver más arriba), se relaciona con la inactivación del receptor (Vogel y col., 2008). 
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Fig. 15. Modelo de la estructura del receptor de adenosina A2A-T4L-ΔC cristalizado por 

Jaakola y col., (2008). Se muestran los dominios transmembrana (marrón), la proteína T4L 

fusionada (azul claro) y los bucles extracelulares (verde). También se muestran el ligando 

ZM241385 (azul oscuro) y moléculas lipídicas (rojo). (Tomado de Jaakola y col., 2008). 
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Fig. 16. Sitio de unión de del receptor de adenosina A2A-T4L-ΔC uniendo el ligando 

ZM241385. Nótese que el ligando ZM241385 se dispone de forma casi perpendicular al plano de 

la membrana y el fenol hacia la cara extracelular. El grupo amino de la triazina interacciona con 

Glu169 (5.30). Se representan los bucles que determinan el acceso al sitio de unión y que 

interaccionan con ZM241385 (EL2 y 3). (Tomado de Jaakola y col., 2008). 

Con posterioridad a este trabajo de Jaakola se publicaron otros trabajos de estudio de la 

conformación del receptor A2A, que también emplearon la cristalografía y la difracción de 

rayos X. El primero que se comenta (Doré y col., 2011) describe la estructura del receptor 

de adenosina A2A termoestabilizado mediante mutaciones puntuales en complejo con el 

ligando ZM241385 y cafeína. Describe un sitio de unión similar al descrito por el trabajo 

de Jaakola (2008). La ausencia del fragmento T4L hace posible la presencia del cierre iónico 

y un sitio de unión más accesible. La mayor accesibilidad al sitio de unión en comparación 

con la estructura del trabajo de Jaakola y col., se debe a un desplazamiento hacia fuera del 

sitio de entrada al sitio de unión del motivo de residuos entre las Cys que conforman el 

enlace mediante puente disulfuro en EL3 (motivo Cys-Pro-Asp-Cys) (Doré y col., 2011). 

En esta estructura His264 tiene una distinta conformación rotamérica (Doré y col., 2011). 
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Otros estudios (Lebon y col., 2011) describen el receptor A2A también termoestabilizado 

mediante mutaciones puntuales pero unido a los ligandos adenosina y NECA, que 

interaccionan con Glu1695.30 de EL2 mediante puente de hidrógeno. Finalmente, otro 

estudio también hace uso de la termoestabilización mediante fusión del fragmento T4L y 

describe un receptor A2A unido al agonista UK 432097 (2-(3-[1-(piridin-2-il)piperidin-4-

il]ureido)etil-6-N-(2,2-difeniletil)-5′-N-etilcarboxamidoadenosina-2-carboxamida) (Xu y 

col., 2011). El análisis de estas estructuras que incorporan un agonista han determinado una 

serie de cambios conformacionales en el sitio de unión de A2A asociados a la activación; 

particularmente un acercamiento de los aminoácidos hidrofílicos en TM3, TM5 y TM7 al 

anillo de ribosa de agonistas (UK 432097 o NECA) (Jacobson y col., 2013). 

Se han publicado para este receptor y agonistas con estructura de ribosa y no-ribosa, 

un estudio que determina el tiempo de residencia de estos ligandos, encontrando para los de 

estructura no-ribosa un menor tiempo de residencia en el receptor. El mismo estudio 

describe una correlación entre eficacia funcional de estos ligandos y tiempo de residencia 

en el receptor (Guo y col., 2012). Otro estudio con derivados del ligando ZM241385 con 

distintos sustituyentes, entre otros el grupo piperazina e introducidos en el grupo amino en 

posición 5 del biciclo sustituyendo al fenol, realiza un análisis de las relaciones cinético-

estructurales (Structure-Kinetic Relationship, SKR), que a diferencia de los estudios 

clásicos de relación estructura-actividad (Structure-Activity Relationship, SAR) incorpora 

la dimensión tiempo en el análisis de las distintas estructuras. En este caso y para estos 

ligandos no se encuentra una clara correlación (lineal) entre los valores de distintos 

descriptores (peso molecular, lipofilia, superficie molecular o carga) y los de las constantes 

cinéticas (kon y koff) (Guo y col., 2014).  

 Aspectos estructurales y cinéticos de la interacción ligando-receptor 

en GPCRs 

 Recientes avances en el conocimiento de la estructura y las 

conformaciones de los GPCRs 

Desde comienzos de la pasada década, se han publicado los datos de las estructuras 

de varios GPCRs obtenidas mediante cristalografía de rayos X, comenzando por la 

rodopsina (Palczewski y col., 2000) y siguiendo con el receptor β2-adrenérgico (Rasmussen 
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y col., 2007; Rosenbaum y col., 2007). Posteriormente, hasta el año 2015 ha habido un gran 

aumento del número de estructuras disponibles alcanzándose las más de 125 estructuras de 

33 GPCR distintos (G protein-Coupled Receptors Data Base, GPCRDB; Isberg y col., 

2000). Del total del número de estructuras, más de un tercio corresponden a GPCR de 

bioaminas (Rosenbaum y col., 2009; Piscitelli y col., 2015). En la actualidad están 

disponibles las estructuras de varios receptores de monoaminas y acetilcolina de la clase A 

de GPCRs y grupo α de la familia rodopsina. Son ejemplos los receptores adrenérgicos β1 

en complejo con cianopindolol (Warne y col., 2008; código PDB 2VT4) y β2 unido a 

carazolol (Cherezov y col., 2007; código PDB 2RH1), de histamina H1 en complejo con 

doxepina (Shimamura y col., 2011; código PDB 3RZE), de dopamina D3 unido a eticloprida 

(Chien y col., 2010; código PDB 3PBL), muscarínicos de acetilcolina M2 (Haga y col., 2012; 

código PDB 3UON) y M3 (Kruse y col., 2013; código PDB 4DAJ) en complejo con 3-

quinuclidinilo bencilato y tiotropio respectivamente, y los serotoninérgicos 5-HT1B (Wang 

y col., 2013; código PDB 4IAR) y 5-HT2B (Wacker y col., 2013; código PDB 4IB4) en 

complejo ambos con ergotamina. Otros receptores cristalizados son varios subtipos de 

receptores opioides (κ, μ y δ), entre otros (Katritch y col., 2013). Las distintas estructuras 

se han obtenido formando el receptor un complejo con agonistas inversos, antagonistas o 

agonistas y en algunos casos formando un complejo con proteínas G (ver Tabla 2). En el 

procedimiento de cristalización es determinante lograr una estabilidad conformacional 

aceptable algo difícil debido a la flexibilidad estructural y múltiples conformaciones 

termodinámicas de los GPCRs. Esto se logra recurriendo a modificaciones de los GPCRs 

mediante técnicas como la fusión con proteínas fácilmente cristalizables en dominios como 

IL3, la introducción de mutaciones puntuales (termoestabilización) o el uso de anticuerpos 

como adyuvantes de la cristalización (Katritch y col., 2012). La estructura de la proteína 

cristalizada se analiza mediante cristalografía de rayos X. Otras técnicas como la resonancia 

magnética nuclear o el intercambio hidrógeno-deuterio asociado a espectrometría de masas 

pueden aportar información sobre el equilibrio dinámico ligando–dependiente de los 

distintos estados funcionales del receptor. La interpretación de la información obtenida ha 

de tener en cuenta las características del ligando (agonista o antagonista), y las 

modificaciones del receptor sometido a cristalización, entre otros aspectos. 



Introducción 

 

65 

 

 

Tabla 2. Estructuras de GPCRs determinadas mediante cristalización. Receptores de 

adenosina A2A, adrenérgicos β1 y β2, de quimiocina CXCR4, dopaminérgico D3 y de histamina H1, 

entre otros. El tipo de ligando se indica mediante las iniciales IAG (agonista inverso), ANT 

(antagonista), AGO (agonista), PAG (agonista parcial) y APO (sin ligando). Se indica también el 

año, el código de identificación de la base de datos de proteínas PDB (Protein Data Bank; PDB 

ID) y la resolución de la estructura en angstroms (Å). (Tomado de Katritch y col., 2012). 

Los datos de biología estructural obtenidos en estos estudios acerca de la estructura 

de receptores es un importante complemento para la información previa obtenida a partir de 

estudios de mutagénesis, estudios de relación estructura-actividad con series de compuestos 

y de las aproximaciones bioinformáticas de modelización de los GPCRs o de los sitios de 

unión. Esta información puede utilizarse para interpretar y explicar otros resultados 



Introducción 

 

66 

 

experimentales biofísicos, bioquímicos o farmacológicos y permite abordar el 

descubrimiento de fármacos cada vez desde una perspectiva más racional, sobre todo 

apoyándose en los métodos informáticos de modelización y simulación.  

El análisis de estas estructuras mediante cristalografía ha permitido determinar una 

serie de características estructurales, en cierto grado comunes, de los GPCRs. La mitad de 

los receptores definida por el plano de la membrana que se orienta hacia la cara extracelular, 

y que está implicada en el reconocimiento y unión de ligandos, presenta pocos cambios 

conformacionales en el proceso de activación del receptor y la mayor variabilidad de 

secuencia entre los distintos GPCRs. La mitad inferior, implicada en la unión de proteínas 

de señalización, presenta los mayores cambios conformacionales durante el proceso de 

activación y una menor variabilidad de la secuencia entre los distintos GPCRs (Katritch y 

col., 2012) (Fig. 17).  
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Fig. 17. Áreas, variabilidad y cambios conformacionales de los GPCRs. Se representa un 

modelo del receptor de dopamina D3 realizado a partir de datos de cristalización (PDB ID: 3PBL). 

La mitad extracelular aproximadamente desde el plano de la membrana es el área menos 

conservada. La otra mitad presenta los mayores cambios conformacionales asociados a la 

activación del receptor. (Tomada y modificada de Katritch y col., 2012). 

La información acerca de la conformación y estructura de los bucles extracelulares 

hasta ahora era limitada por una serie de factores: son difíciles de alinear y de modelizar 

para elaborar modelos bioinformáticos por la falta de información sobre sus elementos 

estructurales y porque su estructura es difícil de determinar mediante estudios 

cristalográficos debido a su flexibilidad. Así, el área más alejada de EL2 del receptor A2A 

se asocia a inestabilidad (Jaakola y col., 2008). Estos bucles presentan una serie de 

elementos que determinan la estructura del área extracelular tales como elementos de 

estructura secundaria, enlaces mediante puente disulfuro e interacciones con TM7 

determinadas (Katritch y col. 2012). El enlace mediante puente disulfuro entre el bucle EL2 

y la parte superior de TM3 y que implica al residuo 3.25 está muy conservado dentro de la 

superfamilia de GPCR (Rodríguez y col., 2011) y divide EL2 en dos partes: EL2a (la 

próxima a TM4) y EL2b (la próxima a TM5) (Katritch y col., 2012). Los elementos 

presentes en EL2a varían mucho entre receptores, pueden encontrarse desde la falta de 
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estructura secundaria en H1 y D3, hasta una lámina β en A2A que interacciona con otra lámina 

β de EL1. EL2b posee también variabilidad: posee sólo 4 aminoácidos en D3 y siete en A2A, 

en este caso con una hélice α. Otros bucles (EL1 y EL3) presentan una menor variabilidad. 

En el caso de A2A, y al contrario que en otros receptores, EL1 está desplazado hacia el 

interior y define la entrada al sitio de unión (Katritch y col., 2012). En este receptor la 

estructura secundaria de TM5 del receptor A2A también difiere de otros receptores: se trata 

de una π-hélice (i+5) con más aminoácidos por vuelta que la α-hélice estándar. El área de 

la mitad extracelular de los receptores dispone de otras zonas de variabilidad, aunque de la 

forma del haz de hélices podría decirse que se conserva, sobre todo comparándola con la 

que presenta la mitad intracelular del receptor (Katritch y col., 2012).   

Con respecto al sitio de unión ortostérico decir que son dominios bastante rígidos en 

los que ocurren cambios conformacionales limitados (Katritch y col., 2012). Esto podría 

conllevar ventajas a la hora de plantear un descubrimiento racional de fármacos a partir de 

la información de las estructuras publicadas. Los sitios de unión presentan variabilidad en 

la localización en la estructura global del receptor, haces de hélices que lo conforman y, por 

supuesto, aminoácidos que lo forman. En el caso del receptor A2A, el sitio de unión se 

dispone de manera muy próxima a los bucles extracelulares y la interacción de ligandos con 

aminoácidos como Phe168 o Glu5.30 de EL2 y His264(7.29) de EL3 están presentes en las 

uniones de antagonistas de alta afinidad como ZM241385 (Jaakola y col., 2008), pero 

ausentes en los complejos con agonistas como NECA y adenosina que carecen de un 

sustituyente adecuado (Lebon y col., 2011). En el caso del receptor H1 el sitio de unión se 

dispone en una zona profunda del haz de hélices y el ión fosfato (PO4
˗3) modula el acceso 

al mismo (Katritch y col., 2012) (Fig. 18). 
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Fig. 18. Representación de los sitios de unión de los receptores de adenosina A2A (A, 

izquierda, código PDB 3EML) y de histamina H1 (B, derecha, código PDB 2RH1). El sitio de 

unión de adenosina del receptor A2A se encuentra próximo a los bucles extracelulares y es similar a 

un canal accesible. El sitio de unión de H1 se encuentra en una zona profunda del haz de hélices. 

(Tomado de Katritch y col., 2012). 

Con respecto a la mitad intracelular de los GPCRs, hay una serie de secuencias que 

se conservan en todos los receptores de la clase A como el motivo D[E]RY en TM3, Glu6.30 

o el motivo NPxxY en TM7 (Katritch y col., 2012). Con respecto al grado de variabilidad 

entre GPCRs en esta área, del que ya se ha dicho que es menor que el existente entre la 

mitad extracelular entre los mismos, IL1 y TM8 son regiones muy conservadas. Por el 

contrario la longitud de IL3 es muy variable (Katritch y col., 2012). Asimismo, la 

comparación de las formas activas e inactivas de los receptores aporta información acerca 

de los cambios estructurales que ocurren durante el proceso de activación (Fig. 19 y Tabla 

3).  
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Fig. 19. Distintas configuraciones debidas a cambios conformacionales en el proceso de 

activación de GPCRs caracterizadas cristalográficamente. Se representa: el estado inactivo 

estabilizado por agonistas inversos o antagonistas (R); el estado inactivo con unión de baja 

afinidad de agonistas (R´); el estado activo (R´´); dos estados activos en los que hay unión de la 

proteína G heterotrimérica, siendo el último un estado de unión y señalización a través de 

proteínas G completo tras la liberación de GTP (R* y R*G). R*GRK y R*A son estados 

conformacionales favorables a la unión a cinasas de GPCR y β-arrestinas. (Tomado de Katritch y 

col., 2013). 
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Tabla 3. Distintos estados de activación caracterizados en las distintas estructuras 

cristalográficas de GPCRs. El receptor A2A se ha caracterizado en la forma inactiva y activa. Los 

estados conformacionales de los receptores tabulados son el estado inactivo (R), el estado inactivo 

con unión de baja afinidad de agonistas (R´), el estado activo (R´´), y dos estados activados en los 

que hay unión de la proteína G heterotrimérica, siendo el último un estado de unión y señalización 

a través de proteínas G completo tras la liberación de GTP (R* y R*G). (Tomado de Katritch y 

col., 2013). 

En el área implicada en la unión a proteínas de señalización de GPCRs, la variación 

de la posición de TM6 en los distintos estados de activación se ha cuantificado desde 3.5 Å 

(receptor A2A) hasta 14 Å (receptor β2-adrenérgico acoplado a proteínas G) (Katritch y col., 

2013). Otros motivos estructurales de este área como el enlace iónico entre Arg3.50-

Asp(Glu)3.49 se han encontrado en todas las estructuras cristalizadas inactivas y también 

en la activa de A2A (Katritch y col., 2013).  

Mediante los estudios de cristalización pueden caracterizarse sitios alostéricos del 

receptor, tales como el bolsillo alostérico presente en el receptor A2A en un canal que une el 

área extracelular e intracelular del receptor y que aloja un átomo de sodio. Este bolsillo se 

colapsa en el proceso de activación. Con respecto a la unión de Na se ha observado un efecto 

modulador alostérico negativo de la unión de agonistas en este y otros GPCRs (Katritch y 

col., 2013). También presenta interés el estudio de la di- y oligomerización; un ejemplo es 

la determinación de dos grupos consenso de interfaces de simetría a partir del estudio de las 

estructuras cristalográficas, las interfaces de simetría A (para rodopsina y el receptor opioide 
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κ entre otros, implica a TM1, TM2 y TM8) y B (para el receptor de quimiocina CXCR4 

entre otros, implica a las zonas extracelulares de TM5 y TM6, intracelulares de TM3 y TM4 

y a TM5 y TM6). La disposición en el dímero de estas interfaces es antiparalela (Katritch y 

col., 2013). 

En la actualidad cobran importancia los estudios de simulación de dinámica 

molecular y otras aproximaciones bioinformáticas de modelización de GPCRs, realizados a 

partir de datos obtenidos de las estructuras cristalográficas con métodos informáticos 

(Rodríguez y col., 2011). En general, a la hora de construir un modelo sobre el que realizar 

las simulaciones se tiene en cuenta todo tipo de información presente en los estudios 

cristalográficos del receptor, como pueden ser enlaces iónicos entre aminoácidos o 

interacciones entre dominios bien definidas. Se realizan análisis de las conformaciones más 

probables de determinados segmentos (TM) y se atribuyen valores de fluctuación a cada 

área que se incorporan a la dinámica del receptor simulado, pudiendo incluirse simulaciones 

de la interacción con agua y la membrana plasmática (Rodríguez y col., 2011). 

 Aspectos cinéticos de la interacción ligando-receptor: el tiempo de 

residencia (tR) 

Los parámetros que caracterizan la unión de un fármaco o ligando a un receptor en 

el equilibrio, como las constantes de disociación en el equilibrio (Kd y Ki), no aportan 

información acerca de la dimensión temporal del proceso de unión ligando-receptor. Los 

ensayos de determinación de estos parámetros se realizan en sistemas cerrados en el 

equilibrio, en los cuales las concentraciones de ligando libre prácticamente se mantienen 

invariables. Sin embargo, los sistemas in vivo son sistemas abiertos en los cuales la 

concentración de fármaco libre puede variar o ser objeto de una serie de fenómenos que 

modifican su unión al receptor con respecto a condiciones de equilibrio en ensayos in vitro, 

tales como el rebinding (ver más adelante). El parámetro tR permite obtener una medida de 

la duración del complejo ligando-receptor, un parámetro menos variable en las distintas 

condiciones in vitro o in vivo. El parámetro tiempo de residencia (tR) se define como el 

tiempo de unión medio al receptor de cada molécula de una determinada población de las 

mismas. Se define matemáticamente como la inversa de la constante de velocidad de 

disociación (1/koff). También se define el parámetro vida media de disociación (t1/2
diss) como 

la vida media del complejo ligando-receptor y se calcula como t1/2
diss = ln 2/koff (Tummino 
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y Copeland, 2008). El parámetro tiempo de residencia (tR) presenta interés en el proceso de 

búsqueda de fármacos, en el estudio de la farmacodinamia de fármacos y de su 

farmacocinética y por su relación con la eficacia, seguridad y selectividad de fármacos en 

terapéutica (Copeland, 2010). 

Con respecto a los fenómenos que condicionan la unión del ligando al receptor en 

in vivo es preciso destacar el fenómeno de rebinding. De acuerdo con algunos autores, el 

fenómeno de unión de determinados fármacos estaría condicionado por la formación de una 

capa de medio extracelular alrededor de la célula que actuaría como una barrera de difusión 

de moléculas de fármaco promoviendo su unión de nuevo al receptor. Este límite a la 

difusión es favorecido por la complejidad anatómica y fisiológica, la complejidad de la 

matriz extracelular, interacciones electrostáticas e hidrofóbicas y factores patológicos 

(Vauquelin y Charlton, 2010). Basándose en este concepto, se propuso un modelo para 

explicar el comportamiento farmacocinético de [3H]-diprenorfina (Perry y col., 1980) 

caracterizado mediante un microcompartimento del receptor en el que se contiene la barrera 

de difusión y en el cual ocurren fenómenos de asociación y disociación de acuerdo con las 

constantes de velocidad de asociación y disociación kon y koff. El fármaco difunde y se 

reequilibra con el fármaco presente en otras áreas del cerebro de acuerdo con las constantes 

de primer orden kin y kout.  Así, y de acuerdo con este modelo, la probabilidad de rebinding 

depende de la kon y no de la afinidad (Vauquelin, 2010). Otro modelo de explicación del 

rebinding que guarda similitudes es el de Goldstein y col. (1995). El fenómeno de rebinding 

se considera un parámetro fundamental a tener en cuenta en condiciones tanto in vitro como 

in vivo y del que se espera que prolongue la duración de la acción al hacer que aumente o 

se estabilice la ocupación del receptor en los distintos tiempos de la curva farmacocinética 

de una administración, pese a la barrera para la unión del ligando al receptor que supone la 

capa de difusión en los estadíos iniciales de la administración (Vauquelin, 2010). Con 

respecto a la interpretación de ensayos funcionales en los que se observa un antagonismo 

no remontable existen dos explicaciones: la actividad moduladora alostérica o la existencia 

de fenómenos de cooperatividad negativa y el recurso a tR elevado del competidor en el 

receptor, sobre todo en ausencia de reserva de receptores o tratándose de un proceso de 

unión del ligando al receptor de un solo paso (Vauquelin y Szczuka, 2007). 
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La dimensión tiempo del fenómeno de unión del fármaco al receptor puede ser 

caracterizado mediante las constantes de velocidad de asociación y disociación del fármaco 

del receptor (kon y koff, respectivamente). Ambas definen el valor de la constante de 

disociación cinética (Kd) de acuerdo con la ecuación koff/kon, ecuación válida para referirse 

al primer paso de unión del complejo binario ligando-receptor (Tummino y Copeland, 2008) 

(Fig. 20). La constante de disociación (Kd) se relaciona, además, con parámetros 

termodinámicos como la energía libre de Gibbs (ΔG) ya que las diferencias de energía libre 

entre los estados unido y libre del fármaco al receptor (ΔGd) determina el valor de afinidad. 

Éstas se relacionan mediante la ecuación que define la variación de energía libre como ΔGd 

= R·T·ln (Kd), siendo R = 8.314 (J·°K-1·mol-1) y T la temperatura en grados kelvin (Pan y 

col., 2013). 

La constante de velocidad de disociación (koff) informa acerca de la dimensión 

temporal del fenómeno de unión del ligando al receptor, concretamente de la tasa de 

disociación de los elementos del complejo. La constante de velocidad de asociación (kon) 

hace referencia a la velocidad de formación del complejo fármaco-receptor. El cálculo de 

esta a partir de la constante de velocidad de asociación observada (kobs) depende de la 

concentración del ligando que se asocia y del mecanismo cinético de unión ligando-receptor 

(Fig. 20). Se han definido tres mecanismos cinéticos de interacción ligando-receptor 

(Tummino y Copeland, 2008): 

- El primero (mecanismo A) consiste en un mecanismo de asociación y disociación 

de un solo paso de manera que el receptor (R) y el ligando (L) se unen para formar 

el complejo (RL), y esta formación es el único paso determinante cinéticamente. La 

constante de velocidad de disociación (koff) equivale a la constante de velocidad de 

disociación k2 y la constante de velocidad de asociación (kon) equivale a la constante 

de asociación k1. En este modelo el valor de la constante de asociación observada 

equivale a k1·[L]+k2, siendo [L] la concentración de radioligando. El modelo de 

asociación de un paso de unión y otro de disociación, se esquematiza en la siguiente 

figura: 

𝐿 + 𝑅 
𝑘𝑜𝑛
→   𝑅𝐿 

𝑘𝑜𝑓𝑓
→     L + R 

Este mecanismo cinético de unión se considera predominante en la mayoría de los 

procesos de unión ligando a GPCRs (Guo y col., 2014a). 
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- Un segundo modelo de interacción ligando-receptor (mecanismo B) (Tummino y 

Copeland, 2008) es análogo al modelo de interacción enzima-sustrato con ajuste 

inducido (Koshland y col., 1958). En este modelo hay una formación inicial de un 

complejo (RL), a partir del cual se forma mediante isomerización otro complejo 

(R*L). Ambas fases determinan la velocidad de unión del ligando. El valor de la 

constante de velocidad de disociación en este caso viene definido en función de una 

ecuación que incorpora las dos microconstantes de disociación (k2, correspondiente 

a la disociación del complejo RL y k4, correspondiente a la reversión de 

isomerización del complejo R*L). Puede esperarse que en la mayoría de los casos 

sea la reversión de isomerización k4 el factor limitante de la disociación del 

complejo. Unos valores similares para k2 y k4 provocaría que ambas fueran limitantes 

de la disociación del complejo ligando-receptor. Puede determinarse una constante 

de disociación en el equilibrio correspondiente a la formación del complejo RL (Kd) 

y otra correspondiente a la afinidad del complejo final R*L (Kd*) (Fig. 20). Este 

mecanismo cinético de asociación de un paso de unión y otro de disociación, se 

esquematiza en la siguiente figura: 

 

L+𝑅 
𝑘1
→  𝑅𝐿 

𝑘3
→ 𝑅´𝐿 

𝑘4
→ 𝑅𝐿 

𝑘2
→   L + R 

Este mecanismo cinético de unión se considera predominante en la mayoría de los 

procesos de unión ligando-receptor (Guo y col., 2014a). 

- El tercer mecanismo propuesto (mecanismo C) (Tummino y Copeland, 2008) se 

trata de una selección conformacional. En este modelo existe un equilibrio entre dos 

estados conformacionales en ausencia de ligando. A uno de ellos es capaz de unirse 

el ligando (R*). A medida que se une ligando y se forma el complejo (R*L) en 

función de la concentración de L y de la microconstante k3 decrece la población de 

receptores R*, que se forman a partir de receptores R según la microconstante k1. 

Una característica que lo diferencia de los mecanismos A y B es que el valor de la 

constante de asociación observada (kobs) disminuye al aumentar la concentración de 

L (aumenta en los modelos de mecanismos A y B). 
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Fig. 20. Mecanismos cinéticos de unión ligando-receptor y definiciones matemáticas de 

constantes para los modelos A (mecanismo de un solo paso), B (mecanismo de tipo ajuste-

inducido) y C (equilibrio conformacional). bKd es la constante de disociación en el equilibrio 

referida al complejo inicial RL. cKd* es la constante de disociación en el equilibrio para el 

complejo final binario R*L en un mecanismo cinético de unión de dos pasos. dkobs es la constante 

de velocidad de asociación observada y ekoff la constante de velocidad de disociación. k1 y k2 

equivalen a kon y koff en el mecanismo A. En el mecanismo B hay dos constantes de velocidad de 

asociación (k1 y k3) y dos constantes de velocidad de disociación (k2 y k4); k3 y k4 corresponden al 

ajuste conformacional. En el mecanismo C hay dos constantes de velocidad de interconversión 

entre estados de un receptor (k1 y k2); una constante de velocidad de asociación (k3) y una 

constante de velocidad de disociación (k4) al receptor competente para unir ligando (R*). fτ es el 

tiempo de residencia (tR) y gt1/2
diss la vida media de disociación del complejo receptor-ligando. 

(Tomado de Tummino y Copeland, 2008). 

A partir de la constante de asociación observada (kobs) puede determinarse la kon en 

los distintos modelos de unión de acuerdo con las ecuaciones apropiadas. La 

correspondiente al mecanismo A define kon como el cociente (kobs - koff)/[L], siendo [L] la 

concentración experimental del radioligando que se asocia.  En relación a los mecanismos 

que se acaban de mencionar la kobs presenta un perfil de variación característico en función 

de la concentración de ligando y los distintos mecanismos cinéticos de unión (Fig. 21). 
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Fig. 21. Valores observados experimentalmente de la constante de asociación observada (kobs; 

constante de pseudoprimer orden) en función de la concentración del ligando (inhibitor) y del 

mecanismo de unión al receptor (A, B o C). La curva A (ajuste lineal) corresponde al modelo 

cinético de asociación simple o de un solo paso. La curva B corresponde al modelo cinético de dos 

pasos (con isomerización tras la unión) y es análogo al modelo de ajuste inducido de interacciones 

enzima-sustrato. Los datos correspondientes al mecanismo B se ajustan a un modelo de hipérbola. 

La curva C corresponde al modelo cinético de selección conformacional. (Tomado de Tummino y 

Copeland, 2008). 

Son determinantes a nivel molecular de la cinética de unión de un ligando a un 

receptor aspectos como: la accesibilidad del sitio de unión y las interacciones que establece 

el fármaco hasta llegar al sitio de unión; los cambios conformacionales de los distintos 

dominios en el acceso del ligando al sitio de unión; las interacciones del ligando con el 

receptor de tipo iónico, mediante puentes de hidrógeno o de tipo van der Waals, no siendo 

la complementariedad iónica un factor determinante para una rápida unión de ligandos 

(Collins, 2012); y la presencia de moléculas de agua (Pan y col., 2013). En estudios de 

simulación computacionales en el receptor A2A se ha relacionado la presencia de moléculas 

de agua con disminuciones del tR de antagonistas del receptor de adenosina A2A (Bortolato 

y col., 2013). Las numerosas estructuras cristalográficas de GPCR, publicadas en los 

últimos años contribuirán a determinar aminoácidos o dominios que podrían ser 

condicionantes de la cinética de unión de ligandos.  

En relación con determinantes estructurales del tR y como ejemplo, destacar que se 

ha relacionado la mayor flexibilidad del segundo bucle extracelular del receptor 
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muscarínico M2 con respecto al de M3, con las diferencias en tiempo de residencia de 

tiotropio en estos dos receptores, siendo unas 10 veces mayor en el último (Kruse y col., 

2012). Como ejemplo, pueden tomarse los valores de tR en el receptor M3 de 90 min para 

tiotropio, 50 min para aclidinio y de algo más de medio minuto para ipratropio calculados a 

partir de los valores de koff publicados por Gavaldà y col., (2009) que se obtuvieron mediante 

ensayos de asociación y disociación en membranas. No debe olvidarse que la temperatura 

y fuerza iónica del medio experimental o fisiológico constituyen factores de primer orden 

que influyen sobre la determinación del tiempo de residencia. Como ejemplo y con respecto 

al receptor M3, la determinación del tiempo de ocupación de fármacos como tiotropio en 

ensayos cinéticos in vitro a 37°C y con concentraciones de Na+ similares a las fisiológicas 

determina una vida media (t1/2) unas 10 veces inferior al obtenido en otras condiciones no 

fisiológicas (Sykes y col., 2012). 

Los estudios de relación estructura-actividad clásicos relacionan parámetros físico-

químicos o estructurales de ligandos con parámetros de afinidad o eficacia funcional. 

Similares en ciertos aspectos a aquellos, los estudios de relaciones cinético-estructurales 

(Structure-Kinetic Relationship, SKR) incorporan la dimensión tiempo a la hora de describir 

esas relaciones, entre ellas la variable tiempo de residencia y presentan indudable interés en 

el área de descubrimiento de fármacos su implementación en un formato de alto 

rendimiento. Como ejemplo de este tipo de estudios y de manera destacada se ha descrito 

una buena correlación entre tR y eficacia funcional para determinados agonistas del receptor 

A2A de adenosina (Guo y col., 2012). Otros trabajos de farmacología molecular describen 

relaciones entre la estructura y la cinética de unión (SKR) utilizando el tiempo de residencia, 

de derivados del ligando ZM241385 en el receptor A2A de adenosina (Guo y col., 2014) o 

de ligandos del receptor muscarínico M3 (Tautermann y col., 2013). 

El tiempo de residencia presenta interés en terapéutica: puede ser determinante para 

la duración, la eficacia o la idoneidad de una concreta indicación terapéutica.  Es importante 

su integración e interpretación conjunta junto a otros parámetros farmacocinéticos. Para un 

modelo sencillo de distribución monocompartimental que tiene en cuenta la asociación y 

disociación del ligando al receptor, se concluye que para la disminución de complejos 

ligando-receptor o la disociación del receptor o la tasa de eliminación del compartimento 

serían el paso limitante del proceso (Dahl y Akerud, 2013). Además, hay que tener en cuenta 
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que la existencia del fenómeno de rebinding puede prolongar la duración de acción 

(Vauquelin y Charlton, 2010). De esta forma existe una dependencia de la eficacia de otros 

parámetros farmacocinéticos: para los broncodilatadores β-adrenérgicos (salbutamol, 

indacaterol y salmeterol) se investiga, pero no se encuentra una relación entre tiempo de 

residencia y duración de acción terapéutica (Sykes y Charlton, 2012). Existen modelos 

farmacocinéticos que integran parámetros cinéticos de unión a receptores con conceptos de 

farmacocinética clásicos. El modelo disposición del fármaco mediado por diana (target-

mediated drug disposition; TMDD) considera que la capacidad de unión del fármaco a la 

diana es limitada y saturable, y que esta unión tiene implicaciones por si misma para los 

fenómenos de disposición (Levy, 1994; Peletier y Gabrielsson, 2009). Integran parámetros 

tales como concentración de ligando (L), de receptor (R) o de complejo ligando-receptor 

(RL), parámetros de asociación y disociación del receptor (kon y koff) y parámetros de 

velocidad de administración y eliminación. Simplificaciones de este modelo permiten 

asumir que las variaciones de concentraciones de L, R o RL son despreciables (modelo cuasi 

estado estacionario, quasi-steady-state; QSS) o que lo es el proceso de disposición en la 

diana (cuasi-equilibrio; quasi-equilibrium; QE).  

Un ejemplo de esto lo constituye el caso de memantina, un antagonista NMDA no 

competitivo cuyo perfil de tiempo de residencia permite prevenir el daño neuronal en casos 

de activación patológica del receptor, mostrando un perfil de seguridad y tolerabilidad 

aceptable y superior al de un antagonista de lenta disociación, pues permitiría la 

neurotransmisión fisiológica (Lipton, 2006). 

Se asocia la duración de acción terapéutica del antihipertensivo inhibidor de renina 

aliskirén con sus elevados tiempos de residencia como inhibidor enzimático. También se 

asocian la superior duración de acción y eficacia terapéutica del antihistamínico H1 

desloratadina (Anthes y col., 2002) y del candesartán (antagonista de receptores AT1 de 

angiotensina) (Vauquelin y col., 2006) con un mayor tiempo de residencia en la diana. Se 

han relacionado la aparición de resistencias a fármacos anti-VIH como darunavir (inhibidor 

de la proteasa) con disminuciones del tiempo de residencia de estos fármacos (Dierynck y 

col., 2007). En la indicación de ácido acetilsalicílico para la prevención de eventos 

aterotrombóticos a bajas dosis, la idoneidad de esta concreta indicación terapéutica se debe 

a una acción farmacodinámica sostenida (irreversible) en plaquetas, que no sintetizan 
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ciclooxigenasa. La baja dosificación conlleva ventajas en cuanto a efectos adversos 

(Swinney, 2008). 

De forma destacada para el tratamiento de la esquizofrenia, algunos autores 

atribuyen a la diferencia entre tR de distintos antipsicóticos las diferencias en el perfil de 

efectos adversos extrapiramidales de los antipsicóticos (Kapur y Seeman, 2001). El tR para 

fármacos como clozapina y quetiapina en el receptor D2 es inferior a un minuto; para otros 

antipsicóticos clásicos como haloperidol y clorpromazina está en torno a 30 min (Seeman, 

2014). Se considera que el tiempo de residencia de los primeros controla los síntomas 

positivos y no interrumpe la señalización dopaminérgica fisiológica, lo que disminuye la 

incidencia de efectos adversos extrapiramidales (Álamo y col., 2007a) Además en relación 

con este receptor y fármacos, en estudios de farmacología se han encontrado relaciones de 

correlación entre una rápida disociación del receptor D2 y menor lipofilia y menor peso 

molecular estudiando compuestos como benzamidas, butirofenonas, compuestos tricíclicos 

análogos a fenotiazina (tipo clozapina), y otros como aminopiridinas, piridazinas y 

aminotiazoles (Tresadern y col., 2011). 

La relevancia en terapéutica del tiempo de residencia viene determinada no sólo por 

los posibles efectos derivados de la actividad en un tipo de diana, sino que en el caso de 

fármacos con perfil multirreceptorial los distintos tiempos de residencia en las distintas 

dianas pueden generar para cada fármaco un concreto perfil de selectividad cinética. Tras 

la disposición del fármaco el tiempo de residencia en cada diana podría ser determinante 

para el perfil de efectos adversos o eficacia. Los fármacos para el tratamiento de 

enfermedades del SNC (esquizofrenia, depresión o manía) suelen presentar un perfil de 

selectividad complejo, responsable en general de superioridad terapéutica sobre todo en el 

caso de los antipsicóticos atípicos, pero también del perfil de efectos secundarios. En el caso 

de los broncodilatadores antagonistas muscarínicos tales como el tiotropio, el tiempo de 

residencia de tiotropio en el receptor M3 es considerablemente mayor al de ipratropio. Esta 

característica inicialmente se utilizó para explicar su eficacia tras la administración de una 

sola dosis al día ya que su perfil farmacocinético sistémico no ayudaba a explicarla (Disse 

y col., 1999) aunque hoy se proponen que la larga duración de acción de broncodilatadores 

antagonistas muscarínicos debe estar provocada por otros fenómenos como el rebinding 

(Sykes y col., 2012). Sin embargo, para esta clase de fármacos (ipratropio, tiotropio y 
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aclidinio), las diferencias de tiempo de residencia entre los receptores M2 y M3, con un 

mayor tiempo de residencia de todos los fármacos en el receptor M3 con respecto al receptor 

M2 y un ratio de koff  M2/M3 superior también en todos los casos a 4 (Gavaldá y col., 2009), 

confieren un perfil de selectividad cinética favorable a la producción de menos reacciones 

adversas cardiovasculares relacionadas con el antagonismo M2 (Gavaldá y col., 2009). 

Aunque respecto a esto último algunos autores consideran que aclidinio presenta un perfil 

tendente a la producción de menos efectos adversos cardiovasculares, no sólo por su menor 

tiempo de residencia en el receptor M2 (al igual que ipratropio) con respecto a tiotropio, sino 

por un fenómeno de metabolización sistémica rápida que minimiza su distribución en 

corazón (Gavaldá y col., 2009). 

El tR se considera de elevada importancia en descubrimiento temprano de fármacos, 

concretamente en los procesos iniciales de cribado de moléculas y de optimización de 

cabezas de serie (Copeland y col., 2006; Lu y Tonge, 2010). Se considera un predictor de la 

eficacia (Lu y Tonge, 2010). Se considera que en actividades de investigación de relaciones 

entre la estructura y la actividad de moléculas (SAR) el parámetro kon no presenta tanto 

interés porque aun tratando de modificarlo la unión del fármaco al receptor puede estar 

determinada por la difusión, la dosis u otros parámetros farmacocinéticos (Copeland y col., 

2006). La optimización de Kd y de la constante de velocidad de disociación (koff) en 

derivados de un farmacóforo no tiene por qué ser convergente (Copeland y col., 2006). A 

esto se añade que el parámetro tR es de especial importancia y puede resultar determinante 

para la eficacia terapéutica en un sistema in vivo, ya que puede determinar entre otros la 

duración de acción o el perfil de selectividad (cinética). Por estas razones se recomienda 

disponer de información acerca de la dimensión temporal del fenómeno de unión ligando-

diana desde un primer momento, determinando el parámetro tR a partir del valor de la 

constante koff. Algunos autores proponen en actividades de descubrimiento de fármacos 

como validación de dianas, generación de cabezas de serie y su optimización, una 

integración sistemática de consideraciones de tipo farmacocinético y farmacodinámico 

(farmacología integrativa, farmacología cuantitativa) más amplia, en aspectos tales como 

dosis-respuesta, márgenes de seguridad y parámetros de distribución (Gabrielsson y col., 

2009). Como ejemplo en actividad de descubrimiento de fármacos de inhibidores de la 

enzima FabI de Francisella tularensis se ha visto correlación entre tR y eficacia in vivo en 
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modelo animal de tularemia, pero no para parámetros de afinidad (Ki) o concentración 

mínima inhibitoria (MIC) (Lu y Tonge, 2010). 

En cuanto a la realización de ensayos cobran importancia diseños experimentales 

adecuados para llevar a cabo determinaciones en formatos de medio y alto rendimiento 

(High-Throughput Screening, HTS). Los procedimientos más comunes para la 

determinación de las constantes de velocidad de asociación y disociación a receptores son 

los “directos” mediante la iniciación de la asociación o disociación a distintos tiempos, 

midiendo el radioligando unido a cada uno de ellos  y el procedimiento de competición 

cinética (Motulsky y Mahan, 1984; Sykes y col., 2010), que consiste en llevar a cabo una 

competición de unión/asociación entre un radioligando y un ligando competidor del que 

queremos determinar sus kon y koff., determinando a distintos tiempos el radioligando unido. 

Este último diseño experimental presenta la ventaja de que puede utilizarse para determinar 

constantes cinéticas de ligandos no marcados. El desarrollo matemático del modelo parte de 

que entre ambos ligandos y el receptor se produce una asociación mediante un mecanismo 

cinético de un solo paso. 

Partiendo del método de competición cinética se ha desarrollado un modelo de 

ensayo que difiere en la ejecución y en el análisis de los resultados del método clásico: el 

ensayo de asociación competitiva de dos puntos (dual-point competition association assay; 

Guo y col., 2012a). Se basa en el distinto perfil de las curvas de competición cinética según 

el que la velocidad de disociación del competidor sea mayor o menor que la del radioligando 

(Fig. 22). El cálculo de cocientes de unión específica a distintos tiempos permite determinar 

si el ligando competidor posee una mayor o menor constante velocidad de disociación de la 

diana que el radioligando cuya constante es conocida. Permite simplificar las 

determinaciones de unión de radioligando y utilizarlo en ensayos de alto rendimiento. 
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Fig. 22. Modelo de representación de los resultados de un ensayo de competición cinético de 

dos puntos. La curva A representa una asociación de radioligando simple. La curva B representa 

un experimento de competición en el que la constante de velocidad de disociación del competidor 

es menor que la del radioligando (k2 > k4), esto es, el tiempo de residencia del competidor es 

mayor. La curva C corresponde a una competición en la que la constante de velocidad de 

disociación del radioligando es la menor (k2 < k4). (Tomado de Guo y col., 2012a).  

Otro procedimiento in vitro que permite determinar la koff de ligandos sin marcar es 

el de competición en dos pasos (two-step competition, TSC) (Packeu y col., 2010). Consiste 

en una incubación con un rango de concentraciones de competidor, un lavado y finalmente 

una incubación con una concentración de radioligando durante un tiempo determinado. Se 

produce un desplazamiento de la curva de competición en función del tR del ligando 

competidor y puede determinarse el valor de koff del ligando competidor mediante el ajuste 

a un modelo derivado del propuesto por Motulsky (1984) y utilizado por Malany y col., 

(2009). 

En cuanto a otros métodos experimentales para la determinación del tiempo de 

residencia, distintos a los ya abundantemente documentados basados en la unión de 

radioligandos, está desarrollado y establecido el método de resonancia de plasma de 

superficie (surface plasmon resonance, SPR) que tiene en cuenta el índice refractivo y el 

ángulo crítico de la luz polarizada (Hoffmann y col., 2015). Requiere la inmovilización de 

la muestra, y en general la purificación, en un entorno no biológico pero que posibilita 

sistemas de flujo y la detección en tiempo real. Otras técnicas en desarrollo pueden 

clasificarse en dos grupos: el microbalance de cristal de cuarzo (“quartz cristal 
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microbalance”) y las técnicas basadas en la fluorescencia y unión de ligandos (Hoffmann y 

col., 2015). El primero es una técnica biofísica comparable a la SPR en muchas ventajas e 

inconvenientes. Las técnicas de fluorescencia comprenden las basadas en la intensidad de 

fluorescencia, la anisotropía de fluorescencia, la espectroscopía de correlación de 

fluorescencia y podrían clasificarse como tales las basadas en la transferencia de energía de 

resonancia. Presentan como inconveniente general el que el uso de ligandos modificados 

incorporando fluoróforos requiere realizar una caracterización farmacológica de los 

mismos. Las técnicas de anisotropía y de espectroscopía de correlación no necesitan la 

separación del radioligando no unido del unido. Para hacer uso de las técnicas basadas en 

transferencia de energía entre ligando y receptor mediante fluorescencia o bioluminiscencia 

se necesita el diseño, clonación y validación de los receptores incorporando la secuencia de 

la proteína fluorescente adecuada. Las tres últimas técnicas posibilitan el análisis en tiempo 

real (Hoffman y col., 2015). 
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 ESTUDIO DE DETERMINANTES ESTRUCTURALES EN EL SITIO DE UNIÓN DEL 

RECEPTOR RELEVANTES PARA EL PERFIL DE AFINIDAD Y SELECTIVIDAD DE 

ANTIPSICÓTICOS SOBRE GPCRS DE SU RECEPTOROMA 

La primera parte del trabajo presentado se centra en conocer la contribución de 

determinados componentes estructurales en el bolsillo de unión de GPCRs pertenecientes 

al receptoroma de antipsicóticos a la interacción ligando-receptor para estos fármacos. 

Clozapina es uno de los antipsicóticos más eficaces, considerado el “gold standard” 

entre los antipsicóticos actuales, pero presenta el inconveniente del grave efecto adverso de 

agranulocitosis y se reserva para el tratamiento de psicosis refractarias. Olanzapina, con 

mejor perfil de seguridad, constituye una opción ampliamente utilizada con una buena 

eficacia clínica (Juliano y col., 2013). Con respecto al perfil multirreceptorial característico 

de estos fármacos existe un interés en conocer el perfil “ideal” asociado a eficacia y 

disminución de efectos adversos. El estudio de este perfil siempre conlleva un aumento del 

conocimiento acerca de la fisiopatología y clínica de la enfermedad y permite comprender 

aspectos como selectividad farmacológica y su relación con las reacciones adversas o con 

la eficacia clínica, vías de señalización molecular celulares y vías de señalización cerebrales, 

relaciones estructura-actividad de fármacos y estructura de receptores. El primer objetivo 

de nuestro trabajo fue conocer si determinados residuos localizados en el sitio de unión de 

GPCRs relevantes en la farmacología de los antipsicóticos son determinantes para el perfil 

de afinidad y selectividad de estos fármacos, centrándonos en los antipsicóticos de gran 

relevancia terapéutica clozapina y olanzapina (Fig. 23) como modelo de estudio. 

 

Fig. 23. Estructura química de la clozapina (dibenzodiazepina) y de la olanzapina 

(tienobenzodiazepina). Aparecen señalados los átomos de N en posiciones 5 y 10. 
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Este trabajo se llevó a cabo en el contexto de un proyecto de colaboración con el 

grupo de Informática Biomédica del Dr. Manuel Pastor (IMIM/Universitat Pompeu Fabra). 

Nuestro estudio partió de resultados previos obtenidos por dicho grupo, a partir de modelos 

computacionales de 14 receptores GPCR diana de antipsicóticos (entre ellos los 

serotoninérgicos 5-HT1A y 5-HT2A y el dopaminérgico D2) realizados por homología en base 

a la estructura cristalográfica del receptor β2-adrenérgico unido a carazolol (código PDB, 

Protein Data Bank: 2RH1; Cherezov y col., 2007), disponible en el momento en el que se 

llevaron a cabo estos estudios (Selent y col., 2008). El trabajo se completó con el estudio de 

los perfiles de afinidad de clozapina y olanzapina por los distintos GPCRs modelizados, 

estudios de acoplamiento de ligandos a estos receptores (“docking”) y análisis de la relación 

entre estos aspectos y la secuencia aminoacídica y estructura de los GPCRs a estudio.  

El trabajo de Selent y col. (2008), base para nuestros estudios, abordó en primer 

lugar un análisis del perfil de afinidad de clozapina y olanzapina por 14 GPCRs del 

receptoroma de antipsicóticos, en concreto, los serotoninérgicos 5-HT1A, 5-HT2A, 5-HT2B, 

5-HT2C, 5-HT6 y 5-HT7; dopaminérgicos D2, D3 y D4; muscarínicos M1 y M4; adrenérgicos 

α1 y α2 e histaminérgico H1. Los valores de afinidad tenidos en cuenta para la realización de 

este estudio corresponden a datos experimentales que se recopilaron de la literatura, así 

como de bases de datos públicas, y son los que se recogen en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Características de los GPCRs modelizados en el trabajo de Selent y col., 2008. [13]Los 

valores de afinidad (pKi) de clozapina y olanzapina se tomaron de Lange y col., (2007). [a]Las 

columnas de homología se refieren al porcentaje de identidad de secuencia entre residuos del sitio 

de unión de los receptores. [b]Olanzapina no presenta afinidad por el receptor 5-HT1A, 

asignándosele un valor de 5 (pKi) de cara a llevar a cabo posteriores análisis. [c]Los valores de 

afinidad por el receptor D2 se refieren a la variante D2S. [d]Los valores de afinidad por el receptor 

D4 se refieren a la isoforma D4.4. [e]Los valores de afinidad por el receptor α2 se refieren al receptor 

de rata; entre paréntesis se muestran los valores correspondientes al receptor humano tomados de 

la base de datos PDSP (National Institutes of Mental Health Psychoactive Drug Screening 

Program, PDSP Ki Database: http://pdsp.med.unc.edu/). (Tomado de Selent y col., 2008).  

Posteriormente, en el citado trabajo de Selent y col. se realizó un análisis de la 

estructura del sitio de unión de estos 14 GPCRs en complejo con clozapina y olanzapina. 

Se realizaron superposiciones de los modelos por homología de los distintos receptores 

generados que permitieron realizar una comparación de la estructura del sitio de unión de 

los distintos GPCRs. También se incluyó un análisis de la superposición de las posiciones 

de acoplamiento de los antipsicóticos clozapina y olanzapina en los distintos receptores 

(Fig. 24), lo que permitió hacer una comparación de las interacciones que tienen lugar en 

los distintos complejos ligando-receptor. 
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Fig. 24. Superposición de los modelos por homología de los 14 GPCRs modelizados en el 

trabajo de Selent y col., (2008). (a) Se muestran la disposición de las cadenas laterales en el sitio 

de unión de los GPCRs y (b) la superposición de las posiciones de acoplamiento de clozapina en 

los mismos receptores. (Tomado de Selent y col., 2008). 

A partir de los modelos receptoriales generados en el citado trabajo, los autores 

identificaron una serie de características estructurales comunes a los 14 GPCRs (Selent y 

col., 2008): el aspártico en posición 3.32 determinante para la unión de ligandos; regiones 

hidrofílicas en TM3 y TM5; regiones hidrofóbicas como el agrupamiento aromático entre 

TM5 y TM6 y residuos alifáticos en TM1 y TM2. Las regiones hidrofílicas identificadas 

comprenden la posición Cys/Ser 3.36 y las posiciones en TM5 5.42, 5.43 y 5.46, para las 

que ya se había descrito algún papel, tanto en la modulación de la afinidad y el 

posicionamiento de ligandos serotoninérgicos con determinadas características estructurales 

en el caso de la posición 3.36 en el bolsillo de unión del receptor 5-HT2A (Almaula y col., 

1996) como en la selectividad por grupos aromáticos (fenol, catecol, imidazol, indol) de 

ligandos endógenos por el receptor beta-adrenérgico (posiciones 5.42, 5.43 y 5.46 ) 

(Kobilka, 2004) (Fig. 25).  
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Fig. 25. Representación de zonas y posiciones homólogas identificadas en el estudio de Selent 

y col. (2008) en el sitio de unión entre los receptores modelizados. Se señalan el residuo 

Asp3.32 conservado en TM3 (naranja); regiones hidrofóbicas (verde): agrupamiento aromático en 

TM5 y TM6 y residuos alifáticos en TM1 y TM2; regiones hidrofílicas (azul): posiciones 3.36 y 

3.37 (TM3) y 5.42, 5.46 y 5.47 (TM5). En la esquina inferior derecha se representa para 

comparación un alineamiento de la secuencia en el sitio de unión de los receptores 5-HT2A y D2 

humanos, resaltando en rojo los residuos conservados. (Tomado de Selent y col., 2008). 

De los mencionados estudios de modelización de GPCRs del receptoroma de los 

antipsicóticos y de acoplamiento de ligandos (clozapina, olanzapina) en esos modelos 

derivan tres hipótesis acerca de la interacción ligando-receptor que fueron confrontadas 

experimentalmente en este bloque de trabajo. Estas hipótesis plantean comprobar la 

relevancia de aminoácidos en determinadas posiciones de GPCRs del receptoroma de 

antipsicóticos para el perfil de afinidad y selectividad de clozapina y olanzapina, entre otros 

ligandos, por esos GPCRs. Con el planteamiento y comprobación de estas hipótesis se 

espera que los resultados verifiquen y complementen la información disponible y obtenida 

en los estudios de modelización y acoplamiento de ligandos (Selent y col., 2008). Se 

considera que los resultados aportarán información acerca de la relevancia de los 

aminoácidos en determinadas posiciones de los receptores o de determinados componentes 

estructurales de los ligandos para los perfiles de afinidad y selectividad por GPCRs. El 

conocimiento acerca de la biología estructural de receptores podría verse aumentado al igual 

que podrían definirse mejor los determinantes del perfil multirreceptorial de fármacos 
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antipsicóticos. Indirectamente, se podría ampliar la información disponible en el área de 

descubrimiento de fármacos (optimización de cabezas de serie, modelización). 

 Relevancia del residuo en posición 3.36 para la unión de antipsicóticos 

a GPCRs de su receptoroma 

El estudio planteado en este subapartado de nuestro trabajo parte de observación de 

que los perfiles de afinidad de clozapina y olanzapina por distintos GPCRs guardan relación 

con la identidad del residuo en la posición 3.36 del receptor. En concreto, la presencia de 

Ser o Cys en dicha posición definiría dos grupos de receptores por los que ambos 

antipsicóticos presentarían mayor y menor afinidad, respectivamente. De acuerdo con esta 

observación, la importancia del residuo 3.36 ya había sido evidenciada en estudios previos 

en los que se demostró que era determinante para la afinidad de serotonina por el receptor 

5-HT2A (Almaula y col., 1996). Concretamente, Selent y col. encontraron, en base a datos 

experimentales recogidos de la literatura de ensayos de unión de radioligandos, una afinidad 

de clozapina y olanzapina significativamente mayor (test t de Student, p < 0.001) por los 

receptores con un residuo Ser en la posición 3.36, entre los que se encuentran los receptores 

5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C, M1, M4 y H1, que por los receptores con un residuo Cys en esta 

posición (D2, D3, D4, 5-HT1A, 5-HT6, 5-HT7, α1 y α2), siendo el incremento medio del valor 

de afinidad de olanzapina asociado a Ser3.36 de aproximadamente una unidad logarítmica 

(algo menor en el caso de clozapina: 0.8) en unidades pKi (Fig. 26) (Selent y col., 2008).  
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Fig. 26. La gráfica resume los valores de afinidad (pKi) de olanzapina y clozapina por los 

distintos receptores con Cys o Ser en posición 3.36 (grupos C3.36 y S3.36, respectivamente). 

Los dos antipsicóticos presentan mayor afinidad por los receptores con Ser en posición 3.36 con 

respecto a los receptores con Cys en esa posición (test t de Student, p < 0.001). (Tomado y 

modificado de Selent y col., 2008). Receptores Cys3.36: D2, D3, D4, 5-HT1A, 5-HT6, 5-HT7, α1 y 

α2; receptores Ser3.36: 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C, M1, M4 y H1. 

Dentro de los dos grupos de receptores identificados, destacan por su relevancia en 

el perfil farmacológico de los antipsicóticos los receptores D2 y 5-HT2A, que notablemente 

constituyen ejemplos de los grupos de GPCRs Cys3.36 y Ser3.36, respectivamente. Los 

estudios de acoplamiento de antipsicóticos en los modelos de receptores generados llevados 

a cabo por Selent y col. (2008) encontraron similitudes entre una serie de interacciones que 

clozapina y olanzapina establecían tanto con el receptor 5-HT2A como en el D2: disposición 

del anillo tricíclico de forma perpendicular al plano de la membrana; formación de un enlace 

iónico entre el átomo de nitrógeno protonado en el anillo piperazina del ligando y Asp3.32; 

la existencia de una zona de unión hidrofóbica que empareda al ligando conformada por los 

residuos Phe6.52 y Val3.33; formación de un enlace mediante puente de hidrógeno entre el 

átomo de nitrógeno 5 del ligando y Ser5.46; y existencia de una interacción aromática entre 

el anillo tricíclico y Trp6.48 (Fig. 27). 
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Fig. 27. Se representa un complejo clozapina-receptor 5-HT2A (a) y un complejo clozapina-

receptor D2 (b). Se indican las principales interacciones entre estos receptores y el ligando: una 

unión iónica entre el átomo de N protonado en el anillo piperazina de clozapina con Asp3.32, el 

sándwich hidrofóbico entre Phe6.52 y Val3.33, el puente de hidrógeno entre el átomo N5 y 

Ser5.46 y una interacción aromática entre el sistema tricíclico y Trp6.48. “X” señala la interacción 

mediante puente de H de Cys3.36 con el átomo N10 de clozapina, más débil o ausente en el 

complejo con el receptor D2. (Tomado de Selent y col., 2008). 

Un análisis detallado de los resultados de los estudios de acoplamiento en estos dos 

receptores (Fig. 27) indica una diferencia potencialmente relevante entre las interacciones 

que ambos ligandos establecen con cada uno de ellos, en concreto en el tipo de enlace de 

puente de hidrógeno que se establece entre el átomo de nitrógeno N10 de los ligandos y el 

residuo 3.36 del receptor, que es más débil en el caso de Cys3.36 (receptor D2) que en el 
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caso de Ser3.36 (receptor 5-HT2A). Así, la diferencia de afinidades de los antipsicóticos por 

los dos grupos de receptores podría ser reflejo de la relevancia del aminoácido en posición 

3.36 para la unión de estos ligandos.  

En base a estos datos, y con el objetivo de aportar información acerca de la 

relevancia del aminoácido en posición 3.36 (Ser o Cys) en GPCRs del receptoroma de 

antipsicóticos para la interacción con los ligandos clozapina y olanzapina, del tipo de 

interacción establecida y/o de componentes estructurales de los ligandos relevantes para su 

perfil farmacológico, se planteó comprobar experimentalmente si la identidad (Ser o Cys) 

del residuo en posición 3.36 es determinante para los perfiles de afinidad de clozapina y 

olanzapina, seleccionando como receptores prototipo de cada grupo receptorial los 

receptores 5-HT2A (Ser3.36) y D2 (Cys3.36), sobre los que se llevó a cabo el estudio 

experimental. Para ello, se generaron mediante mutagénesis dirigida receptores 5-HT2A y 

D2S mutados en los que se intercambiaron los residuos Ser o Cys en la posición 3.36: el 

receptor 5-HT2A-Ser3.36Cys y el receptor D2S-Cys3.36Ser, con el objetivo de verificar 

mediante ensayos de unión de radioligandos de competición la relevancia del aminoácido 

en posición 3.36 para los perfiles de afinidad de clozapina y olanzapina.  

 Relevancia de los residuos en las posiciones 5.43 y 5.46 para la unión 

de antipsicóticos a GPCRs de su receptoroma 

Al igual que en el caso anterior, la hipótesis que se plantea en este subapartado parte 

de los resultados del estudio de modelización y acoplamiento multirreceptorial realizado 

por Selent y col., (2008). Clozapina y olanzapina son dos antipsicóticos atípicos con un 

perfil de afinidades por distintos GPCRs también bastante semejante y con estructura 

química muy similar, siendo la principal diferencia estructural ente ambos ligandos el 

reemplazamiento bioisostérico del anillo fenilo en el sistema tricíclico de clozapina por el 

anillo tiofeno de olanzapina.  En el trabajo de Selent y col. (2008) se compararon las 

afinidades de clozapina y olanzapina por distintos GPCRs de su receptoroma, encontrándose  

una afinidad mayor de olanzapina en comparación con clozapina por una serie de receptores 

entre los que se encuentran los receptores D2 (el caso más notable), D3, D4 y 5-HT2A (grupo 

1) (Fig. 28).Por el contrario, clozapina presentó una afinidad mayor que olanzapina por 

receptores tales como 5-HT1A (el caso más notable), 5-HT2B, 5-HT7 y adrenérgicos α1 y α2 
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(grupo 2) (Fig. 28). Los estudios de acoplamiento de Selent y col. (2008) realizados en una 

serie de GPCRs diana de antipsicóticos permitieron hacer una preselección de posiciones 

que conforman el sitio de unión de antipsicóticos. Así, el alineamiento múltiple de la 

secuencia aminoacídica en posiciones relevantes para la interacción antipsicótico-receptor 

de acuerdo con los estudios de acoplamiento sobre los modelos receptoriales generados, 

para los receptores mencionados como pertenecientes a los dos grupos identificados, 

permitió apreciar notables similitudes entre los receptores pertenecientes a cada grupo, así 

como algunas diferencias destacables entre los dos grupos. Específicamente, se pudo 

observar que los receptores pertenecientes al grupo 1 (de mayor afinidad por olanzapina) 

presentan dos residuos Ser en las posiciones 5.43 y 5.46, mientras que de los receptores 

pertenecientes al grupo 2 (mayor afinidad por clozapina) podría decirse que comparten la 

característica estructural de presentar residuos más hidrofóbicos que Ser en estas posiciones 

(Fig. 28). Asimismo, un residuo con propiedades de donante/aceptor de puentes de 

hidrógeno (His/Asn) aparece conservado en la posición 6.55 entre los receptores del grupo 

1 y no entre los receptores del grupo 2 (Fig. 28). 
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Fig. 28. Diferencias de pKi (olanzapina – clozapina) (± DE) y secuencias de los receptores 

considerados en los trabajos de Selent y col. (2008, 2014), tras su asignación a grupos en base 

a dichas diferencias. La figura A representa la diferencia de afinidades por los distintos receptores 

entre olanzapina y clozapina expresado como diferencias de pKi (pKi olanzapina - pKi clozapina). A 

la hora de realizar la asignación a grupos sólo se consideraron receptores cuya diferencia de 

afinidades era superior a 0.3 unidades logarítmicas. La gráfica B muestra comparativamente la 

secuencia de distintos receptores considerados, resaltando posiciones de interés en el estudio. 

(Ambos tomados de Selent y col., 2008, 2014). 
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Los complejos ligando-receptor para olanzapina y clozapina sobre los modelos 

receptoriales basados en la estructura cristalina del receptor 2-adrenérgico y generados por 

Selent y col. (2008), muestran a ambos antipsicóticos aproximadamente en la misma 

posición, con olanzapina ligeramente más enterrada en el bolsillo de unión debido a la 

ausencia del átomo de cloro en esta estructura. Sin embargo, destaca en estos complejos que 

las tres posiciones que representan las principales diferencias en secuencia aminoacídica 

entre los grupos 1 y 2 (5.43, 5.46. y 6.55) se encuentran muy próximas al anillo tiofeno de 

olanzapina, que constituye la principal diferencia estructural de olanzapina en comparación 

con clozapina. Esto se puede observar en los complejos de cada ligando con el receptor 5-

HT2A (Ser5.43, Ser5.46, Asn6.55), un ejemplo de receptor perteneciente al grupo 1 (Fig. 

29).  
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Fig. 29. Ejemplo de modelización de las interacciones entre un receptor del grupo 1 y 

clozapina y olanzapina realizado por Selent y col., (2008). Complejo de a) clozapina y b) 

olanzapina con el receptor 5-HT2A de serotonina. Se muestran los residuos Ser5.43, Ser5.46 y 

Asn6.55, característicos del grupo 1, y claves para las interacciones polares con el anillo tiofeno de 

olanzapina. (Tomado de Selent y col., 2008). 

Basándonos en la estructura de los complejos antipsicótico-receptor descritos por 

Selent y col. (2008), se puede interpretar que, para el caso de olanzapina, los receptores del 

grupo 1 posicionan el residuo Ser5.46 justo enfrente de los heteroátomos N5 y S en el 

sistema tricíclico, produciendo interacciones favorables. De esta forma, Ser5.43 

interacciona con el residuo donante de puentes de H (His o Asn) estableciéndose 

interacciones polares adicionales con el anillo tiofeno de la olanzapina, lo que estabilizaría 

el complejo. Adicionalmente, el posicionamiento más enterrado de olanzapina en el bolsillo 

de unión podría favorecer sus interacciones con los residuos más polares presentes en TM5 

en el grupo 1 (Ser5.43 y Ser5.46). Por el contrario, los receptores del grupo 2 presentan 

residuos menos polares en esas posiciones (como máximo un residuo Ser en 5.43/5.46), lo 
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que haría que interacciones mejor con el anillo fenilo de la clozapina que con el anillo 

tiofeno más polar presente en olanzapina. 

Así, teniendo en cuenta los datos aportados por los estudios de acoplamiento en 

GPCRs diana de antipsicóticos de Selent y col. (2008) y los datos relativos a la diferencia 

de afinidades de clozapina y olanzapina por distintos receptores, nos planteamos investigar 

experimentalmente la relevancia de los aminoácidos en las posiciones 5.43 y 5.46 de GPCRs 

diana de antipsicóticos para el perfil farmacológico diferencial de clozapina y olanzapina 

así como las diferentes interacciones que estos dos ligandos distintos podrían establecer con 

estos aminoácidos. Así, en este subapartado de este trabajo se propuso comprobar si la 

diferencia en la identidad de los aminoácidos que ocupan las posiciones 5.43 y 5.46 de 

receptores adscritos a los dos distintos grupos, contribuye de forma determinante a la 

preferencia de afinidades que presentan, comparativamente, los antipsicóticos olanzapina y 

clozapina (mayor afinidad de olanzapina en comparación con clozapina por el grupo de 

receptores Ser5.43/Ser5.46 y mayor afinidad de clozapina en comparación con olanzapina 

por los receptores del grupo presentando aminoácidos más hidrofóbicos en estas mismas 

posiciones). Para comprobar experimentalmente esta hipótesis, nuestro trabajo se centró en 

los receptores D2 (como prototipo de receptor del grupo Ser5.43/Ser5.46) y 5-HT1A 

(receptor del grupo con residuos hidrofóbicos, en este caso Thr5.43/Ala5.46). De manera 

que se planteó un intercambio de estos aminoácidos en cada uno de los receptores mediante 

mutagénesis dirigida, con el fin de comprobar mediante ensayos de unión de radioligandos 

el impacto de las mutaciones en el perfil de afinidades de los antipsicóticos clozapina y 

olanzapina por ambos receptores.  

 Relevancia del residuo en posición 3.33 para la unión de antipsicóticos 

a GPCRs diana y antidiana de su receptoroma 

Al igual que en los dos subapartados anteriores, la hipótesis de este trabajo parte de 

los resultados del estudio realizado por Selent y col., 2008. Mediante estudios de 

acoplamiento de los antipsicóticos clozapina y olanzapina en los distintos GPCRs 

modelizados se determinó que los ligandos, en su unión a los receptores 5-HT2A y D2, 

interaccionan con un sándwich hidrofóbico conformado por los residuos Phe6.52 y Val3.33 

(Selent y col., 2008). Estos residuos se encuentran conservados en otros receptores del 
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receptoroma de los antipsicóticos como los dopaminérgicos D3 y D4, de serotonina 5-HT1A, 

5-HT2A y 5-HT7 y adrenérgicos α2 (Tabla 5).  

 

Tabla 5. Secuencia de aminoácidos de distintos GPCRs del receptoroma de los antipsicóticos. 

La presente hipótesis se centra en el residuo en posición 3.33, ocupado por Val en muchos de los 

GPCRs asociados a la acción terapéutica de los antipsicóticos. En receptores antidiana como el 

histaminérgico H1 o el muscarínico M1 esta posición la ocupa Tyr. (Tomado de GPCRDB, 2015). 

El receptor H1 es uno de los receptores por el que los antipsicóticos clozapina y 

olanzapina presentan una mayor afinidad; responsable en gran medida del efecto adverso 

de sedación, causado especialmente por estos dos antipsicóticos, o de la ganancia de peso 

(Kroeze y col., 2003; Deng y col., 2010; Benedí e Iglesias, 2012; Leucht y col., 2013). Este 

receptor presenta en posición 3.33 un residuo tirosina, aminoácido también presente en esa 

posición en otras antidianas de fármacos antipsicóticos como los receptores muscarínicos 

M1, M2 y M3, relacionados con reacciones adversas de tipo cardíaco o ganancia de peso, 

entre otras. El análisis multirreceptorial de las afinidades que presentan clozapina y 

olanzapina por distintos GPCRs de su receptoroma junto con el alineamiento múltiple de 

las secuencias de esos receptores llevado a cabo por Selent y col (2008) viene a indicar que 

clozapina y olanzapina presentarían una mayor afinidad por receptores con Tyr en posición 

3.33, una característica estructural presente en los receptores aceptados como antidianas de 

los antipsicóticos atípicos, que por receptores con Val en esa posición, aspecto estructural 
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compartido por diversos GPCRs considerados dianas asociadas a la eficacia terapéutica de 

estos fármacos.  

Para ilustrar esta observación, en la Tabla 6 se recogen algunos valores de afinidad 

de clozapina y olanzapina por estos receptores recogidos de distintas fuentes que pueden 

servir como referencia, y que sitúan al receptor de histamina H1 (Tyr3.33) como el GPCR 

por el que ambos fármacos presentan la mayor afinidad. 

 

 5-HT2A D2 H1 

 

Ki (nM) 

(PDSP) 

Ki (nM) 

 (Ishibashi y 

col., 2010) 

Ki (nM) 

 (PDSP) 

Ki (nM) 

 (Ishibashi y 

col., 2010) 

Ki 

(nM) 

(PDSP) 

Ki (nM) 

 (Ishibashi 

y col., 

2010) 

C
lo

za
p

in
a
 5.92 

(1 – 11)1 

 

9.17 ± 1.462 

157 

(44 – 260)3 

 

108 ± 274 
1.25 

 

2.02 ± 

0.206 

O
la

n
za

p
in

a
 

3.13 

(1.31 – 5.8)1 

 

5.78 ± 0.892 

34.23 

(3.7 – 78)3 

 

14.4 ± 3.24  
3.83 ± 

0.526 

Tabla 6. Valores de afinidad (Ki) de clozapina y olanzapina por los receptores 5-HT2A, D2
 y 

H1 humanos, así como de otras especies. 1Media (rango) de valores de Ki (nM) tomados de 

PDSP (National Institutes of Mental Health Psychoactive Drug Screening Program, PDSP Ki 

Database: http://pdsp.med.unc.edu/) (receptor humano clonado, [3H]-ketanserina). 2Valor de Ki 

(nM, media ± EEM) tomado de Ishibashi y col., 2010 (córtex de rata, 1 nM [3H]-ketanserina). 

3Media (rango) de valores de Ki (nM) tomados de PDSP (receptor humano clonado, [3H]-

espiperona). 4Valor de Ki (nM, media ± EEM) tomado de Ishibashi y col., 2010 (estriado de rata, 

0.05 nM [3H]-espiperona). 5Valor de Ki (nM) tomado de PDSP (membranas de córtex humano, 

[3H]-doxepina). 6Valor de Ki (nM, media ± EEM) tomado de Ishibashi y col., 2010 (cerebro de 

cobaya, 0.4 nM [3H]-pirilamina). 
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Los estudios acerca de la estructura del receptor histaminérgico humano H1 mediante 

cristalización determinan la interacción hidrofóbica de Tyr3.33 con un anillo bencénico del 

ligando cristalizado doxepina (estructura dibenzoxepina) (Shimamura y col., 2011) y 

también con su cadena alifática lateral (Fig. 30). Es, por tanto, un aminoácido que participa 

en la unión de ligandos, al igual que se observa en estudios de modelización de este receptor 

y del receptor M1 (ambos con Tyr3.33) con el antipsicótico de estructura benzoisotiazol 

lurasidona (Fig. 31, Ichikawa y col., 2012), realizados sobre modelos de receptores 

generados tomando como base la estructura cristalográfica 3PBL del receptor D3 (Chien y 

col., 2010). Por lo que respecta al sistema aromático de lurasidona, decir que posee una 

estructura similar al de olanzapina (benzoisotiazol). En este último caso, el grupo 

benzoisotiazol de lurasidona en ambos receptores está próximo a Tyr3.33 (Ichikawa y col., 

2012). 

 

Fig. 30. Representación del sitio de unión del receptor de histamina H1 en complejo con 

doxepina realizada a partir de los datos de cristalización aportados por Shimamura y col. 

(2011). (a) Se muestra el ligando doxepina en amarillo. Los puentes de hidrógeno o uniones 

iónicas se muestran mediante líneas punteadas en azul. Los átomos de oxígeno están en rojo. (b) 

Se muestra Tyr3.33, que se dispone hacia el interior del sitio de unión e interacciona con un anillo 

bencénico y con la cadena lateral alifática de doxepina. (Tomado de Shimamura y col., 2011). 
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Fig. 31. Representación de modelos del sitio de unión de los receptores H1 y M1 en complejo 

con el antipsicótico atípico lurasidona, indicándose los aminoácidos que establecen 

interacciones con el fármaco, según se describen por Ichikawa y col. (2012). El trabajo de 

Ichikawa y col., (2012) realiza estudios de acoplamiento y simulación de dinámica molecular con 

modelos de estos dos receptores generados a partir de la estructura cristalográfica 3PBL del 

receptor D3 (Chien y col., 2010). En ambos receptores el residuo de Asp3.32 interacciona con el 

átomo de N de la piperazina del ligando. Los residuos Tyr de la posición 3.33 son Tyr108 (H1) y 

Tyr106 (M1), y ambos están próximos al grupo benzoisotiazol. En gris se muestran los 

aminoácidos hidrofóbicos y en azul claro los hidrofílicos. (Tomado de Ichikawa y col., 2012). 

Así, en este subapartado se planteó el estudio de la posible relevancia de la 

interacción que se establece entre los ligandos clozapina y olanzapina y el aminoácido en 

posición 3.33 en receptores diana (tales como el receptor D2) y antidiana (en particular el 

receptor H1) como determinante de la distinta afinidad de estos antipsicóticos por receptores 

presentando residuos Val o Tyr en esa posición. En concreto y como primera aproximación 

a esta cuestión nos centramos en el receptor D2 y nos planteamos intercambiar mediante 

mutagénesis dirigida el aminoácido Val en posición 3.33 por Tyr con el fin de comprobar 

mediante ensayos de unión de radioligandos de competición el efecto de esta mutación sobre 

la afinidad de los antipsicóticos clozapina y olanzapina por este receptor. 
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 ESTUDIO DE LAS CINÉTICAS DE INTERACCIÓN LIGANDO-RECEPTOR EN 

GPCRS: TIEMPO DE RESIDENCIA DEL ANTIPSICÓTICO ATÍPICO LURASIDONA EN EL 

RECEPTOR DE SEROTONINA 5-HT7 

El parámetro tiempo de residencia (tR) cuantifica el tiempo medio que una molécula 

de ligando o fármaco permanece unida a la diana. En el caso de fármacos con perfil 

multirreceptorial, una característica en general muy deseable en fármacos antipsicóticos y 

otros fármacos para enfermedades psiquiátricas complejas, el tR podría ser un factor 

determinante para el perfil de eficacia y de reacciones adversas al poder conferir selectividad 

cinética sobre las distintas dianas (Seeman, 2005; Copeland y col., 2006). Esto puede ser 

particularmente relevante cuando el fármaco ha de actuar en presencia de ligandos 

endógenos que pueden alcanzar concentraciones muy elevadas puntualmente, como en las 

sinapsis, situación en la que los tiempos de residencia pueden determinar la capacidad del 

fármaco de competir de forma efectiva por la diana (Vauquelin y van Liefde, 2006; 

Vauquelin y Charlton., 2010). En el caso de fármacos con un aclaramiento lento del 

compartimento diana, un tR elevado puede constituirse en el factor determinante de la 

duración de acción, en particular en el caso de antagonistas (Dahl y Akerud, 2013), aunque 

siempre valorado integrando otros aspectos farmacocinéticos y farmacodinámicos. De 

hecho, el parámetro tiempo de residencia presenta un enorme interés desde el punto de vista 

de la farmacología integrativa, que integra e interrelaciona la farmacodinamia y la 

farmacocinética de forma cuantitativa, ayudándose de los nuevos modelos PKPD 

(Derendorf y col., 2000; Ploeger y col., 2009; Gabrielsson y Green, 2009). La integración 

de este parámetro podría ayudar a definir y explicar un determinado perfil clínico en relación 

a eficacia o reacciones adversas.  

En investigación y desarrollo de fármacos, el tiempo de residencia de fármacos sobre 

sus dianas o antidianas se considera un parámetro que podría aportar una caracterización 

más fiable y representativa del proceso de unión ligando-receptor en condiciones in vivo 

que otros parámetros clásicos de afinidad calculados en condiciones in vitro de equilibro. 

En cribado de moléculas y en optimización de cabezas de serie, se valora actualmente 

adoptar criterios de selección de moléculas que incorporen parámetros cinéticos como tR, 

una vez que se han desarrollado métodos experimentales relativamente sencillos para su 

determinación como los ensayos de unión de radioligandos de competición cinética de dos 



Justificación y Objetivos 

 

106 

 

puntos (Guo y col., 2012a). Asimismo, han podido establecerse correlaciones del tR con 

otros parámetros obtenidos experimentalmente referidos a efectos celulares e in vivo (Guo 

y col., 2012), lo que sugiere que las bases moleculares de la eficacia de un agonista podrían 

estar ligadas al tiempo de residencia del ligando en el receptor. Por todo ello, hoy se aboga 

en general por la introducción sistemática de medidas de tR en fases tempranas de cribado 

de moléculas y de generación y optimización de cabezas de serie (Copeland y col., 2006; 

Lu y Tonge, 2010). 

La lurasidona como fármaco antipsicótico atípico presenta un perfil 

multirreceptorial, considerado como la base de la superioridad de estos fármacos respecto a 

la aproximación terapéutica de los antipsicóticos clásicos. Conocer las cinéticas de 

asociación y disociación, los tiempos de residencia en las distintas dianas y la selectividad 

cinética cobra especial interés para fármacos con un perfil de selectividad complejo como 

son los antipsicóticos atípicos, pues es una información que podría interesar para su 

incorporación en el proceso de desarrollo de nuevos fármacos. Un primer ejemplo de la 

relevancia del tR de los fármacos antipsicóticos para su eficacia y perfil de efectos adversos 

lo constituye la teoría de que un tiempo de residencia corto de los antipsicóticos atípicos en 

el receptor D2 se relaciona con su baja incidencia de reacciones adversas extrapiramidales 

(Kapur y Seeman, 2001).  

Como fármaco antipsicótico, lurasidona es el antipsicótico de segunda generación 

con mayor afinidad por el receptor 5-HT7 (Ki = 0.495 nM, frente a 5-CT) (Ishibashi y col., 

2010), del que es antagonista (Samalin y col., 2014), siendo su afinidad por este receptor 

superior a la de otros antipsicóticos con un componente destacado de afinidad por 5-HT7 en 

su perfil farmacológico como amisulprida (Ki = 135.5 nM, frente a 5-CT) (Abbas y col., 

2009), aripiprazol (Ki = 9.6 nM) (Kroeze y col., 2003) o quetiapina (Ki = 307 nM) (López-

Muñoz y Álamo, 2013). Clozapina, risperidona y ziprasidona también presentan afinidades 

destacables por este receptor, con un valor de Ki en torno a 10 nM (Kroeze y col., 2003). 

En estudios preclínicos, lurasidona se ha demostrado capaz de mejorar los resultados 

en ensayos de reconocimiento de objetos (NOR) en modelos de disfunción cognitiva 

inducidos mediante la administración subcrónica de antagonistas NMDA como MK-801 

(Ishiyama y col., 2007; Horisawa y col., 2013) o fenciclidina (PCP) (Horiguchi y col., 2011), 

lo que constituye un modelo farmacológico de sintomatología cognitiva en esquizofrenia 
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(Meltzer y Massey, 2011). También se atribuyen al antagonismo 5-HT7 de amisulprida 

efectos procognitivos en el mismo modelo (Abbas y col., 2009).  

En ensayos clínicos, el estudio comparativo de lurasidona frente a quetiapina y 

placebo administrados en un periodo de 6 meses también encuentra mejoría en síntomas 

positivos frente a quetiapina para todas las dosis de lurasidona (40-160 mg) (Yasui-

Furukori, 2012; Harvey y col., 2015a). A pesar de esto, hay que tener en cuenta que la 

mejoría de síntomas cognitivos también se ha relacionado con otras actividades 

farmacológicas presentes en el perfil farmacológico de lurasidona, como el antagonismo 5-

HT2A o el agonismo 5-HT1A, tanto en estudios preclínicos in vivo como en ensayos clínicos 

(Meltzer y Massey, 2011). Asimismo, en el perfil multirreceptorial de lurasidona la falta de 

afinidad por receptores como H1 y M1 también sería favorable en este sentido (Yasui-

Furukori, 2012). Por otra parte, existe la hipótesis de que la mejoría en sintomatología 

negativa y cognitiva podría deberse a una mejoría de los síntomas positivos (Álamo y col., 

2007; Álamo y col., 2007a). Con todo, el antagonismo 5-HT7 se considera un componente 

muy relevante en la eficacia terapéutica de lurasidona frente a la sintomatología de la 

esquizofrenia y en particular, en una dimensión mal cubierta por los fármacos antipsicóticos 

actualmente disponibles como es la negativa/cognitiva. 

Algunos antipsicóticos atípicos con una afinidad destacada por el receptor 5-HT7 se 

han mostrado moderadamente eficaces en el tratamiento de la depresión, especialmente 

quetiapina y aripiprazol en el tratamiento del trastorno depresivo mayor (TDM) y 

amisulprida en el de la distimia (Komossa y col., 2010). Los dos primeros de esos fármacos 

están aprobados para el tratamiento del trastorno depresivo mayor en Estados Unidos, pero 

sólo como terapia complementaria antidepresivos y quetiapina en la forma de liberación 

prolongada. De éstos, sólo quetiapina tiene la indicación para el tratamiento del trastorno 

depresivo mayor aprobada en España. Lurasidona, al igual que quetiapina, está aprobada 

para el tratamiento de la fase depresiva del trastorno bipolar en Estados Unidos 

(Micromedex [base de datos], 2014). Para esta indicación, lurasidona se ha demostrado 

eficaz tanto en monoterapia como de forma complementaria a litio o valproico (Micromedex 

[base de datos], 2014), mejorando la puntuación en la escala de calificación de la depresión 

de Montgomery-Asberg (Citrome y col., 2014a). Este fármaco también mejoró la 
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puntuación en la misma escala en el tratamiento de la esquizofrenia (Citrome y col., 2014b; 

Samalin y col., 2014).  

La acción antidepresiva constituye quizás el efecto terapéutico asociado a 

antagonismo 5-HT7 de mayor interés hoy en día. En ensayos in vivo en ratones, la acción 

antidepresiva del antagonismo 5-HT7 se ha demostrado con el antagonista SB269970 y 

empleando ratones carentes del gen HTR7, mediante ensayos de suspensión de cola y de 

natación forzada (Hedlund y col., 2005). En otro estudio con lurasidona, empleando los 

mismos ensayos de evaluación de actividad antidepresiva en ratones, se observó cierto 

efecto antidepresivo que se relacionó igualmente con el antagonismo 5-HT7 del fármaco 

(Cates y col., 2013). 

Consistentemente con estas observaciones preclínicas, antidepresivos de nueva 

generación incorporan el antagonismo 5-HT7 como una de sus actividades, como es el caso 

de vortioxetina, aunque no puede concluirse que su eficacia antidepresiva sea debida 

totalmente a la actividad antagonista 5-HT7 (Sánchez y col., 2014) al presentar otras 

actividades como el agonismo parcial 5-HT1A e inhibición de la recaptación de serotonina 

que podrían contribuir a este efecto (Sánchez y col., 2014). Lo mismo ocurriría con 

lurasidona, del que tampoco puede concluirse que el antagonismo 5-HT7 sea totalmente 

responsable de su acción antidepresiva (Fountoulakis y col., 2015), sobre todo cuando están 

presentes otras actividades potencialmente relacionadas con tal acción como el agonismo 5-

HT1A y el antagonismo 5-HT2A (Fountoulakis y col., 2015). En cualquier caso, otros 

antidepresivos como mianserina, fluoxetina, maprotilina o imipramina también incorporan 

un componente de antagonismo 5-HT7 en su perfil farmacológico, aunque no se considere 

el principal responsable de su acción terapéutica.  

En base a todo lo expuesto, en este apartado de nuestro trabajo partimos de la 

hipótesis de que el conocimiento de los tiempos de residencia del antipsicótico atípico de 

reciente aprobación lurasidona en sus distintos receptores diana puede aportar información 

acerca de su mecanismo de acción y de las bases farmacológicas de su perfil clínico de 

eficacia y seguridad. Esta información puede resultar de interés tanto desde el punto de vista 

terapéutico en relación al uso clínico de este fármaco como desde el punto de vista de la 

investigación y desarrollo de nuevos fármacos antipsicóticos. Así, como un primer paso en 

esta dirección, hemos abordado el objetivo de cuantificar el tR de lurasidona en el receptor 
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5-HT7 humano, que nos podría servir como modelo de partida para la puesta a punto 

metodológica necesaria y que podría aportar información de interés al tratarse de un receptor 

muy relevante en el perfil farmacológico característico y distintivo de este fármaco. 
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 ESTUDIO DE LAS CINÉTICAS DE INTERACCIÓN LIGANDO-RECEPTOR EN 

GPCRS: RELEVANCIA DEL RESIDUO HIS264 EN EL3 PARA LAS CINÉTICAS DE 

ASOCIACIÓN Y DISOCIACIÓN DE [3H]-ZM241385 AL RECEPTOR DE ADENOSINA A2A 

Este apartado de nuestro trabajo se fundamenta en datos acerca de la estructura del 

receptor de adenosina A2A en complejo con el antagonista ZM241385 aportados tras su 

cristalización y sometimiento a difracción de rayos X (código PDB 3EML) (Jaakola y col., 

2008), así como en la información aportada por estudios de modelización y dinámica 

molecular llevados cabo por el grupo colaborador de los doctores D. Rodríguez y H. 

Gutiérrez sobre los receptores de adenosina A2A y A2B (Rodríguez y col., 2011). 

En la zona extracelular de todos los GPCRs se localizan tres bucles extracelulares 

que conectan los distintos segmentos transmembrana. Es la zona que presenta la mayor 

variabilidad en la secuencia entre los distintos GPCRs. Su importancia viene dada porque 

pueden afectar a las interacciones receptor-ligando al poder establecerse interacciones de 

los ligandos con los aminoácidos localizados en dichos bucles, pueden condicionar el modo 

de acceso de los ligandos al sitio de unión o su salida del mismo y condicionan estéricamente 

y mediante interacciones la disposición global del haz de hélices (Wheatley y col., 2012). 

En general, los bucles extracelulares presentan una estructura secundaria definida e 

igualmente, la conformación espacial de los bucles puede verse definida por la presencia de 

elementos estructurales como puentes disulfuro intra o inter-bucle (Wheatley y col., 2012). 

En GPCRs de la clase A, el segundo bucle extracelular (EL2) suele presentar el mayor 

tamaño. Pese a las posibles restricciones en la conformación de los bucles, se ha visto que 

el EL2 interviene en el acceso de ligandos al sitio de unión para receptores como el 

muscarínico M2 (Avlani y col., 2007). 

La estructura del receptor A2A determinada en el trabajo de cristalización de Jaakola y col., 

(2008) aportó importante información, no bien conocida hasta ese momento, acerca de los 

elementos que confieren una ordenación estructurada a los dominios extracelulares del 

receptor A2A. En esta estructura falta una parte de la secuencia de EL2 más alejada de los 

segmentos transmembrana (Jaakola y col., 2008) y en la misma, EL2 carece de una 

estructura secundaria destacable, aunque otras estructuras cristalográficas del receptor han 

permitido determinar que este bucle contiene una α-hélice de dos giros (Lebon y col., 2011; 

Katritch y col., 2012). Tanto este bucle como EL3 presentan una serie de enlaces mediante 
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puente disulfuro que determinan su conformación y la unión de ligandos. Uno de ellos se 

establece entre EL2 y EL1 (EL2-EL1); otros dos entre EL2 y el segmento transmembrana 

3 (en las proximidades de EL1) (EL2-TM3); y otro como puente disulfuro intrabucle en 

EL3 (EL3-EL3), que orienta al imidazol de His2647.29 (posición designada alternativamente 

como 6.66 en algunos trabajos) en EL3 hacia la zona de acceso de ligandos al sitio de unión 

del receptor. En cuanto a la disposición del sitio de unión en el receptor A2A, éste se 

encuentra muy desplazado hacia la mitad extracelular (la mitad del haz de hélices que se 

orienta hacia el espacio extracelular) del receptor en comparación con otros GPCRs, 

haciendo que los ligandos interaccionen de manera importante con residuos de los bucles 

EL2 y EL3 (Jaakola y col., 2008) (Fig. 32). 

 

Fig. 32. Posición e interacciones del ligando ZM241385 con el receptor de adenosina A2A 

humano en la estructura cristalográfica 3EML (código PDB) del complejo. El ligando 

interacciona principalmente con áreas de los segmentos transmembrana 6 y 7 (TM6 y TM7) 

(sombreado en rojo) y se dispone próximo a los bucles extracelulares 2 y 3, con los que también 

interacciona. (Tomado de Jaakola y col., 2008). 
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En relación con las interacciones del receptor A2A con el ligando ZM241385, Jaakola 

y col. (2008) destacan las siguientes (Fig. 33):  

1. El biciclo triazolotriazina central se une a residuos de TM6 y TM7, 

estableciendo con Phe1685.29, Leu2496.51 (Jaakola y col., 2010) e Ile2747.39 interacciones 

hidrofóbicas y con Asn2536.55 un enlace mediante puente de hidrógeno (Jaakola y col., 

2008). 

2. El grupo amino exocíclico se une al residuo Glu1695.30 mediante un enlace 

de puente de hidrógeno. 

3. El grupo fenólico se une a residuos de TM7 (Leu2677.32, Met2707.35) y se 

dispone hacia la cara extracelular del receptor.  

4.  El furano se dispone hacia el interior del receptor, más enterrado en la 

membrana celular, e interacciona con residuos en TM6 (Asn2536.55, His2506.52, Leu2496.51 

y Trp2466.48) (Jaakola y col., 2008).  
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Fig. 33. Representación bidimensional del complejo receptor A2A:ZM241385 donde se 

detallan las interacciones del ligando con residuos del receptor según se determinaron en el 

estudio de cristalización de Jaakola y col. (2008). Es destacable la interacción entre Glu5.30 en 

EL2 y el grupo amino exocíclico de la triazolotriazina. El grupo fenólico se orienta hacia la cara 

extracelular y participa en las interacciones del ligando con Phe5.29 en EL2 y con Leu7.32, 

Met7.35 e His7.29 (6.66), en EL3 o TM7. Las líneas con rayas rojas que conectan con átomos en 

blanco del ligando y que rodean a algunos aminoácidos señalan interacciones hidrofóbicas. Las 

columnas de aminoácidos señalan el aminoácido que ocupa la posición indicada en los receptores 

A1, A2A, A2B y A3, en este orden. (Figura tomada de Jaakola e Ijzerman, 2010). 

Con respecto a los enlaces mediante puente disulfuro descritos para los receptores 

A2A y A2B, el estudio de modelización de receptores de adenosina (Rodríguez y col., 2011; 
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ver más abajo) indica que dos de ellos (EL2-EL1 y uno de los enlaces EL2-TM3) serían 

comunes a ambos receptores. Estos serían los enlaces entre los residuos Cys712.69-

Cys1595.20 en el receptor A2A y Cys72-Cys167 en el receptor A2B, en el caso de EL2-EL1, 

y entre los residuos Cys773.25-Cys1665.27 (A2A) y Cys77-Cys171 (A2B) en el caso de EL2-

TM3. Este último elemento estructural también está presente en otros GPCRs (Jaakola y 

col., 2008; Rodríguez y col., 2011). Sin embargo, el enlace adicional EL2-TM3 que se 

establece en el caso del receptor A2A entre las posiciones Cys743.22-Cys1464.67 y que 

restringiría a mayores el movimiento de este bucle no está presente en el receptor A2B. Éste 

presenta un enlace intrabucle en EL2 entre Cys154-Cys166 (Rodríguez y col., 2011). El 

receptor A2B carecería de un enlace intra-EL3 análogo al del receptor A2A (Cys259-Cys261) 

y que orienta His264 en el receptor A2A hacia la entrada del bolsillo de unión del receptor 

(Jaakola y col., 2008). 

En el año 2011 se publicó un estudio realizado por colaboradores de nuestro grupo 

de investigación (Rodríguez y col., 2011) que modelizaba los receptores A2A y A2B 

partiendo de los datos de la estructura obtenidos en el trabajo de Jaakola y col., (2008) 

(código PDB 3EML). La secuencia de estos receptores presenta un grado de homología del 

59% y 70% para todo el receptor y los segmentos transmembrana, respectivamente 

(Rodríguez y col., 2011). Los modelos incorporaban los fragmentos en EL2 e IL3 ausentes 

en la estructura determinada por Jaakola y col., (2008). Se optimizaron de forma 

protocolizada los aspectos estereoquímicos y energéticos de las dos estructuras, al igual que 

la simulación de inserción en membrana, la equilibración de la estructura o el acoplamiento 

del ligando ZM241385. Tras ello, se realizaron simulaciones de dinámica molecular para 

los receptores A2A y A2B y se estudiaron las interacciones y conformaciones en ausencia de 

ligandos o en presencia del antagonista A2A selectivo ZM241385. Particularmente 

importante en relación a la hipótesis de este apartado fue la interacción descrita en el modelo 

de simulación del receptor A2A entre el aminoácido Glu1695.30 en EL2 e His2647.29 en EL3. 

En el modelo de simulación dinámica de A2B presentado por Rodríguez y col. tal interacción 

se establecería entre los residuos de Glu5.30 de EL2 (conservado entre los receptores A2A y 

A2B) y Asn2667.29 de EL3, apreciándose diferencias en la naturaleza de estas dos 

interacciones: en el caso del receptor A2A se trataría de un enlace mediante puente de 

hidrógeno mientras que en el caso del receptor A2B se trataría de una interacción polar 

(Rodríguez y col., 2011) (Fig. 34).  
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Fig. 34. Representación de la interacción entre Glu5.30 en EL2 de los receptores A2A y A2B 

con el aminoácido en posición 7.29 en EL3 (His264 en A2A, Asn266 en A2B), de acuerdo con 

los modelos de Rodríguez y col. para los dos receptores. (Tomado de Rodríguez y col., 2011). 

El estudio de simulación de dinámica molecular mencionado sugería que la 

interacción entre Glu5.30 y His7.29 en el receptor A2A determina la movilidad y posición 

de los bucles extracelulares del receptor, que podrían adoptar una conformación a modo de 

tapa sobre el sitio de unión del receptor estabilizando el complejo A2A-ZM241385. La 

implicación de los bucles extracelulares en el acceso y estabilización del ligando en el sitio 

de unión estaría sustentada, en el caso del receptor A2A, por las interacciones descritas para 

el ligando ZM241385 con los bucles EL2 y 3 (Jaakola y col., 2008), así como por la 

conformación parcialmente restringida que necesariamente adopta el bucle EL2 debido a 

varios enlaces puente disulfuro, lo que podría condicionar el acceso de ligandos al sitio de 

unión o su salida del mismo. Asimismo, las simulaciones de dinámica molecular del trabajo 

de Rodríguez y col. sugieren que la interacción entre Glu5.30-His7.29 en el receptor A2A, 

de carácter fuerte, cumple una función estabilizadora del complejo A2A-ZM241385 que 

podría reflejarse en una disociación lenta del ligando. Sin embargo, en el caso del receptor 

A2B, la interacción Glu5.30-Asn7.29 sería de carácter más débil dotando de mayor 

flexibilidad estructural a ese dominio del receptor (Rodríguez y col., 2011).  

En base a esta información, en este apartado del trabajo se planteó la hipótesis de 

que la interacción entre los residuos 5.30-7.29 del receptor A2A es relevante para las 
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cinéticas de asociación y/o disociación del ligando ZM241385 en este receptor y, en este 

sentido, puede resultar un determinante estructural diferencial respecto al receptor A2B. Así, 

nos planteamos determinar las cinéticas de asociación y disociación del radioligando [3H]-

ZM241385 en el receptor A2A humano y en un receptor A2A mutado en el que el residuo His 

en posición 7.29 se ha intercambiado por el residuo que ocupa esta posición en el receptor 

A2B (Asn). 
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 HIPÓTESIS 

 

 Hipótesis I. Determinados aminoácidos del bolsillo de unión de GPCRs 

pertenecientes al receptoroma de antipsicóticos pueden ser relevantes para el 

perfil de afinidad y selectividad de estos fármacos. 

 

 Hipótesis II. El tiempo de residencia de antipsicóticos en sus GPCRs diana es 

un parámetro cinético cuantificable in vitro que puede aportar información de 

interés farmacológico. 

 

 Hipótesis III. Determinados elementos estructurales en la mitad extracelular de 

los GPCRs pueden ser relevantes para las cinéticas de asociación y disociación 

de sus ligandos. 
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 OBJETIVOS 

El Objetivo general de este trabajo fue investigar las tres hipótesis enunciadas 

anteriormente, relacionadas con aspectos estructurales y cinéticos de la interacción ligando-

receptor relevantes en la farmacología de la esquizofrenia. Para ello, se generaron las 

herramientas (receptores mutados puntualmente, líneas celulares) y se pusieron a punto las 

metodologías (ensayos cinéticos de unión de radioligandos) necesarias para abordar los 

siguientes Objetivos específicos: 

 

I. i.  Comprobar experimentalmente si la identidad (Ser o Cys) del residuo en 

posición 3.36 en GPCRs del receptoroma de antipsicóticos es relevante para la 

mayor afinidad que clozapina y olanzapina presentan por GPCRs del grupo 

“Ser3.36” frente a GPCRs del grupo “Cys3.36”. 

En un principio, se planteó llevar a cabo este estudio sobre los receptores 5-HT2A y 

D2, seleccionados como GPCRs prototipo de los grupos Ser3.36 y Cys3.36, 

respectivamente. Mediante mutagénesis dirigida se generaron los receptores mutados 5-

HT2A y D2S en los que se intercambiaron los residuos Ser o Cys en la posición 3.36 con el 

fin de determinar la afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores mediante ensayos 

de unión de radioligandos de competición. Sin embargo, experimentalmente no fue posible 

completar el trabajo sobre el receptor D2 mutado, por lo que la hipótesis se comprobó 

experimentalmente sobre la pareja de receptores 5-HT2A y 5-HT2A-Ser3.36Cys. Con el fin 

de obtener información estructural adicional de cara a la interpretación de resultados, en 

este estudio se incluyeron también los ligandos serotonina y N-desmetil-clozapina.  

 

I. ii.  Comprobar experimentalmente si la identidad de los residuos en las posiciones 

5.43 y 5.46 en GPCRs del receptoroma de antipsicóticos es relevante para los 

distintos perfiles de afinidad y selectividad de clozapina y olanzapina por 

GPCRs adscritos al grupo “Ser5.43/Ser5.46” (mayor afinidad de olanzapina en 

comparación con clozapina) y “Thr5.43/Ala5.46” (mayor afinidad de clozapina 

en comparación con olanzapina). 



Justificación y Objetivos 

 

119 

 

En un principio, se planteó llevar a cabo este estudio sobre los receptores D2 y 5-

HT1A, seleccionados como GPCRs prototipo del grupo Ser5.43/Ser5.46 y Thr5.43/Ala5.46, 

respectivamente. Mediante mutagénesis dirigida se generaron los receptores mutados 5-

HT1A y D2S en los que se intercambiaron los residuos Ser o Thr en posición 5.43 y los 

residuos Ser o Ala en posición 5.46, con el fin de determinar la afinidad de clozapina y 

olanzapina por los receptores mediante ensayos de unión de radioligandos de competición. 

Sin embargo, experimentalmente no fue posible completar el trabajo sobre el receptor 5-

HT1A mutado, por lo que la hipótesis se comprobó experimentalmente sobre la pareja de 

receptores D2 y D2- Ser5.43Thr/Ser5.46Ala. 

 

I. iii.  Comprobar experimentalmente si la identidad (Val o Tyr) del aminoácido en 

posición 3.33 en GPCRs diana (tales como el receptor D2) y antidiana (en 

particular el receptor H1) de antipsicóticos es relevante para el perfil de 

selectividad de clozapina y olanzapina por estos receptores. 

Se planteó llevar a cabo este estudio sobre el receptor D2, seleccionado como 

prototipo de GPCR diana que presenta el aminoácido Val en posición 3.33. Mediante 

mutagénesis dirigida se generó un receptor D2 en el que se intercambió el residuo Val3.33 

por un residuo Tyr que ocupa la posición 3.33 en el receptor H1, con el fin de determinar la 

afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores mediante ensayos de unión de 

radioligandos de competición. 

 

II. Cuantificar el tiempo de residencia (tR) del antipsicótico atípico lurasidona en el 

receptor 5-HT7 

Se planteó determinar en ensayos in vitro el tR para la lurasidona en la diana por la 

que presenta mayor afinidad entre los GPCRs de su receptoroma, el receptor 5-HT7, 

mediante el método de competición cinética descrito por Motulsky y Mahan (1984), que se 

puso a punto con este propósito. Así, se determinaron las constantes de velocidad de 

asociación y disociación (kon y koff) del radioligando 5-HT7 selectivo [3H]-SB269970 en el 

receptor 5-HT7 humano expresado heterólogamente en una línea celular estable para, a 
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continuación, determinar las constantes kon y koff de lurasidona mediante ensayos de 

competición cinética y así, a partir de la koff, conocer el tR del fármaco. 

 

III. Investigar experimentalmente si la identidad del aminoácido que ocupa la 

posición 7.29 del receptor A2A es relevante para las cinéticas de asociación y/o 

disociación del ligando ZM241385 en este receptor, y si esta constituye un 

determinante estructural diferencial respecto al receptor A2B en términos de las 

cinéticas de unión del ligando. 

Se planteó determinar las cinéticas de asociación y disociación de radioligando [3H]-

ZM241385 en el receptor A2A y en un receptor A2A mutado generado mediante mutagénesis 

dirigida, en el que el residuo His en posición 7.29 se ha intercambiado por el residuo que 

ocupa esta posición en el receptor A2B (Asn). Para ello, se llevaron a cabo ensayos cinéticos 

de unión del radioligando sobre los receptores expresados heterólogamente en una línea 

celular estable. 
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  MATERIALES Y COMPUESTOS 

Comenzando por los ensayos con receptores diana de antipsicóticos mutados en el 

sitio de unión, en las reacciones de PCR se emplearon las polimerasas de ADN Pfu AD 

clonada (Stratagene o Fermentas) y Vent (New England Biolabs). Las enzimas de 

restricción fueron de New England Biolabs, al igual que la fosfatasa antártica y la ligasa de 

ADN T4. El conjunto de reactivos para la extracción de ADN de geles de agarosa (GenElute 

gel extraction kit) y ampicilina fueron de Sigma-Aldrich. El conjunto de reactivos de 

extracción y purificación de plásmidos (Genopure plasmid midi kit) fue de Roche. Las 

bacterias Escherichia coli fueron de New England Biolabs. Otros reactivos químicos no 

mencionados aquí fueron de Sigma-Aldrich. 

Se empleó el medio de cultivo DMEM/F12 (Dulbecco´s modified Eagle´s medium-

F12) (Gibco). Otros productos utilizados en cultivo celular fueron suero fetal bovino (FBS) 

y suero fetal bovino dializado (ambos de Sigma-Aldrich), solución de penicilina y 

estreptomicina (Sigma-Aldrich) y geneticina (G-418) (Gibco). Se utilizó NaCl (Sigma-

Aldrich), KH2PO4 (Probus), Na2HPO4 (Panreac) y KCl (Probus). Para la transfección 

mediante el método de calcio fosfato se utilizaron BES (ácido N,N-bis(2-hidroxietil)2-

aminoetanosulfónico, para cultivo celular, Sigma-Aldrich), Na2HPO4 x 2 H2O (Ultra para 

biología molecular, Fluka BioChemika) y CaCl2 (para cultivo celular, Sigma-Aldrich). 

Otros reactivos utilizados en la preparación de tampones fueron el cóctel de inhibidores de 

proteasas, MgCl2, Tris HCl, sacarosa, EDTA, EGTA (hasta aquí todos de Sigma-Aldrich) y 

NaHCO3 (Panreac). 

Los radioligandos empleados fueron: [3H]-espiperona (16.2 Ci/mmol) (Amersham); 

[3H]-ketanserina HCl (67.0 Ci/mmol) (Perkin Elmer) y [3H]-8-OH-DPAT (154.2 Ci/mmol) 

(Amersham). Otros ligandos comerciales empleados fueron: serotonina (Sigma), sulpirida 

(Sigma), mianserina HCl (Sigma) y clozapina (Sigma). La olanzapina se obtuvo mediante 

extracción a partir de comprimidos del medicamento Zyprexa (Eli Lilly) por cromatografía 

en columna de gel de sílice (Padín [tesis doctoral], 2007).  

En cuanto a los ensayos con el receptor 5-HT7, lurasidona fue suministrada por 

Sumitomo Dainippon Pharma (Japón). Se empleó el medio de cultivo DMEM (Dulbecco´s 

modified Eagle´s medium) alto en glucosa (Sigma-Aldrich). Metiotepina fue de Sigma-
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Aldrich. El radioligando [3H]-SB269970 (39.9 Ci/mmol) fue adquirido a Perkin-Elmer. 

Otros reactivos utilizados fueron CaCl2 (Probus), ácido L-ascórbico (Sigma) y pargilina 

(Sigma). Algunos reactivos utilizados en la investigación con este receptor ya han sido 

mencionados más arriba. 

En el caso de los experimentos con el receptor A2A, la enzima de restricción NotI 

fue adquirida de Fermentas. La formulación comercial del antibiótico de selección 

fleomicina D1 (Zeocin) fue de Invitrogen. NECA fue de Sigma-Aldrich. La enzima 

adenosina deaminasa (ADA) fue de Roche. El radioligando [3H]-ZM241385 (50 Ci/mmol, 

1 mCi/mL) fue adquirido a ITISA (ARC). El ligando ZM241385 fue de Tocris.  
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 MÉTODOS 

 Mutagénesis dirigida 

Los receptores mutados se generaron por técnicas de mutagénesis dirigida mediante 

PCR, sobre los ADNc de los receptores humanos disponibles en el laboratorio. Las 

mutaciones se introdujeron en cada caso con dos cebadores (forward y reverse) 

incorporando el cambio de bases correspondiente. Estos cebadores, junto con cebadores 

complementarios a las regiones de los extremos del ADNc de cada receptor, permitieron 

amplificar dos fragmentos parciales mutados del ADNc, designados como los subproductos 

de PCR I y PCR II, solapantes en la secuencia conteniendo las mutaciones. Estos fragmentos 

de ADNc sirvieron como molde para una PCR total en la que se amplificó la secuencia total 

del receptor mutado, producto de PCR que se purificó siguiendo las instrucciones del kit 

comercial GenElute y constituyó el inserto para el paso de clonaje en el vector 

correspondiente. El inserto y el vector se cortaron con las enzimas de restricción 

correspondientes y se purificaron al igual que el producto de la PCR. Antes de la ligación 

vector-inserto, se pretrató el vector con fosfatasa antártica para eliminar los grupos fosfato 

del extremo 5’. Las bacterias trasformadas se cultivaron en medio LB con ampicilina (100 

μg/mL). Las colonias positivas se identificaron por restricción y el constructo se amplificó 

y purificó siguiendo las instrucciones del kit comercial Genopure. Todas las construcciones 

se comprobaron mediante secuenciación. 

Para la realización de cada mutagénesis dirigida se partió del ADNc del respectivo 

receptor humano insertado en un vector pcDNA3. En la siguiente tabla se indican las 

construcciones generadas, así como los cebadores, vectores y sitios de restricción utilizados 

en el proceso de clonaje (Tablas 7 y 8). 
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Constructo Cebadoresa, b 

Sitios de 

restricción 

empleados 

pcDNA3-5-

HT2A-

Ser3.36Cys 

Interno forward 5´- GACGTGCTCTTCTGCACGGCCTCC 

Interno reverse 5´- GATGGAGGCCGTGCAGAAGAGCAC 

Externo forward 5´-

AAAAAAAAAGGATCCGCCACCATGGATATTCTTTGTGAA

GAAAATAC 

Externo reverse 5´-

AAAAAAAAATCTAGATCACACACAGCTCACCTTTTC 

BamHI/ 

XbaI 

pcDNA3-D2S-

Cys3.36Ser 

Interno forward 5´-GACGTCATGATGTCCACGGCGAGC 

Interno reverse 5´-GATGCTCGCCGTGGACATCATGAC 

Externo forward 5´-

AAAAAAAAAGGTACCGCCACCATGGATCCACTGAATCTG

TCC 

Externo reverse 5´-

AAAAAAAAACTCGAGTCAGCAGTGGAGGATCTTCA 

KpnI/ XhoI 

pcDNA3-D2-

Ser5.43Thr/Ser

5.46Ala 

Interno forward 5´- 

TGGTCTACTCCACCATCGTCGCCTTCTACGTG 

Interno reverse 5´- 

ACGTAGAAGGCGACGATGGTGGAGTAGACC 

Los cebadores externo forward  y externo reverse fueron los 

mismos que los utilizados en el caso de pcDNA3-D2S-Cys3.36Ser 

KpnI/ XhoI 

Tabla 7. Construcciones, secuencias de cebadores y enzimas de restricción utilizadas para la 

generación de receptores mutados mediante mutagénesis dirigida. a Se subrayan las bases que 

introducen la mutación. bSe señalan en negrita los sitios de restricción. 
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Constructo Cebadoresa, b 

Sitios de 

restricción 

empleados 

pcDNA3-5-

HT1A-

Thr5.43Ser/ 

Ala5.46Ser 

Interno forward 5´-

CTATCTATTCCTCCTTTGGATCTTTCTACATCC 

Interno reverse 5´-

GATGTAGAAAGATCCAAAGGAGGAATAGATAGTGT 

Externo forward 5´-

AAAAAAAAAGGTACCGCCACCATGGATGTGCTCAGCCCT 

GG 

Externo reverse 5´-

AAAAAAAAACTCGAGTCACTGGCGGCAGAACTTACA 

KpnI/ XhoI 

pcDNA3-D2-

Val3.33Tyr 

Interno forward 5´-TCACTCTGGACTACATGATGTGCAC 

Interno reverse 5´-TGCACATCATGTAGTCCAGAGTGAC 

Los cebadores externo forward  y externo reverse utilizados fueron los 

mismos que en el caso de pcDNA3-D2S-Cys3.36Ser 

KpnI/ XhoI 

pIRESneo3-

A2A-

His7.29Asn 

Interno forward 5’-CGACTGCAGCAACGCCCCTCTCTG 

Interno reverse 5’-CAGAGAGGGGCGTTGCTGCAGTCG 

Externo forward 5´-

AAAAAAAAAGGATCCATGCCCATCATGGGCTCCTCG 

Externo reverse (SP6) 5´-ATTTAGGTGACACTATAG 

BamHI/ 

NotI 

Tabla 8. Continuación de la tabla 7 de construcciones, secuencias de cebadores y enzimas de 

restricción utilizadas para la generación de receptores mutados mediante mutagénesis 

dirigida. a Se subrayan las bases que introducen la mutación. bSe señalan en negrita los sitios de 

restricción. 
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 Cultivo celular y generación de líneas celulares expresando 

establemente los receptores a estudio 

Como líneas parenterales disponibles en el laboratorio y utilizadas para la 

realización de transfecciones se utilizaron CHO-K1 (DMSZ) y HeLa229. La línea CHO-K1 

se mantuvo en medio de crecimiento DMEM-F12 suplementado con 10% (v/v) de FBS, 100 

U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina y Glutamax (1X). La línea HeLa229 se 

mantuvo en medio de crecimiento DMEM alto en glucosa (Sigma-Aldrich) suplementado 

con suero fetal bovino FBS a una concentración final del 10%, penicilina 100 U/mL, 

estreptomicina 100 µg/mL y L-glutamina 2 mM.  

Las líneas estables ya disponibles en el laboratorio correspondientes a receptores no 

mutados objeto de estudio como D2S, 5-HT2A, 5-HT7 o A2A fueron CHO-5HT2A, CHO-D2S, 

HEK-5-HT7 y HeLa-A2A. En el caso del receptor 5-HT1A se utilizó una línea comercial de 

células CHO que expresaba este receptor (6110501400UA, PerkinElmer) (CHO-5-HT1A). 

La correspondiente al receptor 5-HT2A fue cedida por el grupo de investigación del doctor 

William P. Clarke de la Universidad de Texas (EE.UU.) al grupo Biofarma. Las líneas CHO 

expresando establemente los receptores D2S y 5-HT1A se mantuvieron en el medio señalado 

para la línea parental CHO-K1, pero suplementado con geneticina 200 µg/mL. En el caso 

de la línea correspondiente al receptor 5-HT2A (CHO-5-HT2A) el medio de cultivo no 

contenía geneticina sino higromicina B (300 µg/mL). La línea celular HEK293 expresando 

establemente la isoforma del receptor humano 5-HT7(a) (HEK-5-HT7; clon 14; Varin y col., 

2010), cedida por la empresa ESTEVE, se mantuvo en medio de cultivo DMEM alto en 

glucosa con un 10% de FBS no dializado, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 µg/mL, 

piruvato sódico 1 mM, Glutamax (1x), L-glutamina 2 mM y el antibiótico de selección 

geneticina a una concentración de 500 µg/mL. La línea HeLa-A2A se mantuvo en medio 

DMEM alto en glucosa suplementado con suero fetal bovino FBS al 10%, penicilina 100 

U/mL, estreptomicina 100 µg/mL, L-glutamina 2 mM y el antibiótico de selección 

fleomicina a una concentración de 300 µg/mL. 

Para la generación de líneas celulares correspondientes a receptores mutados se 

utilizaron las líneas parentales CHO-K1 y HeLa. En concreto, se generaron las líneas CHO-

5-HT2A-Ser3.36Cys, CHO-D2S-Cys3.36Ser, CHO-D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala, CHO-D2S-

Val3.33Tyr, CHO-5-HT1A-Thr5.43Ser/Ala5.46Ser y HeLa-A2A-His7.29Asn. La generación 
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de las mismas se basó en la transfección del plásmido adecuado en todos los casos mediante 

el método de fosfato cálcico (Graham y Van der Eb, 1973). El método consiste en una 

transfección en placas de 150 mm de diámetro con un grado de confluencia en torno al 70% 

mediante la adición de 2 mL de la mezcla de transfección compuesta por 10-15 µg de 

ADN/placa, 900 µL de H2O milliQ, 100 µl de CaCl2 2.5 M y 1 mL de tampón BBS (2x) 

(tampón BBS (2X): BES 50 mM, NaCl 280 mM, Na2HPO4 (x 2 H2O) 1.5 mM, pH 6.95, 

conservado a TA).  

Con respecto al procedimiento de transfección, 24 horas después de la misma, se 

procedió en todos los casos a lavar la placa con PBS y al cambio del medio por medio de 

selección, compuesto por los medios de crecimiento mencionados para las líneas parentales 

CHO y HeLa229 y 400 µg/mL y 500 µg/mL de geneticina respectivamente para ambos 

medios. En estos medios se mantuvieron en selección durante 15 días tras lo que se redujo 

la concentración a 200 µg/mL. Tras ello se seleccionaron clones mediante inspección visual 

para su recuperación. De cada clon se guardó un stock a -80°C y también se expandieron en 

un medio igual al de selección salvo en la concentración de geneticina (200 µg/mL). 

Finalmente, de los cultivos se prepararon membranas celulares para la comprobación de la 

expresión del receptor mediante ensayos de unión de radioligandos. 

Todas las líneas derivadas de CHO-K1 expresando establemente receptores mutados 

generadas se mantuvieron en medio de crecimiento DMEM-F12 complementado con 10% 

de FBS, 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina, 200 µg/mL de geneticina y 

Glutamax. La línea HeLa-A2A-His7.29Asn se mantuvo en medio de crecimiento señalado 

para la línea HeLa-A2A, pero suplementado con geneticina a 500 µg/mL., en vez del 

antibiótico fleomicina D1. 

El pase de los cultivos celulares se realizó una vez alcanzado un grado de 

confluencia casi completo (generalmente a los dos días) utilizando en los lavados tampón 

de fosfato salino (PBS: NaCl 137 mM, KH2PO4 2 mM, Na2HPO4 10 mM y KCl 2.7 mM, 

pH 7.4). En todos los casos las líneas celulares tanto parentales como expresando 

establemente un receptor se mantuvieron a 37°C en una atmósfera humidificada 

conteniendo un 5% de CO2. 



Materiales y Métodos 

 

130 

 

 Preparación de membranas para ensayos de unión de radioligandos 

 Preparación de membranas de líneas celulares CHO-5-HT2A y 

receptores CHO-D2S 

Este apartado corresponde a las preparaciones de membranas obtenidas a partir de 

las líneas celulares CHO-5-HT2A, CHO-5-HT2A-Ser3.36Cys, CHO-D2S, CHO-D2S-

Ser5.43Thr/Ser5.46Ala y CHO-D2S-Val3.33Tyr. El cultivo celular se realizó en placas de 

150 mm de diámetro cuyo medio de crecimiento se reemplazó por medio con FBS dializado 

al menos 24 horas antes de comenzar la preparación. Para comenzar la preparación, se volcó 

el contenido en medio de las placas y se lavaron las células dos veces con PBS. Tras esto, 

las células se resuspendieron en tampón de homogeneización (Tris-HCl 5 mM, EDTA 2 

mM, pH 7.4) a 4ºC con ayuda de un raspador de células, se recogieron en el mismo tampón 

y se homogeneizaron utilizando un homogeneizador de membranas (Polytron PT 10-35GT, 

Kinematica) a 30000 rpm dos veces durante 30 s manteniendo la preparación en hielo. La 

suspensión de células se centrifugó a 1090 x g durante 10 min a 4°C en una centrífuga 

(Avant Centrifuge J-26XPI, Beckman Coulter) para eliminar restos celulares y el 

sobrenadante se recuperó y centrifugó a 48400 x g durante 1 hora a 4°C. El pellet obtenido 

se resuspendió en un pequeño volumen de tampón de resuspensión (Tris-HCl 50 mM, pH 

7.4) a 4°C. 

 Preparación de membranas de líneas CHO-5-HT1A  

Este apartado corresponde a las preparaciones de membranas obtenidas a partir de 

las líneas celulares CHO-5-HT1A y CHO-5-HT1A-Thr5.43Ser/Ala5.46Ser. El cultivo celular 

se realizó en placas de 150 mm de diámetro cuyo medio de crecimiento se reemplazó por 

medio con FBS dializado al menos 24 horas antes de comenzar la preparación. De forma 

similar a lo descrito en el anterior protocolo, se volcó el contenido en medio de las placas y 

se lavaron las células dos veces con PBS. Tras esto, las células se resuspendieron en tampón 

de homogeneización (compuesto por NaHCO3 10 mM, EDTA 10 mM, EGTA 10 mM, pH 

7.4, cóctel de inhibidores de proteasas (1 mL de solución de cóctel/100 mL tampón) a 4°C 

y se homogeneizó la suspensión con un homogeneizador manual de émbolo y tubo de 

teflón/vidrio (50 movimientos del émbolo). El homogeneizado se centrifugó a 500 x g 

durante 5 minutos a 4°C para eliminar restos celulares y recoger el sobrenadante. Este se 
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centrifugó a 25000 x g durante 20 minutos a 4°C. El pellet obtenido de esta forma y 

resuspendido en tampón se sometió a otra centrifugación en las mismas condiciones que la 

centrifugación inmediatamente anterior. Finalmente, el pellet se resuspendió en tampón de 

resuspensión (Tris-HCl 25 mM, MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4, 4°C). 

 Preparación de membranas de la línea celular que expresa el receptor 

5-HT7  

Este apartado corresponde a las preparaciones de membranas obtenidas a partir de 

la línea celular HEK-5-HT7. El día anterior a la preparación, y una vez alcanzado un grado 

de confluencia adecuado, se cambió el medio de crecimiento por otro preparado con FBS 

dializado. Para comenzar la preparación se vació el medio de cultivo y se lavó el cultivo 

celular dos veces con 10 mL de PBS a 4°C. Se resuspendió el cultivo celular con un raspador 

en 10 mL de PBS por placa. Se centrifugó la suspensión durante 3 min a 1500 x g y el pellet 

de células se resuspendió en tampón de homogeneización (EDTA 10 mM, EGTA 10 mM, 

NaHCO3 10 mM, pH 7.4, cóctel de inhibidores de proteasas) a 4°C. Esta suspensión se 

procesó con un homogeneizador manual de émbolo y tubo de teflón/vidrio 50 veces. A 

continuación, se centrifugó la suspensión de células a 500 x g durante 5 min y se recogió el 

sobrenadante. Éste se centrifugó a 25000 x g durante 20 min a 4°C. Se resuspendió el pellet 

obtenido de nuevo en tampón y se volvió a centrifugar en las mismas condiciones que en el 

paso anterior. Finalmente, se resuspendió el pellet en tampón de resuspensión (Tris-HCl 25 

mM, MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4) a 4°C. 

 Preparación de membranas de líneas celulares expresando 

receptores A2A  

Se partió de cultivos de las líneas celulares estables HeLa-A2A y HeLa-A2A-

His7.29Asn en placas de 150 mm de diámetro. El día anterior a la preparación de 

membranas se cambió el medio de cultivo por otro sin antibiótico de selección y con FBS 

dializado. Para comenzar la preparación, tras retirar el medio de cultivo, se lavaron las 

placas dos veces con 10 mL de tampón de homogeneización (Tris-HCl 5 mM, EDTA 2 mM, 

pH 7.4) a 4°C y se recuperaron las células con otros 10 mL de tampón de homogeneización 

con ayuda de un raspador de células. La suspensión de células se homogeneizó 2 veces 

durante 30 s con un homogeneizador de membranas (Polytron). Posteriormente se 
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centrifugó a 1150 x g durante 10 min a 4°C para eliminar restos celulares. El sobrenadante 

resultante se centrifugó a 45275 x g durante 1 h a 4°C. El pellet obtenido tras esta 

centrifugación se resuspendió en tampón de resuspensión (Tris-HCl 50 mM, pH 7.4) 4°C. 

 Determinación de la concentración de proteína en las preparaciones 

de membranas 

En todos los casos, tras la resuspensión final, las preparaciones de membranas se 

conservaron en alícuotas a -80°C hasta su uso, y se determinó la concentración de proteína 

total en cada preparación por el método de Bradford (Bradford y col., 1976) siguiendo las 

instrucciones del reactivo comercial (Biorad), utilizando una recta de calibrado realizada a 

partir de cantidades conocidas de proteína de albúmina sérica bovina (BSA). La absorbancia 

de la reacción colorimétrica se determinó a 595 nm en un espectrofotómetro (Ultrospec 

4000 UV/Visible Spectrophotometer, Pharmacia Biotech). 

 Ensayos de unión de radioligandos  

 Ensayos sobre receptores 5-HT2A, D2 y 5-HT1A para el estudio de 

determinantes estructurales en el sitio de unión del receptor relevantes para el 

perfil de afinidad y selectividad de antipsicóticos 

 Determinaciones de unión específica para la selección de 

clones celulares expresando receptores mutados 

Selección de clones expresando el receptor 5-HT2A-Ser3.36Cys 

La comprobación de la expresión del receptor se llevó a cabo en preparaciones de 

membrana de al menos 8 clones, obtenidos tras selección por crecimiento celular en medio 

con antibiótico de selección. Los ensayos de unión de radioligando se llevaron a cabo por 

triplicado en tubos conteniendo 70 μg de proteína y el radioligando [3H]-ketanserina 10 nM 

en tampón de incubación (Tris-HCl 50 mM, pH 7.5). La unión inespecífica se determinó en 

presencia de metisergida a una concentración de 10 µM. Los tubos se incubaron en un baño 

a 37ºC en agitación durante 30 minutos, tras lo cual su contenido se filtró a través de filtros 

Whatman GF/B tratados con PEI al 0.5%, en un aparato de filtración (Brandel Cell 

Harvester). Los filtros se lavaron 3 veces con 3 mL de tampón de filtración (Tris-HCl 50 
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mM, pH 6.6, 4°C) y se secaron en una estufa durante una hora a 60ºC. Se colocaron en 

viales de centelleo a los que se añadió 4 mL de líquido de centelleo (Universol). Los viales 

se agitaron y trancurrido un periodo de al menos 4 horas se contó la radioactividad en un 

contador de centelleo (Beckman LS 6000 LL). 

Los clones que mostraron una buena ventana de unión específica (en general, en 

torno al 90% de la unión total) fueron seleccionados para su empleo en los posteriores 

ensayos, caracterizándose su unión específica en ensayos de linealidad de proteína. Así, se 

llevaron a cabo ensayos en las mismas condiciones que las descritas anteriormente, pero 

empleando distintas cantidades de proteína de membrana (15, 30, 60 y 120 μg 

proteína/tubo). Estos ensayos permitieron determinar la cantidad de proteína óptima para 

realizar posteriores ensayos de unión y de competición en el equilibrio con los clones 

seleccionados, y a partir de ellos se seleccionó un único clon (clon #2) para posteriores 

estudios. 

Selección de clones expresando receptores D2S-Cys3.36Ser, D2S-

Ser5.43Thr/Ser5.46Ala y D2S-Val3.33Tyr 

En estos casos se empleó el radioligando [3H]-espiperona a una concentración de 2 

nM, en tampón de incubación Tris-HCl 50 mM, NaCl 120 mM, KCl 5mM, MgCl2 5 mM, 

EDTA 1mM, pH 7.4 (“tampón de incubación D2”). La unión inespecífica se determinó en 

presencia de sulpirida 10 µM y la incubación se realizó durante 2 horas a 25°C. El contenido 

de los tubos se filtró a través de filtros Whatman GF/B tratados con PEI al 0.5% y fueron 

lavados empleando el tampón de filtración Tris-HCl 50 mM, NaCl 0.9%, pH 7.4 (“tampón 

de filtración D2”) a 4°C. El procesamiento de los filtros y contaje de la radiactividad se llevó 

a cabo como en el caso anterior. 

Igualmente, para los clones seleccionados se llevaron a cabo ensayos de linealidad 

de proteína que permitieron hallar la concentración de proteína óptima para realizar 

posteriores ensayos de saturación y de competición. Mientras que en el caso del receptor 

D2S-Cys3.36Ser no se identificó ningún clon celular que mostrase un nivel de expresión 

compatible con posteriores estudios, de los receptores D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala y D2S-

Val3.33Tyr se seleccionaron los clones #29 y #16, respectivamente. 
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Selección de clones expresando el receptor 5-HT1A-

Thr5.43Ser/Ala5.46Ser 

En este caso, la selección de clones se realizó mediante experimentos de unión de 

[3H]-8-OH-DPAT (2 nM). Estos experimentos se realizaron en tampón de incubación Tris-

HCl 50 mM, MgSO4 5 mM, pH 7.4. Los tubos de ensayo se incubaron durante 2 horas a 

37°C y la unión no específica se determinó en presencia de 10 µM de serotonina. Tras la 

incubación, los tubos se filtraron con tampón de filtración (Tris-HCl 50 mM, pH 7.5, 4°C) 

y se procesaron como en los casos anteriores. Tras estos procedimientos, en el caso de este 

receptor no se identificó ningún clon celular cuyos niveles de expresión permitiesen su 

empleo en posteriores estudios. 

 Ensayos de saturación  

Ensayos de saturación en receptores 5-HT2A y 5-HT2A-Ser3.36Cys 

Mediante estos ensayos se cuantifica el número máximo de sitios de unión por mg 

de proteína (densidad de sitios de unión, Bmax) y la afinidad del radioligando por el sitio de 

unión, expresada mediante la constante de disociación en el equilibrio (Kd). Los 

experimentos de saturación en los distintos receptores 5-HT2A se realizaron en 

preparaciones de membrana de las líneas estables CHO-5-HT2A y CHO-5-HT2A-Ser3.36Cys 

(clon #2) utilizando [3H]-ketanserina como radioligando a concentraciones en el intervalo 

de 0.1 a 40 nM, en tampón de incubación compuesto por Tris-HCl 50 mM, NaCl 120 mM, 

KCl 5 mM, MgCl2 1 mM, ácido ascórbico 0.05%, pH 7.4 (“tampón de incubación 5-HT2A”). 

Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado, en tubos conteniendo 30 μg de proteína 

(receptor 5-HT2A) y 80 µg de proteína (receptor 5-HT2A-Ser3.36Cys). La unión no 

específica se determinó en presencia de 60 µM de mianserina. Los tubos de ensayo se 

incubaron durante 1 hora a 25°C e inmediatamente se procedió a su aspiración, filtrado y 

lavado con tampón de filtración Tris-HCl 50 mM, pH 7.4 (“tampón de filtración 5-HT2A”), 

procesándose a continuación los filtros como se ha descrito anteriormente para ensayos de 

unión de radioligandos. 
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Ensayos de saturación en receptores D2S, D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala y 

D2S-Val3.33Tyr 

Los experimentos de saturación en los distintos receptores D2S se realizaron en 

preparaciones de membrana de las líneas estables CHO-D2S, D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala 

(clon #29) y CHO-D2S-Val3.33Tyr (clon #16) utilizando [3H]-espiperona como 

radioligando a concentraciones en el intervalo de 0.02 a 3 nM, en tampón de incubación D2. 

Los tubos contenían 2 μg de proteína en el caso del receptor D2S, 4 µg en el caso del receptor 

D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala y 7.5 µg en el caso del receptor D2S- Val3.33Tyr. La unión no 

específica se determinó en presencia de sulpirida 10 µM en todos los experimentos. Los 

tubos de ensayo se incubaron durante 2 horas a 25ºC e inmediatamente tras la incubación 

se filtró su contenido lavando con tampón de filtración D2 y los filtros se procesaron como 

en los ensayos anteriores.  

 Ensayos de competición 

Ensayos de competición en receptores 5-HT2A y 5-HT2A-Ser3.36Cys 

Los ensayos de competición se realizaron en las mismas condiciones que los ensayos 

de saturación para estos receptores, pero empleando [3H]-ketanserina a una concentración 

3 nM, en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de los competidores: 0.01 nM 

– 10 µM para clozapina y olanzapina, 10 nM – 300 µM para serotonina y 0.01 nM – 100 

µM para N-desmetil-clozapina. 

Ensayos de competición en receptores D2S, D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala 

y D2S-Val3.33Tyr 

Los experimentos de competición se realizaron en las mismas condiciones que los 

ensayos de saturación para estos receptores, pero utilizando 2 nM [3H]-espiperona, en 

ausencia o presencia de concentraciones en el rango 0.1 nM a 100 µM de clozapina u 

olanzapina. 
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 Ensayos sobre el receptor 5-HT7 

 Ensayos de saturación 

Mediante estos ensayos se cuantifica el número máximo de sitios de unión por mg 

de proteína (Bmax) y la afinidad del radioligando por el sitio de unión, expresada mediante 

la constante de disociación en el equilibrio (Kd). Mediante estos ensayos se comprobó 

rutinariamente la capacidad de unir radioligando de las preparaciones de membrana de la 

línea HEK-5-HT7 (clon 14) empleadas en nuestros experimentos, a modo de validación de 

las mismas. Para ello, se determinó la unión específica de radioligando [3H]-SB269970 en 

un rango de concentraciones de 0.03 nM a 30 nM a una cantidad de proteína de membrana 

de 2.5 µg por pocillo. La unión inespecífica se determinó en presencia de clozapina 25 µM. 

Los ensayos se llevaron a cabo en placa de fondo plano por duplicado en un volumen final 

de 250 µL utilizando el tampón de incubación compuesto por Tris-HCL 50 mM, CaCl2 4 

mM, ácido L-ascórbico 1 mM, pargilina 0.1 mM, pH 7.4 (“tampón de incubación 5-HT7”). 

La placa se incubó durante 1 h a 37°C antes de la transferencia de su contenido a una placa 

de 96 pocillos con filtro GF/C pretratada con tampón de incubación 5-HT7. El contenido de 

los pocillos se filtró mediante un aspirador de placas procediéndose a lavar el filtro con el 

tampón de incubación 5-HT7 cuatro veces. La placa se secó en una estufa a 60°C durante 1 

h y se añadieron 30 µL de líquido de centelleo por pocillo. Transcurridas al menos cuatro 

horas se midió la radiactividad en los distintos pocillos en un contador de centelleo para 

placas de 96 pocillos (1450 Microbeta. Wallac/Trilux. Perkin Elmer). 

El valor medio de la constante de disociación en el equilibrio (Kd) del radioligando 

[3H]-SB269970 en la línea celular HEK-5-HT7 obtenido para nuestras preparaciones de 

membrana fue de 1.53 ± 0.16 nM y el valor de la unión específica máxima (Bmax) fue de 

21.8 ± 0.76 pmol/mg de proteína (Fig. 35). Otros valores de constante de afinidad (Kd) que 

aparecen en la literatura para este radioligando y receptor son 1.25 ± 0.05 nM para el 

receptor expresado en células HEK293 (Thomas y col., 2000) y 2.3 ± 0.4 nM en 

homogeneizados de tálamo humano (Thomas y col., 2002), por tanto, de acuerdo con 

nuestros datos.  
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Fig. 35. Validación de una preparación de membranas HEK-5-HT7 mediante ensayos de 

saturación con el radioligando [3H]-SB269970. Se representa la media ± EEM de un 

experimento representativo realizado por duplicado. 

 Ensayos de competición en el equilibrio 

En este tipo de ensayos se determina la concentración de ligando competidor que es 

capaz de producir un desplazamiento del 50% del radioligando unido (IC50). A partir de esta 

se calcula la constante de disociación en el equilibrio para el ligando competidor (Ki).  

En este caso, se incubaron 2.5 µg de proteína de membranas HEK-5-HT7 por pocillo 

con [3H]-SB269970 a una concentración de 1 nM y diez concentraciones de ligando 

competidor (lurasidona) en el rango de 10-12 a 10-6 M, por octuplicado. Las membranas se 

incubaron como se indicó en el apartado anterior. La unión no específica se determinó en 

presencia de clozapina 25 µM. Los experimentos se realizaron en placas de fondo plano de 

96 pocillos, siendo el procedimiento seguido tras la incubación igual al descrito en el 

apartado anterior.  

 Ensayos cinéticos de disociación de [3H]-SB269970 para la 

determinación de la constante de velocidad de disociación del radioligando 

Con estos ensayos se pretende determinar la constante de velocidad de disociación 

koff (unidades de tiempo-1) del radioligando [3H]-SB269970. En estos ensayos se parte de 

una situación de equilibrio de unión del radioligando [3H]-SB269970 al receptor, alcanzado 

tras un tiempo de preincubación de 75 min a 37°C de las membranas HEK-5-HT7 con el 
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radioligando a una concentración 1 nM. Transcurrido ese tiempo se inicia la disociación 

adicionando el ligando metiotepina 10 µM a distintos tiempos, hasta un máximo de 150 min 

de tiempo de disociación en nuestras condiciones experimentales, con el fin de obtener 

valores de unión de radioligando a los distintos tiempos, determinados por triplicado. Los 

ensayos se realizaron en placa de fondo plano de 96 pocillos y a 37°C. Se utilizaron 2.5 µg 

de proteína por pocillo y tampón de incubación 5-HT7 en un volumen final de 250 µL. La 

unión inespecífica de radioligando se determinó a los distintos tiempos de adición de 

metiotepina en presencia de clozapina 25 µM. Tras la incubación, el procesamiento de la 

placa fue idéntico al realizado en el caso de los experimentos de unión en el equilibrio, 

computando además el tiempo transcurrido hasta la filtración para el ajuste y representación 

de los datos. 

 Ensayos cinéticos de asociación de [3H]-SB269970 para la 

determinación de la constante de velocidad de asociación del radioligando 

Estos experimentos se realizan para determinar en primer lugar la constante de 

velocidad de asociación observada kobs (unidades de tiempo-1) del radioligando [3H]-

SB269970. A partir de este valor, posteriormente se procede a calcular la constante de 

velocidad de asociación (kon).  

En el procedimiento, la asociación se inicia adicionando el radioligando [3H]-

SB269970 (1 nM) a distintos tiempos, de forma que el tiempo máximo de asociación en 

nuestras condiciones experimentales fue de 150 min. Se utilizaron 2.5 µg de proteína de 

membranas por pocillo en un volumen final de 250 µL de tampón de incubación 5-HT7, en 

placa de 96 pocillos de fondo plano que se incubó a 37°C. La unión inespecífica de 

radioligando se determinó a los distintos tiempos en presencia de clozapina 25 µM. Tras la 

incubación la placa se procesó siguiendo los mismos pasos que en el caso de los 

experimentos de unión en el equilibrio, computando además el tiempo hasta la filtración 

para el ajuste y representación de los datos. 
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 Ensayos de competición cinética para la determinación de las 

constantes de velocidad de asociación (kon, k3) y disociación (koff, k4) de 

lurasidona  

La determinación del tR de lurasidona en el receptor 5-HT7 se abordó mediante el 

método experimental de ensayo de competición cinética (Motulsky y Mahan, 1984). 

Mediante el ajuste de los datos al modelo de ecuación descrito por estos autores se pretenden 

determinar las constantes de velocidad asociación (kon, k3) y disociación (koff, k4) para el 

ligando no marcado de interés. Presenta varias ventajas con respecto a otros métodos: no es 

necesario disponer del compuesto cuyas constantes se quieren determinar marcado con un 

radioisótopo u otro marcaje, como es nuestro caso para lurasidona, y permite una 

miniaturización con la suficiente simplicidad como para realizar determinaciones de tR en 

formatos de medio y alto rendimiento (Guo y col., 2012). 

El diseño experimental consiste en un ensayo cinético de asociación, en el que dos 

ligandos, el radioligando y un ligando competidor no marcado a estudio, compiten por su 

unión al receptor. Estos ensayos se llevan a cabo para distintas concentraciones del 

competidor, en presencia de una concentración fija de radioligando. La asociación se inicia 

adicionando juntos a distintos tiempos el radioligando [3H]-SB269970 (1 nM) y el ligando 

competidor lurasidona a una concentración entre varias preseleccionadas en torno a su Ki 

(0.5, 2.5, 8 y 25 nM), con el fin de obtener una curva de competición cinética para cada 

concentración de competidor. 

Este ensayo se realizó en placas de 96 pocillos de fondo plano a 37°C y se utilizaron 

2.5 µg de proteína de membranas por pocillo en un volumen final de 250 µL de tampón de 

incubación 5-HT7. La unión inespecífica de radioligando se determinó a los distintos 

tiempos en presencia de clozapina 25 µM. Tras la incubación se realizó el mismo 

procedimiento relativo al manejo de la placa que en el caso de los experimentos de unión 

en el equilibrio, computando además el tiempo hasta la filtración para el ajuste y 

representación de los datos.  
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 Ensayos sobre receptores A2A 

 Determinaciones de unión específica para la selección de 

clones celulares expresando el receptor A2A-His7.29Asn 

Tras realizar la transfección de las células HeLa229 con el vector pIRESneo3-A2A-

His7.29Asn y mantener las líneas en medio con antibiótico de selección, se comprobó la 

expresión del receptor de los distintos clones seleccionados tras la preparación de las 

correspondientes membranas. Se determinó la unión específica a unas cantidades de 

proteína en el rango de 5 µg a 45 µg utilizando como radioligando [3H]-ZM241385 a una 

concentración final en el ensayo de 3 nM. La unión inespecífica se determinó en presencia 

de NECA 50 µM. Los ensayos se realizaron por duplicado en un volumen final de 250 µL 

en tampón de incubación compuesto por Tris-HCl 50 mM, EDTA 1 mM, MgCl2 10 mM, 

pH 7.4 y 2 U/mL de adenosina deaminasa (“tampón de incubación A2A”). La placa se incubó 

a 25°C durante 30 min. Transcurrido ese tiempo se realizó una filtración través de la propia 

placa (Filtros GF/C) y cuatro lavados consecutivos de la placa con 250 µL de tampón de 

filtración Tris-HCl 50 mM, EDTA 1 mM, MgCl2 10 mM, pH 7.4. Los filtros se secaron 

durante 1 h a 60°C. Posteriormente se añadieron 30 µL de líquido de centelleo, LSC 

Universol y se esperó al menos 4 h antes de su contaje. Transcurrido ese tiempo se midió la 

radiactividad (dpm) en un contador de centelleo para placas (Microbeta Trilux 1450. Perkin 

Elmer). 

De los clones seleccionados por mostrar una ventana de unión específica en torno al 

90% se realizaron preparaciones de membranas que se emplearon en la realización de 

ensayos de unión de radioligandos, concretamente en la realización de curvas de linealidad 

de proteína para realizar una caracterización más detallada de la capacidad de estos clones 

de unir ligandos específicos. En la realización de estos ensayos se determinó la unión 

específica a unas cantidades de proteína en el rango de 5 µg a 60 µg y usando como 

radioligando [3H]-ZM241385 a una concentración 3 nM. La determinación de la unión 

específica se llevó a cabo por duplicado en un volumen final de 250 µL en tampón de 

incubación A2A. La placa se incubó a 25°C durante 30 min. El procedimiento tras la 

incubación de la placa fue igual al seguido tras la misma etapa en el ensayo de 

comprobación. Al evaluar los resultados se seleccionó el clon #5 de la línea HeLa-A2A-

His7.29Asn para posteriores estudios. 
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 Ensayos de saturación 

En estos experimentos las membranas HeLa-A2A y HeLa-A2A-His7.29Asn se 

incubaron con un rango de concentraciones de 0.029 nM a 50 nM de radioligando [3H]-

ZM241385 durante 60 min a 25°C en un volumen final de 200 µL de tampón de incubación 

A2A. Los ensayos se llevaron a cabo en placa con pocillos de fondo GF/C pretratada con 

tampón de incubación A2A y por duplicado. La unión específica se determinó en presencia 

de NECA 50 µM. El procesamiento de la placa después de la incubación fue igual al descrito 

en el apartado anterior. 

 Ensayos cinéticos de disociación de [3H]-ZM241385 para la 

determinación de la constante de velocidad de disociación del radioligando 

En estos experimentos se incubaron las cantidades de proteína de membrana de 8 

µg/pocillo en el caso de HeLa-A2A y 12 o 16 µg en el caso de HeLa-A2A-His7.29Asn. La 

disociación de [3H]-ZM241385 se llevó a cabo a una concentración 3 nM en tampón de 

incubación A2A en un volumen final de 200 µL. La unión inespecífica se determinó en 

presencia de NECA 50 µM. La placa de fondo GF/C de 96 pocillos del ensayo se incubó a 

4°C con agitación (750 rpm) durante 75 min para completar la asociación y previamente a 

una disociación iniciada mediante la adición del ligando no marcado ZM241385 para 

obtener una concentración final 1 µM y a distintos tiempos para la construcción de una 

curva de disociación (hasta 150 min). El procesamiento de la placa tras la incubación fue 

igual al descrito en los apartados anteriores, computando además el tiempo hasta el instante 

de la filtración para el ajuste y análisis de los datos. 

  Ensayos cinéticos de asociación de [3H]-ZM241385 para la 

determinación de la constante de velocidad de asociación del radioligando 

En estos experimentos se incubaron unas cantidades de proteína de membrana de 8 

µg/pocillo de HeLa-A2A y 12 o 16 µg de HeLa-A2A-His7.29Asn. Los pocillos de unión total 

contenían [3H]-ZM241385 a una concentración 3 nM en tampón de incubación A2A en un 

volumen final de 200 µL. La unión inespecífica se determinó en presencia de NECA 50 µM. 

La placa de fondo GF/C de 96 pocillos del ensayo se incubó a 4°C con agitación (750 rpm) 

durante un tiempo de asociación máximo de 150 min. El ensayo se inició mediante la 
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adición de membranas, manteniendo adecuadamente la suspensión. El procesamiento de la 

placa después de la incubación fue igual al descrito en los apartados anteriores.  

 Análisis de los resultados de ensayos de unión de radioligandos 

 Ensayos de saturación 

La constante de disociación en el equilibrio (Kd) del radioligando y el nivel de 

expresión del receptor (Bmax) se determinaron ajustando los datos de los experimentos de 

saturación a un modelo de regresión no lineal hiperbólico, bien para un sitio de unión o bien 

para dos sitios de unión, de acuerdo al modelo preferido según el test de F de suma extra de 

cuadrados. El modelo de un sitio de unión viene definido por la siguiente ecuación: 

Y =
𝐵max · X 

(𝐾d +  𝑋)
 

[ec.1] 

en la cual Bmax es el número o la densidad de los sitios de unión, Kd es la 

concentración de radioligando necesaria para alcanzar la mitad de la unión máxima, X la 

concentración de radioligando libre en los distintos puntos del ensayo e Y el radioligando 

unido. 

El modelo de dos sitios de unión viene definido por la ecuación: 

Y =
𝐵maxHI · X 

(𝐾dHI +  𝑋)
+
𝐵maxLO · X 

(𝐾dLO +  𝑋)
 

[ec.2] 

ecuación en la que BmaxHI y BmaxLO son el número o la densidad de cada uno de los 

sitios de unión y KdHI y KdLO es la concentración de radioligando necesaria para alcanzar la 

mitad de la unión máxima en cada sitio de unión. 

 Ensayos de competición en el equilibrio 

La constante de disociación en el equilibrio (Kd) del radioligando y el nivel de 

expresión del receptor (Bmax) se determinaron ajustando los datos de los experimentos de 

competición a un modelo de regresión no lineal, comparándose el modelo de dosis-respuesta 

de inhibición sigmoide con el modelo de dosis-respuesta de inhibición sigmoide de 
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pendiente variable. Además, se comparó el ajuste de los datos al modelo de un sitio de unión 

con el correspondiente a dos sitios de unión. En todos los casos, se eligió el modelo de ajuste 

preferido según el test F de suma extra de cuadrados (nivel de significación P < 0.05). El 

modelo de dosis-respuesta de inhibición sigmoide (coeficiente de Hill = 1) viene definido 

por la siguiente ecuación:   

Y =  𝑌0 +
𝑌max − 𝑌0

 (1 + 10(logX − log IC50))
 

[ec.3] 

El modelo de dosis-respuesta de inhibición sigmoide de pendiente variable se define 

mediante la ecuación que incorpora el coeficiente n (coeficiente de Hill), que es la siguiente: 

Y =  𝑌0 + 
𝑌max − 𝑌0

 (1 + 10(logX − log IC50)·𝐧)
 

[ec.4] 

En el caso del modelo de dos sitios de unión, éste se define mediante la ecuación: 

𝑌 = 𝑌0 +
(𝑌max− 𝑌0)·(𝑓𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛𝐻𝑖)

 (1 + 10(logX − logIC50Hi))
 + 
(𝑌max− 𝑌0)·(1−𝑓𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛𝐻𝑖)

 (1 + 10(logX − logIC50Lo))
 

[ec.5] 

Mediante el ajuste a estas ecuaciones se determina la IC50, esto es, la concentración 

de ligando competidor necesaria para inhibir en un 50% la unión específica de radioligando. 

X es la concentración de ligando competidor en los distintos puntos del ensayo, Ymax la unión 

específica máxima e Y0 la unión especifica mínima. En el caso de la ecuación del modelo 

de dos sitios de unión fracciónHi corresponde a los sitios de alta afinidad. En este modelo se 

determinan la IC50Hi e IC50Lo, correspondientes a los sitios de alta y baja afinidad 

respectivamente. 

El cálculo de la constante de disociación en el equilibrio (Ki) se realizó de acuerdo 

con la ecuación descrita por Cheng y Prusoff (1973): 

𝐾i = 
IC50

(1 + 
[𝐿]
𝐾d
) 
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[ec.6] 

siendo IC50 la concentración de competidor no marcado que inhibe en un 50% la 

unión específica, [L] es la concentración del radioligando presente en el ensayo, y Kd es la 

afinidad del radioligando por el receptor. 

 Ensayos cinéticos de disociación para la determinación de la 

constante de velocidad de disociación del radioligando 

Estos experimentos se realizaron con el fin de determinar la constante velocidad de 

disociación (koff) del radioligando [3H]-SB269970 del receptor 5-HT7 y del radioligando 

[3H]-ZM24385 de los receptores A2A. Esto se consiguió mediante el ajuste de los datos de 

ensayos cinéticos de disociación de radioligandos a un modelo de regresión no lineal de 

disociación exponencial, bien el modelo monofásico, o bien el modelo bifásico. Para la 

elección de uno de ambos ajustes se aplicó un test F de suma extra de cuadrados (nivel de 

significación P < 0.05). El modelo de disociación monofásico viene descrito por la 

ecuación: 

𝑌 =  (𝐵0 − 𝑝𝑙𝑎𝑡𝑒𝑎𝑢)
(−𝑘𝑜𝑓𝑓·𝑡)  +  𝑝𝑙𝑎𝑡𝑒𝑎𝑢 

 [ec. 7] 

La ecuación describe la variación en el tiempo de la unión específica de radioligando 

desde los valores iniciales (B0, una vez alcanzado el equilibrio en la unión tras el periodo de 

preincubación) hasta el valor de unión mínima al que tiende la disociación (plateau) en 

función de la constante de velocidad de disociación (koff) y del tiempo (t).  

Asimismo, el modelo de disociación biexponencial viene descrito por la siguiente 

ecuación:  

𝑌 =  𝐵1
(−𝑘1·𝑡)  + 𝐵2

(−𝑘2·𝑡) +  𝑝𝑙𝑎𝑡𝑒𝑎𝑢 

[ec. 8] 

Según esta ecuación biexponencial la unión específica decrece desde niveles 

máximos de unión definidos por la suma de dos amplitudes (B1 y B2) y del valor plateau en 

función de dos términos exponenciales con sus respectivas constantes (k1 y k2).  
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 Ensayos cinéticos de asociación para la determinación de la 

constante de velocidad de asociación observada del radioligando 

Estos experimentos se realizaron con el fin de determinar la constante de velocidad 

de asociación (kon) del radioligando [3H]-SB269970 al receptor 5-HT7 y del radioligando 

[3H]-ZM24385 a los receptores A2A. Esto se consiguió mediante el ajuste de los datos de 

ensayos cinéticos de asociación de radioligandos a un modelo de regresión no lineal de 

asociación exponencial, bien el modelo monofásico, o bien el modelo bifásico. Para la 

elección de uno de ambos ajustes se aplicó un test F de suma extra de cuadrados (nivel de 

significación P < 0.05). La regresión no lineal de las curvas de asociación al modelo 

monofásico proporciona los valores de constante de velocidad de asociación observada 

(kobs) (Motulsky y Christopoulos, 2003), a partir de los cuales puede obtenerse el valor de 

kon (ver sección 3.2.4.4.5.). El modelo de asociación monoexponencial viene descrito por la 

ecuación que figura a continuación: 

Y = 𝐵𝐹 . (1 − 𝑒
(−𝑘𝑜𝑏𝑠·t)) 

[ec. 9] 

La ecuación describe la variación en la unión específica de radioligando en función 

del producto de la unión máxima (BF) a la que tiende la asociación por el término (1 - e (-kobs 

· t)). El valor de éste depende de la constante de velocidad de asociación observada (kobs; 

min-1) y del tiempo (t). BF puede calcularse en función del valor de densidad de sitios de 

unión (Bmax) multiplicado por el factor [L]/([L]+Kd), en el que [L] es la concentración de 

radioligando.  

La ecuación que define el modelo de asociación bifásico es la siguiente: 

Y = 𝐵1 . (1 − 𝑒
(−𝑘1·t)) + 𝐵2 . (1 − 𝑒

(−𝑘2·t)) 

[ec. 10] 

Según esta ecuación biexponencial la unión específica de radioligando aumenta 

desde 0 a niveles máximos de unión definidos por la suma de dos valores de unión específica 

final (B1 y B2) en función de dos términos exponenciales con sus respectivas constantes de 

asociación (k1 y k2).  
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 Cálculo de la constante de velocidad de asociación (kon) del 

radioligando a partir de datos de koff y kobs  

A partir del valor de kobs obtenido y considerando el primer paso de unión del 

complejo binario ligando-receptor (Tummino y Copeland, 2008), se procedió a calcular el 

valor de la constante de velocidad de asociación del radioligando kon (M
-1 · min-1) mediante 

la siguiente ecuación: 

𝑘on  =  
(𝑘obs  −  𝑘off) 

[L]
 

[ec. 11] 

Por tanto, para el cálculo del valor de la constante de velocidad de asociación (kon) 

son necesarios además el valor de la constante de velocidad de disociación koff, calculado 

previamente a partir de los ensayos cinéticos de disociación, y el valor medio de la 

concentración de radioligando [L] en estos experimentos. 

 Cálculo de la “constante de disociación cinética” (Kd,cin) del 

radioligando y lurasidona a partir de datos de koff y kon 

A partir de los valores de las constantes de velocidad de asociación y disociación 

obtenidos experimentalmente en ensayos cinéticos de unión de radioligandos se puede 

calcular un valor de constante de disociación para el radioligando referida al primer paso de 

unión del complejo binario ligando-receptor (Tummino y Copeland, 2008), que aquí 

llamaremos “constante de disociación cinética” (Kd,cin) para distinguirla de la constante de 

disociación en el equilibrio (Kd) obtenida a partir de ensayos de saturación. Así, Kd,cin se 

puede definir como el cociente: 

𝐾d,cin = 
𝑘off
𝑘on

 

[ec. 12] 

El valor de Kd,cin así calculado se espera que sea similar al valor de Kd obtenido para 

el radioligando en ensayos de saturación, de manera que nos puede informar acerca de la 

calidad de los resultados obtenidos en los ensayos cinéticos de unión de radioligandos. 
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En el caso de lurasidona, el cálculo de la Kd,cin se realizó a partir de los valores de 

las constantes de velocidad de asociación y disociación que se obtuvieron mediante la 

ejecución de ensayos de competición cinética. Ese valor de Kd,cin se comparó con la 

constante de disociación en el equilibrio (Ki) obtenida en los ensayos de competición en el 

equilibrio.  

 Determinación de las constantes de velocidad koff y kon de 

radioligandos a partir de los valores de constante de velocidad de asociación 

observada (kobs) mediante regresión. 

A partir de los valores de las constantes de velocidad de asociación observada (kobs) 

obtenidas experimentalmente en ensayos cinéticos de asociación de radioligandos 

realizados a distintas concentraciones se puede calcular los valores de las constantes de 

velocidad de asociación y disociación (koff y kon) de los radioligandos mediante el método 

de regresión. 

En este caso, tras representar los valores de kobs frente a la respectiva concentración 

del radioligando utilizada experimentalmente en los ensayos, se procedió a comparar el 

ajuste a un modelo de regresión lineal con el correspondiente a un modelo de hipérbola (se 

trata del modelo de un sitio de unión utilizado para analizar las saturaciones). Estos modelos 

describen, respectivamente, el comportamiento de la representación de los valores de kobs 

frente a la concentración de radioligando, en el caso de que la unión ligando-receptor siga 

un mecanismo cinético de un solo paso (mecanismo A; Tummino y Copeland, 2008) o un 

mecanismo de dos pasos con un cambio conformacional tras unión inicial del ligando 

(mecanismo B). El mecanismo A se considera el más frecuente en procesos de unión de un 

ligando a un GPCR, mientras que el mecanismo B se considera que predomina en el caso 

de inhibidores enzimáticos o antagonistas de alta afinidad (Guo y col., 2014a). 

En el caso de presentar el ajuste lineal correspondiente a este modelo, el valor del 

punto de la intersección de la recta de regresión con el eje Y corresponde al valor de koff del 

radioligando. El valor de la pendiente de la recta corresponde al valor de kon (Motulsky y 

Christopoulos, 2003). 
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 Ensayos de competición cinética para la determinación de las 

constantes de velocidad de asociación (kon, k3) y disociación (koff, k4) de un 

ligando competidor no marcado  

De nuevo, el modelo de ajuste de datos descrito por Motulsky y Mahan (1984) al 

que se van a ajustar los datos experimentales, parte de la asunción de que entre ligando y 

receptor se produce una asociación simple o de un solo paso. Este método ha sido aplicado 

previamente al análisis de la interacción del antagonista ZM241385 con el receptor A2A 

(Guo y col., 2012), así como también a la interacción de otros ligandos y GPCRs, como el 

receptor muscarínico M3 y su antagonista tiotropio (Dowling y Charlton, 2006), el receptor 

H1 y dimetindeno (Malany y col., 2009) o el receptor β2-adrenérgico y una serie de agonistas 

y antagonistas del mismo (Sykes y col., 2014).  

A continuación, se exponen las ecuaciones que definen el modelo de competición 

cinética propuesto por Motulsky y Mahan (1984) (tomado y modificado de Motulsky y 

Mahan, 1984): 

𝐾𝐴  =  (𝑘1 · L · e
−9)  + 𝑘2 

𝐾𝐵  =  (𝑘3 · I · e
−9)  + 𝑘4 

𝑆 = √(𝐾𝐴  − 𝐾𝐵)2   +  4 · 𝑘1 · 𝑘3 · L · I · e−18 

𝐾𝐹  =  0.5 ·  (𝐾𝐴  +  𝐾𝐵  +  𝑆) 

𝐾𝑆  =  0.5 ·  (𝐾𝐴  +  𝐾𝐵 −  𝑆) 

𝐷𝐼𝐹𝐹 =  𝐾𝐹 − 𝐾𝑆  

Q =  
𝐵max · 𝑘1 · L · e

−9

DIFF
 

𝑌 =  𝑄 ·  (
𝑘4 · 𝐷𝐼𝐹𝐹 

𝐾𝐹  · 𝐾𝑆
+
𝑘4 − 𝐾𝐹
𝐾𝐹

𝑒−𝐾𝐹·𝑡 −
 𝑘4 − 𝐾𝑆
𝐾𝑆

 𝑒−𝐾𝑆·𝑡)         [𝑒𝑐. 13]           
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La concentración de radioligando (L) e inhibidor (I) se expresan en unidades 

nanomolar (nM), convertidas a unidades Molar (M) mediante los factores 10-9 y 10-18 que 

aparecen en la ecuación. Las variables KA, KB, KF y KS aparecen definidas según Motulsky 

y Mahan (1984). Y es la cantidad de complejo receptor-radioligando (o complejo RL, esto 

es, los niveles de unión receptor-radioligando determinados experimentalmente); L es el 

radioligando; I, el competidor; k1, la constante de velocidad de asociación de radioligando; 

k2, la constante de velocidad de disociación de radioligando; k3, la constante de velocidad 

de asociación del competidor; k4, la constante de velocidad de disociación del competidor; 

y t, el tiempo. Bmax es la unión máxima de radioligando, lo que equivale a la concentración 

de receptores. La ecuación [ec. 11] define la variación del radioligando unido (complejo 

radioligando-receptor) en un ensayo de competición cinética.  

Todos los datos de unión de radioligandos se analizaron con el programa GraphPad 

Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, EE.UU.). 
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 ESTUDIO DE DETERMINANTES ESTRUCTURALES EN EL SITIO DE UNIÓN DEL 

RECEPTOR RELEVANTES PARA EL PERFIL DE AFINIDAD Y SELECTIVIDAD DE 

ANTIPSICÓTICOS SOBRE GPCRS DE SU RECEPTOROMA 

 Relevancia del residuo en posición 3.36 para la unión de antipsicóticos 

a GPCRs de su receptoroma 

 Unión del radioligando [3H]-ketanserina a los receptores 5-HT2A y 

5-HT2A-Ser3.36Cys 

Se determinaron los valores de afinidad, en concreto, de la constante de disociación 

en el equilibrio (Kd) de [3H]-ketanserina en los receptores de serotonina 5-HT2A y 5-HT2A-

Ser3.36Cys mediante ensayos de unión de radioligandos de saturación. Estos ensayos, al 

igual que los demás ensayos llevados a cabo para investigar las distintas hipótesis referidas 

a determinantes estructurales en el sitio de unión de GPCRs del receptoroma de 

antipsicóticos (presente sección 4.1), se realizaron con preparaciones de membranas de 

células CHO-K1 expresando establemente los receptores correspondientes. 

Los datos se ajustaron al modelo de un sitio de unión, preferido sobre el de dos sitios 

de unión (test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). Los valores de Kd de [3H]-

ketanserina obtenidos fueron 2.15 ± 0.63 nM (media ± EEM; n = 3) y 1.79 ± 0.33 nM (media 

± EEM; n = 2) para el receptor 5-HT2A y 5-HT2A-Ser3.36Cys, respectivamente. El valor de 

niveles de expresión del receptor 5-HT2A (densidad de sitios de unión, Bmax) en su 

correspondiente preparación de membrana fue de 1590 ± 90 fmol/mg de proteína (media ± 

EEM; n = 3), y de 1117 ± 163 fmol/mg de proteína (media ± EEM; n = 2) para las 

membranas correspondientes al receptor 5-HT2A-Ser3.36Cys. En la Fig. 36 se muestra un 

experimento representativo de los ensayos de unión de radioligandos de saturación para 

cada uno de los receptores. 

La diferencia entre los valores de Kd de [3H]-ketanserina obtenidos en las 

membranas CHO-5-HT2A y CHO-5-HT2A-Ser3.36Cys no fue estadísticamente significativa 

(test t de dos colas no pareado, p > 0.05). La diferencia entre los valores de densidad de 

sitios de unión (Bmax) de las dos preparaciones de membranas tampoco fue estadísticamente 

significativa (test t de dos colas no pareado, p > 0.05). 
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Los valores de Kd de [3H]-ketanserina en membranas CHO-5-HT2A y CHO-5-HT2A-

Ser3.36Cys (2.15 nM y 1.79 nM para el receptor no mutado y mutado, respectivamente) son 

comparables a otros valores publicados para el mismo ligando, receptor y mutación (valores 

de Kd de 0.84 ± 0.14 y 0.66 ± 0.04, para los receptores 5-HT2A y 5-HT2A-Ser3.36Cys 

respectivamente; Almaula y col., 1996). 
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Fig. 36. Determinación de la afinidad de [3H]-ketanserina por los receptores 5-HT2A no 

mutado y 5-HT2A-Ser3.36Cys mediante ensayos de unión de [3H]-ketanserina de saturación. 

Se muestra la media ± EEM de un experimento representativo realizado por triplicado para cada 

uno de los dos receptores. 
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 Unión del radioligando [3H]-espiperona a los receptores D2 y D2-

Cys3.36Ser 

Como ya se ha mencionado en la sección 3.2. Métodos, con respecto al receptor de 

dopamina mutado D2S-Cys3.36Ser ninguno de los clones de la línea CHO-D2S-Cys3.36Ser 

aislados mostraron unión específica de [3H]-espiperona en ensayos de unión de 

radioligandos dirigidos a la selección de clones. Por ello, la presente hipótesis sobre la 

relevancia del residuo 3.36 no fue evaluada experimentalmente en el receptor D2. 

 Afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores 5-HT2A y 5-

HT2A-Ser3.36Cys 

Como ensayo determinante para la comprobación de la hipótesis principal, el valor 

de la constante de disociación en el equilibrio (Ki) de los antipsicóticos clozapina y 

olanzapina se determinó en ensayos de unión de radioligandos de competición en el 

equilibrio. Estos ligandos desplazaron completamente y de forma dependiente de la 

concentración la unión de [3H]-ketanserina a los receptores 5-HT2A y 5-HT2A-Ser3.36Cys. 

Los resultados se ajustaron preferentemente a un modelo de dosis-respuesta de inhibición 

sigmoide (test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). Con respecto a clozapina y 

olanzapina, para ambos ligandos se observa un aumento notable, aunque no 

estadísticamente significativo (ANOVA de una vía y test de comparación múltiple de 

Bonferroni, P > 0.05), de la afinidad por el receptor 5-HT2A-Ser3.36Cys con respecto al 

receptor 5-HT2A no mutado, obteniéndose unos valores de Ki (media ± EEM; nM) de 25.02 

± 5.48 y 3.89 ± 1.32 para clozapina y receptores 5-HT2A y 5-HT2A-Ser3.36Cys, 

respectivamente, y de 7.68 ± 0.67 y 2.16 ± 0.57 para olanzapina y receptores 5-HT2A y 5-

HT2A-Ser3.36Cys, respectivamente (Tabla 9). 

Los valores de afinidad de clozapina y olanzapina por el receptor 5-HT2A obtenidos 

son comparables a los valores publicados previamente para los mismos ligandos y receptor 

obtenidos en ensayos de competición llevados a cabo en condiciones experimentales 

similares (valores de pKi de 8.3 y 8.8 para clozapina y olanzapina, respectivamente, en el 

receptor 5-HT2A no mutado y utilizando [3H]-ketanserina como radioligando; Selent y col., 

2008, tomado de Lange y col., 2007; y media de valores de Ki determinados en el receptor 

5-HT2A clonado y el mismo radioligando [3H]-ketanserina de 5.92 y 3.13 nM para clozapina 

y olanzapina, respectivamente, publicados por la base PDSP: Roth y col., 2000). 
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De cara a obtener información estructural adicional, en estos experimentos se 

incluyeron los ligandos serotonina y N-desmetil-clozapina. N-desmetil-clozapina 

experimentó un aumento notable de la afinidad por el receptor mutado, ajustándose los 

resultados preferentemente a un modelo de dosis-respuesta de inhibición sigmoide (test F 

de suma extra de cuadrados, P > 0.05). Se obtuvieron unos valores de Ki (media ± EEM; 

nM) de 16.45 ± 2.25 y 1.96 ± 0.29 para el receptor 5-HT2A y 5-HT2A-Ser3.36Cys, 

respectivamente. La diferencia entre valores no fue estadísticamente significativa (ANOVA 

de una vía y test de comparación múltiple de Bonferroni, P > 0.05). El valor de Ki de N-

desmetil-clozapina determinado en el receptor 5-HT2A es comparable al determinado en el 

mismo receptor (clonado) y con el mismo radioligando publicado por la base PDSP de 10.90 

(Roth y col., 2000). 

Por último, la serotonina mostró una disminución de la afinidad estadísticamente 

significativa, ajustándose los resultados preferentemente a un modelo de dosis-respuesta de 

inhibición sigmoide (test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). Se obtuvieron unos 

valores de Ki (media ± EEM; nM) de 890 ± 320 y 5077 ± 539****, para los receptores 5-

HT2A y 5-HT2A-Ser3.36Cys respectivamente (****P < 0.0001, ANOVA de una vía y test 

de comparación múltiple de Bonferroni) (véase Tabla 9). Los valores de afinidad de 

serotonina son comparables a otros publicados anteriormente de Ki de 396 ± 107 y 1947 ± 

528 nM (media ± EEM; nM) para los receptores 5-HT2A no mutado y mutado Ser3.36Cys 

(Almaula y col., 1996), obtenidos en ensayos de competición también con [3H]-ketanserina 

con los mismos receptores. Las figuras 37 y 38 muestran un experimento de competición 

representativo de los realizados para los cuatro ligandos mencionados en cada receptor. Los 

valores de la constante de afinidad (Ki, pKi) de los cuatro ligandos mencionados, así como 

el número de experimentos (n) se muestran en la Tabla 9.  
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Fig. 37. Determinación de la afinidad de los antipsicóticos clozapina y olanzapina por los 

receptores 5-HT2A y 5-HT2A-Ser3.36Cys mediante ensayos de unión de radioligandos de 

competición utilizando [3H]-ketanserina. Se representa en cada caso la media ± EEM de los 

resultados correspondientes a un experimento independiente representativo, realizado por 

duplicado. 
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Fig. 38. Determinación de la afinidad de N-desmetil-clozapina y serotonina por los receptores 

5-HT2A y 5-HT2A-Ser3.36Cys mediante ensayos de unión de radioligandos de competición 

utilizando [3H]-ketanserina. Se representa en cada caso la media ± EEM de los resultados 

correspondientes a un experimento independiente representativo, realizado por duplicado. 
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 5-HT2A no mutado 5-HT2A-Ser3.36Cys 

 
Ki 

(nM; media ± EEM) 
pKi 

Ki 

(nM; media ± EEM) 
pKi 

clozapina 25.02 ± 5.48, n = 5 7.60 3.89 ± 1.32, n = 4 8.41 

olanzapina 7.68 ± 0.67, n = 5 8.11 2.16 ± 0.57, n = 4 8.66 

serotonina 890 ± 320, n = 2 6.05 5077 ± 539****, n = 4 5.29 

N-desmetil-clozapina 16.45 ± 2.25, n = 2 7.78 1.96 ± 0.29, n = 2 8.71 

Tabla 9. Valores de la constante de disociación en el equilibrio (Ki) (nM) y de pKi de distintos 

ligandos obtenidos en ensayos de unión de radioligandos de competición frente a [3H]-

ketanserina. Los valores se expresan como la media ± EEM del número de experimentos 

independientes indicado (n), realizados por triplicado. ****P < 0.0001 para los valores de Ki de 

serotonina en los receptores 5-HT2A no mutado y 5-HT2A-Ser3.36Cys (ANOVA de una vía y test 

de comparación múltiple de Bonferroni). 

 Relevancia de los residuos en las posiciones 5.43 y 5.46 para la unión 

de antipsicóticos a GPCRs de su receptoroma 

 Unión del radioligando [3H]-espiperona a los receptores D2 y D2-

Ser5.43Thr/Ser5.46Ala 

Se determinaron los valores de afinidad, en concreto, de la constante de disociación 

en el equilibrio (Kd) de [3H]-espiperona en los receptores de dopamina D2S y D2S-

Ser5.43Thr/Ser5.46Ala mediante ensayos de unión de radioligandos de saturación. Los 

datos se ajustaron al modelo de un sitio de unión, preferido sobre el de dos sitios de unión 

(test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). Los valores determinados de Kd para [3H]-

espiperona en estos receptores fueron 0.033 ± 0.002 nM (media ± EEM; n = 3) y 0.031 ± 

0.005 nM (media ± EEM; n = 3), para el receptor D2S y D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala, 
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respectivamente. El valor de densidad de sitios de unión (Bmax) correspondiente a las 

membranas del receptor D2S no mutado fue de 2971 ± 98 fmol/mg de proteína (media ± 

EEM; n = 3) y de 749 ± 93 fmol/mg de proteína (media ± EEM; n = 3) en el caso de las 

membranas del receptor D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala. La Fig. 39 muestra un ejemplo 

representativo de estos ensayos para cada receptor. 

La diferencia entre las afinidades de [3H]-espiperona por ambos receptores no fue 

estadísticamente significativa (test t de dos colas no pareado, p > 0.05). La diferencia en los 

niveles de expresión de las dos preparaciones de membranas CHO-D2S y CHO-D2S-

Ser5.43Thr/Ser5.46Ala fue estadísticamente significativa (****p < 0.0001, test t no 

pareado, dos colas). Con respecto a la comparación de los resultados, el valor de afinidad 

de [3H]-espiperona obtenido por el receptor D2S es similar a otros publicados para el mismo 

radioligando y receptor expresado en líneas celulares y determinados en membranas como 

~0.05 nM (Dal Toso y col. 1989), 0.015 nM (Armstrong y Strange, 2001) o 0.065 nM (Payne 

y col., 2002). 
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Fig. 39. Determinación de la afinidad de [3H]-espiperona por los receptores D2S no mutado y 

D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala mediante ensayos de unión de [3H]-espiperona de saturación. Se 

muestra la media ± EEM de un experimento representativo realizado por triplicado para cada uno 

de los dos receptores. 

 Unión del radioligando [3H]- 8-OH-DPAT a los receptores 5-HT1A 

y 5-HT1A-Thr5.43Ser/Ala5.46Ser 

De nuevo en el caso del receptor 5-HT1A-Thr5.43Ser/Ala5.46Ser, después de la 

generación de la construcción plasmídica y su transfección en la línea celular CHO-K1, los 

clones aislados no mostraron unión específica del radioligando [3H]-8-OH-DPAT en 

ensayos de unión de radioligandos, por lo que no se llevaron a cabo estudios para investigar 

la relevancia de los residuos 5.43/5.46 en este receptor.  



Resultados 

 

162 

 

 Afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores D2 y D2-

Ser5.43Thr/Ser5.46Ala 

Para obtener los valores de afinidad que permitirán contrastar la hipótesis planteada 

se realizaron ensayos de unión de radioligandos de competición utilizando [3H]-espiperona. 

Clozapina y olanzapina desplazaron completamente y de forma concentración-dependiente 

la unión de [3H]-espiperona a los receptores D2S y D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala. Los datos 

para ambos antipsicóticos en los dos receptores se ajustaron preferentemente al modelo de 

dosis-respuesta de inhibición sigmoide (test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). La 

afinidad de olanzapina por el receptor mutado disminuyó de manera estadísticamente 

significativa y en una magnitud muy considerable con respecto al receptor no mutado. Los 

valores de afinidad obtenidos y expresados mediante la constante de disociación en el 

equilibrio (Ki) (media ± EEM) fueron de 23.45 ± 4.38 nM en el caso de olanzapina y el 

receptor D2S y de 173.90 ± 31.56*** nM para el receptor D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala y el 

mismo ligando (***P < 0.001 para la diferencia entre ambas afinidades; ANOVA de una 

vía y test de comparación múltiple de Bonferroni). Por su parte, la afinidad de clozapina por 

el receptor mutado aumentó, aunque de manera no estadísticamente significativa, con 

respecto al receptor no mutado, obteniéndose unos valores de Ki (media ± EEM) de 88.65 

± 10.04 nM y 58.04 ± 9.65 nM para los receptores D2S y D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala, 

respectivamente (ANOVA de una vía y test de comparación múltiple de Bonferroni; P > 

0.05). La Fig. 40 muestra un experimento de competición representativo de los realizados 

para cada antipsicótico en cada receptor. Los valores de la constante de disociación en el 

equilibrio (Ki, pKi) así como el número de experimentos (n) para ambos antipsicóticos en 

los dos receptores se muestran en la Tabla 10. 

Otros valores de afinidad (Ki) de clozapina y olanzapina por el receptor D2 humano 

clonado obtenidos mediante competición en el equilibrio con [3H]-espiperona y publicados 

por la base PDSP (Roth y col., 2000), son 157 nM en el caso de clozapina y 34.23 nM en el 

caso de olanzapina. Los valores de Ki obtenidos para clozapina y olanzapina por el receptor 

D2S, 88.65 y 23.45 nM respectivamente, son comparables a los valores medios de Ki 

publicados por la base PDSP anteriormente mencionados. 

Los resultados muestran la verificación de la hipótesis inicialmente planteada, por 

la que se esperaba una inversión del perfil de afinidades de ambos antipsicóticos por el par 
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de receptores D2S y D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala. Así, clozapina experimenta un aumento de 

afinidad por el receptor mutado y olanzapina experimenta el cambio contrario. El resultado 

final es la mayor afinidad y selectividad de clozapina por el receptor D2S-

Ser5.43Thr/Ser5.46Ala. 
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Fig. 40. Determinación de la afinidad de los antipsicóticos clozapina y olanzapina por los 

receptores D2S y D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala mediante ensayos de unión de radioligandos de 

competición utilizando [3H]-espiperona. Se representa en cada caso la media ± EEM de los 

resultados correspondientes a un experimento independiente representativo, realizado por 

triplicado. 
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 D2S no mutado D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala 

 
Ki 

 (nM; media ± EEM) 
pKi 

Ki 

 (nM; media ± EEM) 
pKi 

Clozapina 88.65 ± 10.04, n = 5 7.05 58.04 ± 9.65, n = 3 7.24 

Olanzapina 23.45 ± 4.38, n = 5 7.63 173.90 ± 31.56***, n = 4 6.76 

Tabla 10. Valores de la constante de disociación en el equilibrio (Ki) (nM) y de pKi de 

clozapina y olanzapina obtenidos en ensayos de unión de radioligandos de competición frente 

a [3H]-espiperona. Los valores se expresan como la media ± EEM del número de experimentos 

independientes indicado (n), realizados por triplicado. ***P < 0.001 para los valores de Ki de 

olanzapina en los receptores D2S no mutado y D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala (ANOVA de una vía y 

test de comparación múltiple de Bonferroni). 

 Relevancia del residuo en posición 3.33 para la unión de antipsicóticos 

a GPCRs diana y antidiana de su receptoroma 

 Unión del radioligando [3H]-espiperona al receptor D2S-Val3.33Tyr 

Se determinó el valor de la constante de disociación en el equilibrio (Kd) de [3H]-

espiperona en el receptor D2S-Val3.33Tyr mediante ensayos de unión de radioligandos de 

saturación. Los datos se ajustaron al modelo de un sitio de unión, preferido sobre el de dos 

sitios de unión (test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). Se obtuvo un valor de afinidad 

(Kd) de [3H]-espiperona 0.057 ± 0.002 nM (media ± EEM; n = 4) para el receptor D2S-

Val3.33Tyr. El valor de densidad de sitios de unión (Bmax) de las membranas del receptor 

D2S-Val3.33Tyr utilizadas en estos experimentos fue de 1027 ± 58 fmol/mg de proteína 

(media ± EEM; n = 3). Los valores de afinidad para el receptor D2S no mutado (valor de Kd 

de [3H]-espiperona de 0.033 ± 0.002 nM (media ± EEM; n = 3) y de densidad de sitios de 

unión (Bmax) de 2971 ± 98 fmol/mg de proteína (media ± EEM; n = 3), así como la 

comparación del valor de afinidad con otros valores de la literatura, han sido descritos 

previamente en la sección 4.1.2.1. La Fig. 41 muestra un experimento representativo 
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correspondiente a un ensayo de saturación de [3H]-espiperona en el receptor D2S-

Val3.33Tyr. 

La diferencia de afinidades [3H]-espiperona por los receptores D2S y D2S-Val3.33Tyr 

fue estadísticamente significativa (***p < 0.001, test t de dos colas no pareado). La 

diferencia en los niveles de expresión de las dos preparaciones de membranas CHO-D2S y 

CHO-D2S-Val3.33Tyr fue estadísticamente significativa (****p < 0.0001, test t de dos colas 

no pareado) 
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Fig. 41. Determinación de la afinidad de [3H]-espiperona por el receptor D2S-Val3.33Tyr 

mediante ensayos de unión de [3H]-espiperona de saturación. Se muestra la media ± EEM de 

un experimento representativo realizado por triplicado. 

 Afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores D2 y D2-

Val3.33Tyr 

La comprobación de la hipótesis se abordó experimentalmente mediante la ejecución 

de los correspondientes ensayos de competición en el equilibrio. Clozapina y olanzapina 

desplazaron completamente y de forma concentración-dependiente la unión de [3H]-

espiperona a los receptores D2S y D2S-Val3.33Tyr. Los datos para ambos antipsicóticos en 

el receptor D2S-Val3.33Tyr se ajustaron preferentemente al modelo de dosis-respuesta de 

inhibición sigmoide (test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). Se obtuvieron unos 

valores de constante de disociación en el equilibrio (Ki) para clozapina de 88.65 ± 10.04 nM 



Resultados 

 

166 

 

y 307.73 ± 96.29** nM (media ± EEM) en los receptores D2S no mutado y D2S-Val3.33Tyr, 

respectivamente (**P < 0.01 para la comparación entre ambos valores, ANOVA de una vía 

y test de comparación múltiple de Bonferroni). En el caso de olanzapina, se obtuvieron unos 

valores de Ki de 23.45 ± 4.38 nM y 383.22 ± 48.81*** nM (media ± EEM) para los 

receptores D2S no mutado y D2S-Val3.33Tyr, respectivamente (***P < 0.001 para la 

comparación entre ambos valores, ANOVA de una vía y test de comparación múltiple de 

Bonferroni). La Fig. 42 muestra un experimento de competición representativo de los 

realizados para cada antipsicótico en cada receptor. Los valores de la constante de afinidad 

(Ki, pKi) para ambos antipsicóticos, así como el número de experimentos (n) se recogen en 

la Tabla 11.  

Se observa por tanto una disminución de las afinidades de gran magnitud y 

estadísticamente significativa de clozapina y olanzapina por el receptor D2S-Val3.33Tyr en 

comparación con el receptor D2S. Esto contradice las predicciones basadas en la hipótesis 

planteada que esperaban para ambos antipsicóticos un aumento de la afinidad por el receptor 

mutado. 
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Fig. 42. Determinación de la afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores D2S y D2S-

Val3.33Tyr mediante ensayos de unión de radioligandos de competición utilizando [3H]-

espiperona. Se representa en cada caso la media ± EEM de los resultados correspondientes a un 

experimento independiente representativo, realizado por triplicado. 
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 D2S no mutado D2S-Val3.33Tyr 

 
Ki 

 (nM; media ± EEM) 
pKi 

Ki 

 (nM; media ± EEM) 
pKi 

clozapina 88.65 ± 10.04, n = 5 7.05 307.73 ± 96.29**, n = 3 6.51 

olanzapina 23.45 ± 4.38, n = 5 7.63 383.22 ± 48.81***, n = 3 6.42 

Tabla 11. Valores de la constante de disociación en el equilibrio (Ki) (nM) y de pKi de 

clozapina y olanzapina obtenidos en ensayos de unión de radioligandos de competición frente 

a [3H]-espiperona. Los valores se expresan como la media ± EEM del número de experimentos 

independientes indicado (n), realizados por triplicado. **P < 0.01; ***P < 0.001 para los valores 

de Ki de clozapina u olanzapina en el receptor D2S con respecto al receptor D2S-Val3.33Tyr 

(ANOVA de una vía y test de comparación múltiple de Bonferroni). 
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 ESTUDIO DE LAS CINÉTICAS DE INTERACCIÓN LIGANDO-RECEPTOR EN 

GPCRS: TIEMPO DE RESIDENCIA DEL ANTIPSICÓTICO ATÍPICO LURASIDONA EN EL 

RECEPTOR DE SEROTONINA 5-HT7  

 Afinidad de lurasidona por el receptor 5-HT7 

Antes de caracterizar la cinética de unión de lurasidona al receptor 5-HT7 se abordó 

la determinación de su afinidad por el mismo en condiciones de equilibrio. Así, mediante 

ensayos de unión de radioligandos de competición en el receptor 5-HT7, empleando el 

radioligando [3H]-SB269970, se determinó la concentración de lurasidona capaz de inhibir 

en un 50% la unión específica de radioligando (IC50) y, a partir de este valor, se calculó la 

constante de disociación en el equilibrio (Ki) de lurasidona. 

Lurasidona desplazó al radioligando [3H]-SB269970 del sitio de unión al receptor 

completamente y de forma concentración-dependiente, mostrando un ajuste al modelo de 

dosis-respuesta de inhibición sigmoide con una pendiente de Hill (nH) de 1. Este ajuste se 

comparó con respecto al modelo de dosis-respuesta de inhibición sigmoide de pendiente 

variable (test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). El valor de Ki obtenido fue de 13.23 

± 2.65 nM (media ± EEM, n = 3 experimentos independientes realizados por octuplicado). 

La Fig. 43 muestra un experimento representativo correspondiente a la determinación de la 

afinidad de lurasidona en mediante ensayos de unión de radioligandos de competición en el 

equilibrio. 

Otros valores de afinidad (Ki) para lurasidona por el receptor 5-HT7 citados en la 

literatura se encuentran también en el rango nanomolar bajo, por ejemplo Ki = 0.495 ± 0.090 

nM empleando el radioligando [3H]-5-CT (Ishibashi y col. 2010). Aunque este valor se 

corresponde con un valor de mayor afinidad, este resultado se ha obtenido en experimentos 

utilizando un radioligando agonista. En ausencia de datos que comparen la afinidad obtenida 

frente al radioligando [3H]-SB269970, disponemos de los datos de afinidad (Ki) de un 

estándar incluido en nuestros experimentos (metiotepina) (2.31 ± 0.2 nM, media ± EEM, n 

= 3), y que se corresponde con el valor descrito en la literatura para el mismo ligando 

obtenido en preparación de membranas de células HEK293 (3.89 ± 0.831 nM, media ± 

EEM) (Thomas y col., 2000). 
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Fig. 43. Determinación de la afinidad de lurasidona por el receptor 5-HT7 mediante ensayos 

de unión de radioligandos de competición en el equilibrio utilizando [3H]-SB269970. La 

gráfica representa la media ± EEM de los resultados correspondientes a un experimento 

independiente representativo realizado por octuplicado. 

 Determinación de parámetros cinéticos de unión del radioligando 

[3H]-SB269970 y lurasidona al receptor 5-HT7 

Con el objetivo de poder determinar las constantes de velocidad de asociación y 

disociación de lurasidona al receptor 5-HT7 mediante el método de competición cinética, se 

procedió en primer lugar a determinar las constantes de velocidad de disociación y 

asociación (koff y kon) del radioligando [3H]-SB269970 en este receptor. Esto se llevó a cabo 

mediante ensayos cinéticos de disociación y asociación del radioligando. Los valores de koff 

y kon del radioligando así obtenidos se utilizaron posteriormente para la determinación de 

las constantes de velocidad de asociación y disociación de lurasidona mediante ensayos de 

competición cinética entre el radioligando y lurasidona. 

 Determinación de la constante de velocidad de disociación del 

radioligando [3H]-SB269970 del receptor 5-HT7 

Estos fueron los experimentos que se llevaron a cabo en primer lugar dentro de esta 

sección, pues el valor de la constante de velocidad de disociación del radioligando (koff) será 
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empleado en cálculos posteriores de la constante de velocidad de asociación del 

radioligando (kon) y las constantes cinéticas de lurasidona. 

La cinética de disociación de [3H]-SB269970 del receptor 5-HT7 se ajustó a un 

modelo exponencial, con unos valores de disociación que se aproximaron asintóticamente 

al valor de unión mínima, el cual alcanzaron en torno a los 80 min. Se continuaron los 

experimentos hasta los 150 min. El ajuste al modelo exponencial monofásico de disociación 

se comparó con el correspondiente al modelo bifásico, resultando elegido el primero (test F 

de suma extra de cuadrados, P > 0.05). La Fig. 44 muestra un experimento cinético de 

disociación de [3H]-SB269970 representativo. 

Se obtuvo un valor de constante de velocidad de disociación de 0.083 ± 0.007 min-1 

(media ± EEM, n = 12 experimentos individuales realizados por triplicado). Este valor de 

koff obtenido para [3H]-SB269970 es comparable al valor de 0.050 ± 0.003 min-1 (media ± 

EEM) descrito en la literatura para este radioligando y el receptor 5-HT7 humano expresado 

en membranas de células HEK293 (Thomas y col., 2000). 
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Fig. 44. Determinación de la constante de velocidad de disociación (koff) del radioligando 

[3H]-SB269970 del receptor 5-HT7 mediante ensayos cinéticos de disociación. La gráfica 

representa la media ± EEM de los resultados de un experimento representativo, realizado por 

triplicado. 
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 Determinación de la constante de velocidad de asociación del 

radioligando [3H]-SB269970 al receptor 5-HT7 

En estos ensayos se determina la unión específica del radioligando [3H]-SB269970 

a distintos tiempos. Mediante estos ensayos y el ajuste al correspondiente modelo se obtiene 

un valor de constante de velocidad de asociación observada (kobs), que junto con el valor de 

koff ya determinado, permite obtener el valor de la constante de velocidad de asociación kon 

del radioligando al receptor.  

Los valores de unión específica siguieron en el tiempo una evolución exponencial, 

alcanzándose unos niveles de asociación próximos a los valores de asociación máxima en 

torno a los 60 min. Los experimentos se continuaron hasta los 150 min y los resultados se 

ajustaron al modelo monofásico de asociación al comparar el ajuste con respecto al modelo 

bifásico de asociación (test F de suma extra de cuadrados, seleccionando el modelo más 

simple al ser P > 0.05). El ajuste de los datos experimentales a este modelo aportó un valor 

de constante de velocidad de asociación observada (kobs). La Fig. 45 muestra un experimento 

cinético de asociación de [3H]-SB269970 representativo. 

El valor de kon se obtuvo a partir de los datos de kobs obtenidos experimentalmente, 

aplicando la ecuación kon = (kobs - koff)/[L], siendo [L] la concentración experimental del 

radioligando que se asocia (ver sección 3.2.4.4.5.). El valor de kon para [3H]-SB269970 en 

el receptor 5-HT7 así obtenido fue de 0.086 · 109 ± 0.014 · 109 M-1 · min-1 (media ± EEM, n 

= 7 experimentos independientes realizador por sextuplicado (n = 5) o triplicado (n = 2)). 

Este valor es comparable al valor de kon = 0.049 ± 0.003 nM-1 · min-1 (media ± EEM) descrito 

en la literatura para este radioligando y el receptor 5-HT7 humano expresado en membranas 

de células HEK293 (Thomas y col., 2000).  
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Fig. 45. Determinación de la constante de velocidad de asociación (kon) del radioligando [3H]-

SB269970 al receptor 5-HT7 mediante ensayos cinéticos de asociación. Con el ajuste al modelo 

se obtiene el valor de la constante de velocidad de asociación observada (kobs). La gráfica 

representa a media ± EEM de los resultados de un experimento representativo, realizado por 

sextuplicado. 

 Determinación de las constantes de velocidad koff y kon del 

radioligando [3H]-SB269970 a partir de valores de constante de velocidad de 

asociación observada (kobs) mediante regresión 

La representación de los valores de constante de asociación observada en función de 

la concentración de radioligando obtenidos en ensayos de asociación con distintas 

concentraciones del radioligando [3H]-SB269970, mostró un ajuste lineal (comparación con 

el modelo de hipérbola correspondiente al mecanismo de dos pasos o mecanismo B de 

Tummino y Copeland, 2008; test F suma extra de cuadrados: P > 0.05) indicativo de un 

mecanismo cinético de unión ligando-receptor de un solo paso (mecanismo A de Tummino 

y Copeland, 2008) (Fig. 46). 

De acuerdo con el método de determinación de kon y koff descrito en la sección de 

materiales y métodos (sección 3.2.4.4.6.) la intersección con el eje Y de la recta de regresión 

correspondiente al modelo lineal proporcionó un valor de koff de 0.0688 ± 0.0283 min-1. La 

pendiente de dicha recta proporciona el valor de kon. Éste fue de 0.160 ± 0.0172 nM-1·min-1 

lo que equivale a 0.160 · 109 ± 0.0172· 109 M-1·min-1. Estos valores resultan comparables a 
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los determinados mediante ajuste a los correspondientes modelos de disociación y 

asociación cinéticos (kon para [3H]-SB26997 de 0.086 · 109 ± 0.014 · 109 M-1 · min-1 y koff 

de 0.083 ± 0.007 min-1) (ver secciones 4.2.2.1. y 4.2.2.2.)  
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Fig. 46. Representación del valor de kobs obtenido en distintos experimentos de asociación (n 

= 9) realizados en el receptor 5-HT7 con varias concentraciones del radioligando [3H]-

SB269970 y determinación de los valores de kon y koff. La regresión de los valores se ajustó a un 

modelo lineal, propio del mecanismo de unión cinético de un solo paso (mecanismo A, Tummino 

y Copeland, 2008). En este caso el valor de la pendiente se corresponde con kon y el valor de la 

intersección con el eje Y con koff. 

 Cálculo del valor de la “constante de disociación cinética” (Kd,cin) 

del radioligando [3H]-SB269970 en el receptor 5-HT7 

El valor de la constante de disociación (Kd) de un ligando puede ser definido como 

el cociente entre las constantes cinéticas koff /kon. Ello permite el cálculo de un valor de 

“constante de disociación cinética” (Kd,cin), que nos informa acerca de la calidad de los datos 

obtenidos en los ensayos de unión del radioligando cinéticos, sirviéndonos como método de 

validación de la calidad de nuestras determinaciones cinéticas experimentales. 
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Así, a partir de los resultados de nuestros experimentos de disociación y asociación 

de [3H]-SB269970 en el receptor 5-HT7 se obtuvo un valor de Kd,cin para el radioligando de 

0.96 nM, que resulta comparable al valor de constante de disociación en el equilibrio (Kd) 

determinado en nuestros ensayos de unión del radioligando de saturación empleando en la 

misma línea celular (Kd = 1.53 ± 0.16 nM; media ± EEM) así como al valor de Kd,cin de 1.04 

± 0.1 nM (media ± EEM) descrito en la literatura para este radioligando en el receptor 5-

HT7 humano expresado en células HEK293 (Thomas y col., 2000). Asimismo, el valor de 

las constantes cinéticas determinadas mediante regresión permitió calcular de la misma 

manera otro valor de Kd,cin de 0.43 nM, que resulta comparable a los mismos valores con los 

que se comparó el valor de Kd,cin de 0.96 nM que se acaba de validar. La Tabla 12 resume 

los valores correspondientes a los dos tipos de Kd (determinada mediante ensayos de unión 

en el equilibrio y “cinética”) determinados experimentalmente y ejemplos de los mismos 

tipos de valores que aparecen en otros estudios en la literatura. 

Tabla 12. Valores de la constante de disociación en el equilibrio (Kd) y de la “constante de 

disociación cinética” (Kd,cin) del radioligando [3H]-SB269970 en el receptor 5-HT7 obtenidos 

en este estudio y recogidos en la literatura.  aA partir de ensayos de saturación en el equilibrio. 

bA partir de valores medios de kon y koff obtenidos en ensayos cinéticos. cA partir de valores de kon 

y koff obtenidos mediante regresión de datos experimentales de kobs. d A partir de ensayos de 

saturación. eA partir de valores medios de kon y koff obtenidos en ensayos cinéticos. 

 Determinación de las constantes de velocidad de asociación (kon) y 

disociación (koff) de lurasidona en el receptor 5-HT7 

Las constantes de velocidad de asociación (kon o k3) y disociación (koff o k4) de 

lurasidona en el receptor 5-HT7 se determinaron mediante el método de competición 

Kd
a 

(presente 

trabajo) 

Kd,cin
b

  

(presente trabajo)  

Kd,cin
c 

(presente 

trabajo)  

Kd
d 

(Thomas y 

col., 2000) 

Kd,cin
e  

(Thomas y 

col., 2000)  

1.53 ± 0.16 

nM 

(media ± 

EEM) 

0.96 nM 0.43 nM 
1.25 ± 0.05 nM 

(media ± EEM) 

1.04 ± 0.1 nM 

(media ± EEM) 
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cinética de Motulsky y Mahan (1984), empleando distintas concentraciones de lurasidona 

(0.5, 2.5, 8 y 25 nM) como ligando competidor, próximas al valor de Ki determinado en 

ensayos de competición en el equilibrio con el mismo radioligando que ahora se utiliza. 

En ausencia o presencia del competidor, la asociación del radioligando tendió a 

valores máximos de unión asintóticos, cuya magnitud fue inversamente proporcional a la 

concentración del competidor presente. Los resultados se ajustaron de manera global al 

modelo de competición cinética de Motulsky y Mahan (1984). Los valores de las constantes 

de velocidad de asociación y disociación obtenidos para lurasidona fueron kon = 0.0046 · 

109 ± 0.0013 · 109 M-1 · min-1 y koff = 0.099 ± 0.031 min-1 (media ± EEM, n = 4 a 11 

experimentos independientes realizados por duplicado o triplicado). La Fig. 47 muestra el 

ajuste global de los resultados al modelo del ensayo de los distintos experimentos realizados 

con distintas concentraciones de lurasidona. 
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Fig. 47. Determinación de las constantes de velocidad de asociación y disociación de 

lurasidona en el receptor 5-HT7 mediante ensayos de competición cinética con [3H]-

SB269970. La gráfica representa la media ± EEM de los resultados de los distintos experimentos 

de competición independientes llevados a cabo con cada concentración de competidor (n = 4 - 11), 

normalizados a su respectiva Bmax, así como el ajuste global de los mismos al modelo de 

competición cinética de Motulsky y Mahan (1984).  
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 Cálculo del tiempo de residencia (tR) de lurasidona en el receptor 5-

HT7 

A partir del valor de koff de lurasidona obtenido, se procedió a calcular el tiempo de 

residencia del antipsicótico en los receptores 5-HT7 según la ecuación tR = 1/koff, resultando 

un tR = 10 min, un valor que resultó ser del mismo orden que el del radioligando [3H]-

SB269970 sobre el receptor (~ 12 min). 

 Cálculo del valor de la “constante de disociación cinética” (Kd,cin) de 

lurasidona en el receptor 5-HT7 

De modo similar al caso del radioligando y con el fin de comprobar los resultados y 

la ejecución de los ensayos de competición cinética, se calculó un valor de constante de 

disociación cinética (Kd,cin) para lurasidona en el receptor 5-HT7 a partir de los datos de kon y 

koff obtenidos en los ensayos de competición cinética. El valor resultante es de 21.5 nM, que 

es comparable al valor de constante de disociación en el equilibrio (Ki) para lurasidona 

obtenido mediante ensayos de radioligandos de competición en el equilibrio (13.2 nM). 
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 ESTUDIO DE LAS CINÉTICAS DE INTERACCIÓN LIGANDO-RECEPTOR EN 

GPCRS: RELEVANCIA DEL RESIDUO HIS264 EN EL3 PARA LAS CINÉTICAS DE 

ASOCIACIÓN Y DISOCIACIÓN DE [3H]-ZM241385 AL RECEPTOR DE ADENOSINA A2A 

 Afinidad de [3H]-ZM241385 por los receptores A2A y A2A-His7.29Asn 

La afinidad del radioligando [3H]-ZM241385 por los receptores A2A y A2A-

His7.29Asn se caracterizó mediante ensayos de unión de radioligando de saturación, 

determinándose su constante de disociación en el equilibrio (Kd) en cada receptor. 

Los datos de unión del radioligando a ambos receptores se ajustaron al modelo de 

unión hiperbólico de un sitio de unión, al resultar preferido sobre el de dos sitios de unión 

(test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). Los valores de Kd de [3H]-ZM241385 

obtenidos fueron de 0.65 ± 0.15 nM y 4.98 ± 0.86** (nM) para el receptor A2A y A2A-

His7.29Asn, respectivamente (media ± EEM, n = 3 y 4 experimentos individuales realizados 

por duplicado, respectivamente). Estos valores difieren de forma estadísticamente 

significativa (**p < 0.01, test t no pareado, dos colas). Los valores de densidad de sitios de 

unión (Bmax) obtenidos a partir de estos experimentos fueron de 18212 ± 2022 fmol/mg 

proteína y 7361 ± 1150** fmol/mg proteína, para las membranas correspondientes al 

receptor A2A y A2A-His7.29Asn, respectivamente (**p < 0.01, test t no pareado, dos colas). 

La Fig. 48 muestra un experimento representativo llevado a cabo con ambos receptores. 

El valor de Kd para el receptor A2A no mutado es comparable a otros descritos en la 

literatura (0.60 ± 0.07; Guo y col., 2012) determinado también en membranas de este 

receptor de células HEK293 y a 5°C. 
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Fig. 48. Determinación de la constante de disociación en el equilibrio del radioligando [3H]-

ZM241385 en los receptores A2A y A2A-His7.29Asn mediante ensayos de unión de 

radioligando de saturación. La gráfica representa la media ± EEM de los resultados de un 

experimento representativo llevado a cabo con ambos receptores por duplicado. 

 Determinación de parámetros cinéticos de unión del radioligando 

[3H]-ZM241385 a los receptores A2A y A2A-His7.29Asn 

 Determinación de la constante de velocidad de disociación de [3H]-

ZM241385 de ambos receptores 

Como ya se ha mencionado, los ensayos cinéticos de disociación permiten obtener 

el valor de la constante de velocidad de disociación (koff), que será posteriormente utilizado 

para calcular el valor de la constante de velocidad de asociación (kon) a partir de la constante 

de velocidad de asociación observada (kobs), determinada experimentalmente. 

Los datos cinéticos de disociación de [3H]-ZM241385 de los receptores A2A y A2A-

His7.29Asn se ajustaron al modelo exponencial monofásico, siendo la disociación 

notablemente más rápida en el caso del receptor mutado. Así, los niveles de unión específica 

alcanzaron el valor asintótico de unión mínima, en torno a los 60 min en el caso del receptor 

A2A-His7.29Asn y a los 240 min en el del receptor A2A no mutado, tiempo este en el que se 

detuvo la disociación. El ajuste al modelo de disociación exponencial monofásico se 

comparó con el correspondiente al modelo bifásico, resultando elegido el primero (test F de 

suma extra de cuadrados, P > 0.05). En el caso del receptor no mutado, este ajuste fue 
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también el observado para el mismo radioligando por otros autores (Guo y col., 2012). Los 

valores medios de constante de velocidad de disociación (koff) de [3H]-ZM241385 obtenidos 

fueron de 0.014 ± 0.0020 min-1 y 0.15 ± 0.026** min-1 (media ± EEM; n = 4) para el receptor 

A2A no mutado y A2A-His7.29Asn respectivamente. Estos valores difieren entre sí de forma 

estadísticamente significativa (**p < 0.01, test t no pareado, dos colas). La Fig. 49 muestra 

un experimento cinético de disociación de [3H]-ZM241385 llevado a cabo con ambos 

receptores. 

El valor de koff obtenido para el radioligando [3H]-ZM241385 en el receptor humano 

A2A no mutado es comparable a valores recogidos en la literatura, obtenidos en experimentos 

llevados a cabo en membranas de células HEK293 expresando el receptor y en condiciones 

experimentales similares a las empleadas en nuestro trabajo (5°C), tales como 0.011 ± 0.0 

min-1 (Guo y col., 2012) o 0.014 ± 0.003 min-1 (Guo y col., 2014). 
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Fig. 49. Determinación de la constante de velocidad de disociación (koff) del radioligando 

[3H]-ZM241385 de los receptores A2A no mutado y A2A-His7.29Asn mediante ensayos 

cinéticos de disociación. La gráfica representa la media ± EEM de los resultados de un 

experimento representativo llevado a cabo con ambos receptores, realizado por triplicado. 
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 Cálculo del tiempo de residencia (tR) del radioligando [3H]-

ZM241385 en los receptores A2A y A2A–His7.29Asn 

En este caso, partiendo de la definición de tiempo de residencia (tR) como la inversa 

de la constante de velocidad de disociación (koff), se utilizaron los valores de koff obtenidos 

en los experimentos cinéticos de disociación para el cálculo del tR. Así, se obtuvieron 

valores de tR de 70.57 min y 6.59 min para los receptores A2A y A2A-His7.29Asn, 

respectivamente. El valor de tR obtenido para el receptor A2A y el radioligando [3H]-

ZM241385 es muy similar al valor descrito para este receptor y radioligando, obtenido en 

ensayos en condiciones experimentales similares a las seguidas en nuestro trabajo (71 ± 21 

min; Guo y col., 2014). 

 Determinación de la constante de velocidad de asociación del 

radioligando [3H]-ZM241385 al receptor A2A 

En el caso del receptor A2A no mutado, se llevaron a cabo experimentos cinéticos de 

asociación del radioligando [3H]-ZM241385 que, tras el ajuste de los datos al modelo 

monoexponencial de asociación, permitieron obtener un valor medio de constante de 

velocidad de asociación observada (kobs). Sin embargo, este tipo de experimentos no 

permitió una determinación experimental adecuada del valor de kobs del radioligando en el 

caso del receptor A2A-His7.29Asn, por lo que seguimos otra aproximación experimental 

para este receptor (sección 4.3.2.4). 

Los valores de unión específica de [3H]-ZM241385 al receptor A2A alcanzaron el 

valor asintótico de asociación máxima aproximadamente a los 80 min, continuándose los 

experimentos hasta los 150 min. Los datos cinéticos de asociación se ajustaron al modelo 

de asociación exponencial monofásica, comparándose con el ajuste al modelo de asociación 

bifásica (test F suma extra de cuadrados, P > 0.05). De acuerdo con esto, previamente otros 

autores han descrito curvas de asociación monofásicas del radioligando [3H]-ZM241385 al 

receptor A2A (Guo y col., 2012).  

Estos experimentos permitieron calcular el valor de la constante de velocidad de 

asociación (kon) de [3H]-ZM241385 en el receptor A2A no mutado según la ecuación kon = 

(kobs - koff)/[L], siendo [L] la concentración experimental del radioligando que se asocia (ver 

sección 3.2.4.4.5.). Se obtuvo un valor de kon de 4.4 · 107 ± 0.58 · 107 M-1·min-1 (media ± 
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EEM, n = 7 experimentos individuales realizados por triplicado). La Fig. 50 muestra un 

experimento cinético de asociación de [3H]-ZM241385 al receptor A2A no mutado 

representativo. 

El valor de kon resulta comparable a valores citados en la literatura para el mismo 

radioligando, así como para el ligando no marcado ZM241385, obtenidos en experimentos 

llevados a cabo en membranas de células HEK293 expresando el receptor A2A y realizados 

a 5°C (kon = 1.50 · 107 ± 0.06 · 107 M-1·min-1 para [3H]-ZM241385 en ensayos cinéticos de 

asociación; kon = 2.0 · 107 ± 0.2 · 107 M-1·min-1 para ZM241385 en ensayos de competición 

cinética; ambos en Guo y col., 2012). 
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Fig. 50. Determinación de la constante de velocidad de asociación (kon) del radioligando [3H]-

ZM241385 en el receptor A2A mediante ensayos cinéticos de asociación. La gráfica representa 

la media ± EEM de los resultados de un experimento representativo realizado por triplicado. 

 Determinación de las constantes de velocidad koff y kon del 

radioligando [3H]-ZM241385 en el receptor A2A-His7.29Asn a partir de valores 

de constante de velocidad de asociación observada (kobs) mediante regresión 

Siguiendo el método de determinación de kon y koff descrito en la sección de 

materiales y métodos (sección 3.2.4.4.6.), se representaron los valores medios de la 

constante de asociación observada (kobs) en función de la concentración de radioligando, 

obtenidos a partir de un total de n = 23 experimentos independientes de asociación de [3H]-
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ZM241385 al receptor A2A-His7.29Asn, llevados a cabo con cuatro concentraciones 

distintas del radioligando. Los datos mostraron un ajuste lineal (comparación con el modelo 

de hipérbola correspondiente al mecanismo de unión en dos pasos de Tummino y Copeland, 

2008; test F suma extra de cuadrados: P > 0.05) indicativo de un mecanismo cinético de 

unión ligando-receptor de un solo paso (mecanismo A de Tummino y Copeland, 2008) (Fig. 

51). De acuerdo con este método, la intersección con el eje Y de la recta de regresión 

correspondiente al modelo lineal proporcionó un valor de koff para el radioligando de 0.1102 

min-1 (EE 0.01985 min-1), y a partir de la pendiente de la recta de regresión se obtuvo un 

valor de kon para el radioligando de 1.962 · 107 M-1 · min-1 (EE 0.005568 · 107 M-1 · min-1). 

El valor de koff así obtenido es comparable al citado anteriormente en la sección 4.3.2.1. y 

calculado mediante la ejecución de ensayos cinéticos (koff (media ± EEM) = 0.15 ± 0.026 

min-1). 
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Fig. 51. Determinación de los valores de kon y koff mediante regresión, a partir de los valores 

de kobs obtenidos en experimentos de asociación con el receptor A2A-His7.29Asn realizados 

con cuatro concentraciones del radioligando [3H]-ZM241385. La regresión de los valores se 

ajustó a un modelo lineal, propio del mecanismo cinético de unión de un solo paso (mecanismo A, 

Tummino y Copeland, 2008). En este modelo el valor de la pendiente se corresponde con kon y el 

valor de la intersección con el eje de ordenadas con koff. 
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 Cálculo del valor de la “constante de disociación cinética” (Kd,cin) 

del radioligando [3H]-ZM241385 en los receptores A2A y estimación de la 

constante de velocidad de asociación (kon) de [3H]-ZM241385 al receptor A2A-

His7.29Asn a partir de datos experimentales de Kd en el equilibrio y koff 

Los valores de kon y koff obtenidos experimentalmente para [3H]-ZM241385 en el 

receptor A2A no mutado permiten calcular el valor de una “constante de disociación 

cinética” (Kd,cin) según la ecuación Kd = koff /kon. De esta forma, se obtuvo un valor de Kd,cin 

de 0.32 nM para el receptor A2A no mutado, que está en el rango del valor obtenido en 

experimentos de unión del radioligando de saturación en el equilibrio (0.65 nM) y que nos 

permite valorar la calidad de nuestros experimentos cinéticos. Este valor es comparable al 

valor de Kd,cin citado en la literatura para este radioligando y receptor, calculado a partir de 

valores de constantes cinéticas koff y kon obtenidas en experimentos cinéticos realizados en 

condiciones similares a las empleadas en nuestro trabajo (5°C) (0.70 ± 0.01 nM; Guo y col., 

2012).  

Siguiendo el mismo razonamiento y considerándose validada esta aproximación 

para el receptor A2A no mutado, se procedió a estimar el valor de kon para [3H]-ZM241385 

en el receptor A2A-His7.29Asn a partir del valor de la constante de disociación en el 

equilibrio (Kd), obtenido en ensayos de saturación, y del valor de la constante de velocidad 

de disociación (koff), obtenido experimentalmente en los ensayos cinéticos de disociación. 

Esto da como resultado un valor de kon para [3H]-ZM241385 en el receptor A2A-His7.29Asn 

de 3.0 · 107 M-1 · min-1. Éste resulta comparable al valor de kon de 1.962 · 107 ± 0.005568 · 

107 M-1 · min-1 obtenido mediante métodos de regresión y anteriormente citado. 

A partir de los valores de kon y koff obtenidos mediante regresión (sección 4.3.2.4.) 

para [3H]-ZM241385 en el receptor A2A-His7.29Asn se calculó un valor de “constante de 

disociación cinética” (Kd,cin) de 5.62 nM que resulta comparable al valor obtenido de Kd en 

los correspondientes ensayos de unión en el equilibrio (4.98 ± 0.86 nM, media ± EEM). 

Los valores de las constantes determinadas experimentalmente en nuestro trabajo, 

así como las estimadas a partir de datos experimentales para el radioligando [3H]-

ZM241385 en los receptores A2A no mutado y A2A- His7.29Asn se resumen en la tabla 13. 
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 Tabla 13. Resumen de los valores de las constantes calculadas en los ensayos realizados con 

los receptores de adenosina A2A no mutado y A2A-His7.29Asn. aConstante de disociación en el 

equilibrio.  bvalor estimado a partir de los valores de Kd y koff determinados experimentalmente. 

cvalor calculado a partir de valores de koff y kon obtenidos mediante regresión de kobs. **p < 0.01 

para A2A no mutado versus A2A-His7.29Asn. test t no pareado, dos colas. 

 

[3H]-

ZM241385 

kon 

(M-1 × min-1) 

koff  

 (min-1) 

tR 

(min) 

Kd 

(nM)a 

Kd,cin  

(nM) 

A2A no 

mutado 

4.4 · 107 ± 0.58 · 107 

(n = 7) 

0.014 ± 0.0020 

(n = 4) 
70.57 

0.65 ± 0.15 

(n = 3) 
0.32 

A2A-

His7.29Asn 

3.0 · 107 b 
0.15 ± 0.026** 

(n = 4) 
6.59 

4.98 ± 

0.86** 

(n = 4) 

 

1.962 · 107 ± 

0.005568 · 107c  

0.1102 ± 

0.01985c  
  5.62c  
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 ESTUDIO DE DETERMINANTES ESTRUCTURALES EN EL SITIO DE UNIÓN DEL 

RECEPTOR RELEVANTES PARA EL PERFIL DE AFINIDAD Y SELECTIVIDAD DE 

ANTIPSICÓTICOS SOBRE GPCRS DE SU RECEPTOROMA  

El objetivo común de este bloque de estudio fue investigar determinados residuos 

localizados en el sitio de unión de GPCRs del receptoroma de antipsicóticos en relación a 

su relevancia para el perfil de afinidad y selectividad de dos antipsicóticos de gran 

importancia clínica, como son la olanzapina y la clozapina. Para ello, partimos de hipótesis 

basadas en resultados de estudios biocomputacionales multirreceptoriales sobre el 

receptoroma de estos fármacos, que fueron evaluadas experimentalmente en nuestro trabajo. 

 Relevancia del residuo en posición 3.36 para la unión de antipsicóticos 

a GPCRs de su receptoroma 

Como ya se ha mencionado, nuestra hipótesis partió de la observación de la mayor 

afinidad de olanzapina y clozapina por GPCRs de su receptoroma que presentan un residuo 

Ser en posición 3.36 frente a aquellos que presentan un residuo Cys en esa posición (ver 

Fig. 26) (Selent y col., 2008). Esto permite agrupar a los GPCRs del receptoroma de los 

antipsicóticos en dos grupos atendiendo al aminoácido en dicha posición, y sugiere que la 

identidad del residuo en posición 3.36 podría ser de relevancia para el perfil de afinidad y 

selectividad de estos ligandos. 

En particular, entre los representantes de ambos grupos se encuentran los receptores 

5-HT2A (Ser3.36) y D2 (Cys3.36). Los antipsicóticos atípicos, y clozapina y olanzapina entre 

ellos, presentan un perfil multirreceptorial que se distingue por poseer mayor afinidad por 

los receptores 5-HT2A que por los receptores D2. Esta característica se ha considerado como 

determinante de atipicidad, y se ha descrito mediante el denominado índice de Meltzer como 

la ratio pKi 5-HT2A/pKi D2, que consistentemente tomaría valores > 1.12 para antipsicóticos 

atípicos (Meltzer y col., 2003).  

Los trabajos de modelización y acoplamiento de clozapina y olanzapina en los 

receptores 5-HT2A y D2 llevados a cabo por Selent y col. (2008) describen una diferencia en 

el tipo de enlace de puente de hidrógeno que se establece entre el átomo de nitrógeno N10 

(en el sistema tricíclico) de clozapina y olanzapina y el residuo en posición 3.36 de los 
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receptores 5-HT2A (puente de hidrógeno normal) y D2 (puente de hidrógeno más débil). De 

cara a verificar experimentalmente la relevancia del residuo 3.36 para el perfil de afinidades 

de clozapina y olanzapina por estos receptores, en concreto para la mayor afinidad de ambos 

antipsicóticos por 5-HT2A que por D2, llevamos a cabo ensayos de unión de radioligandos 

de competición con olanzapina y clozapina frente a [3H]-ketanserina en el receptor 5-HT2A 

no mutado y un receptor 5-HT2A mutado en el que se intercambió el residuo Ser en posición 

3.36 por un residuo Cys, aminoácido  presente en la posición 3.36 en el receptor D2.  

Con respecto a clozapina y olanzapina (Fig. 52), para ambos ligandos se observó un 

aumento de la afinidad por el receptor 5-HT2A-Ser3.36Cys con respecto al receptor 5-HT2A 

no mutado, aunque no se alcanzaron diferencias estadísticamente significativas entre la 

afinidad que cada ligando mostró por cada uno de los receptores, siendo los valores de la 

ratio de afinidades Ki 5-HT2A no mutado/Ki 5-HT2A-Ser3.36Cys de 6.4 y 3.5 para clozapina 

y olanzapina, respectivamente. 

A la vista de estos resultados, que se oponían a lo predicho en base a los estudios de 

modelización y acoplamiento, quisimos completar nuestro estudio con los ligandos 

serotonina y N-desmetil-clozapina (Fig. 52). Este último es un metabolito activo de la 

clozapina con unos efectos más débiles y menor duración y un perfil farmacológico similar 

a la clozapina, aunque se le ha descrito actividad agonista parcial en el receptor D2 frente al 

agonismo inverso de clozapina y distinta afinidad por receptores muscarínicos (Burstein y 

col., 2005; Li y col., 2005). Esto se llevó a cabo en primer lugar para validar nuestros 

resultados experimentales en base a datos disponibles en la literatura, en concreto aquellos 

aportados por los trabajos de Almaula y col., (1996) y Ebersole y col. (2003) en los que se 

investiga el bolsillo de unión del receptor 5-HT2A y su interacción con distintos ligandos, y 

que incluyen resultados de afinidad para distintos ligandos en los receptores mutados en 

esta posición 5-HT2A-Ser3.36Ala y 5-HT2A-Ser3.36Cys. En segundo lugar, se pretendía 

aportar información estructural adicional que pudiese ayudar a la interpretación de los 

resultados obtenidos para clozapina y olanzapina. 
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Fig. 52. Estructura química de los ligandos usados en este apartado del trabajo: clozapina 

(dibenzodiazepina), olanzapina (tienobenzodiazepina), serotonina y N-desmetilclozapina. 

En nuestro trabajo, serotonina experimentó una importante pérdida de afinidad, 

estadísticamente significativa (***p < 0.001) por el receptor 5-HT2A-Ser3.36Cys con 

respecto al receptor 5-HT2A no mutado, con una ratio de Ki 5-HT2A-Ser3.36Cys/Ki 5-HT2A 

no mutado de 5.7. Estos resultados estaban de acuerdo con los obtenidos por Almaula y col. 

(1996), que describe una pérdida de afinidad para 5-HT de 4.9 veces al mutar el residuo 

Ser3.36 en el receptor 5-HT2A a Cys, y de hasta 17.6 veces al mutar dicho residuo a Ala 

(Almaula y col., 1996). Los resultados del trabajo de Almaula y col. 1996 fueron 

posteriormente confirmados en el trabajo de Ebersole y col. (2003), donde se describe una 

pérdida de afinidad para 5-HT sobre el receptor 5-HT2A-Ser3.36Ala de 27.9 veces, así como 

una disminución de la afinidad menor (de 8 veces) para N-metil-5-HT (amina secundaria) 

sobre el receptor 5-HT2A-Ser3.36Ala (Ki = 197 ± 19 nM y 1589 ± 145 nM, para el receptor 

5-HT2A no mutado y 5-HT2A-Ser3.36Ala, respectivamente). Los valores absolutos de 

afinidad para 5-HT obtenidos en nuestro trabajo también están de acuerdo con los recogidos 

en los citados artículos para los receptores empleados en nuestro estudio (Ki de 5-HT en 5-
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HT2A no mutado = 396 nM (Almaula y col., 1996) o 267 nM (Ebersole y col., 2003); Ki de 

5-HT en 5-HT2A-Ser3.36Cys = 1947 nM (Almaula y col., 1996)). 

La disminución de la afinidad de 5-HT en el receptor 5-HT2A-Ser3.36Cys se 

considera consecuencia de la imposibilidad de la formación del enlace mediante puente de 

hidrógeno entre Ser3.36 y el grupo amino alifático primario de la serotonina (Almaula y 

col., 1996). Para otros ligandos con el grupo amino con un fuerte impedimento estérico, 

como sería el caso de N,N-dimetil-5-hidroxitriptamina (amina terciaria), la pérdida de 

afinidad por el receptor 5-HT2A-Ser3.36Cys fue apenas detectable (Ki (media ± EEM) = 162 

± 14 nM y 224 ± 44 nM para los receptores 5-HT2A y 5-HT2A-Ser3.36Cys, respectivamente) 

(Almaula y col., 1996), aunque aún pudo ser observada en el caso de la mutación Ser3.36Ala 

(Ki (media ± EEM) = 645 ± 88 nM) (Almaula y col., 1996). En el caso de la dietilamida del 

ácido lisérgico (LSD), en el que el N del grupo amino está dentro de un heterociclo, no se 

encontró un impacto de la mutación del aminoácido en posición 3.36 sobre la afinidad del 

ligando por el receptor 5-HT2A (Ki (media ± EEM) = 0.38 ± 0.05 nM, 0.33 ± 0.04 nM y 0.54 

± 0.13 nM para los receptores 5-HT2A, 5-HT2A-Ser3.36Cys y 5-HT2A-Ser3.36Ala, 

respectivamente) (Almaula y col., 1996). Así, los resultados experimentales obtenidos por 

Almaula y col. para N,N-dimetil-5-hidroxitriptamina y LSD en los receptores 5-HT2A, 5-

HT2A-Ser3.36Cys y 5-HT2A-Ser3.36Ala, en los que afinidad no se ve afectada o lo hace 

levemente, podrían explicarse, de acuerdo con los estudios de simulación de dinámica 

molecular, por la existencia de impedimento estérico causado por los enlaces adicionales 

con átomos de carbono del grupo amino del ligando (Almaula y col., 1996). Estos resultados 

estarían de acuerdo con una interacción mediante un puente de hidrógeno del grupo amino 

primario catiónico de 5-HT con el residuo 3.36 en el receptor 5-HT2A, de manera que este 

grupo amino cargado del ligando interaccionaría mediante puentes de hidrógeno con las 

cadenas laterales de 2 aminoácidos del receptor: el residuo Ser3.36 y el residuo Asp3.32. 

En particular, la interacción con el residuo 3.36 estaría ausente debido a impedimentos 

estéricos en ligandos como LSD o N,N-dimetil-5-HT (Almaula y col., 1996), ligandos que 

establecerían únicamente interacción de sus grupos amino con el residuo Asp3.32. El 

establecimiento o no de la interacción con el residuo 3.36 para diferentes ligandos 

serotoninérgicos afectaría a la orientación de los ligandos en el bolsillo de unión, lo que 

tendría un reflejo en el grado de activación del receptor por parte de los ligandos y, por 
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tanto, en la eficacia de los mismos como agonistas del receptor (Almaula y col., 1996; 

Ebersole y col., 2003). 

Así pues, a partir de nuestros resultados podemos concluir que, mientras que en el 

caso de serotonina parece determinante para su afinidad la interacción de Ser3.36 con el 

grupo amino alifático del ligando, tal y como han propuesto otros autores (Almaula y col., 

1996), esta interacción podría no ser reproducida por el átomo N10 de clozapina y 

olanzapina según se planteaba en nuestra hipótesis inicial, posiblemente por tratarse de 

átomos de N estructuralmente no análogos entre estos ligandos. 

Mediante la incorporación de N-desmetilclozapina en nuestro estudio (Fig. 52) 

quisimos obtener información acerca de una posible interacción del grupo amino del anillo 

piperazina de clozapina, un posible análogo estructural del grupo amino alifático de 

serotonina, con el residuo en posición 3.36 del receptor 5-HT2A. En principio, tal interacción 

no fue observada en los estudios de acoplamiento llevados a cabo por Selent y col. (2008). 

Sin embargo, ese grupo amino del anillo piperazina de clozapina sí interacciona en el 

modelo con el residuo Asp3.32 del receptor 5-HT2A al igual que lo hace el grupo amino 

alifático de serotonina. Así, y al tratarse de una amina terciaria, se podría especular que el 

sustituyente metilo en el grupo amino piperazínico de clozapina podría introducir un cierto 

impedimento estérico a la hora de establecer una segunda interacción con el residuo Ser3.36, 

al igual que se describe en la literatura para los derivados de serotonina que presentan 

variaciones en la sustitución del grupo amino alifático. De esta forma, la ausencia de grupo 

metilo en N-desmetilclozapina podría hacer que este último ligando perdiese sensibilidad 

ante cualquier posible impacto que la mutación Ser3.36Ala pudiese tener sobre la afinidad 

de clozapina por el receptor 5-HT2A. Sin embargo, y al igual que clozapina y olanzapina, 

este ligando también presentó una mayor afinidad por el receptor 5-HT2A-Ser3.36Cys que 

por el receptor 5-HT2A no mutado, con una ratio Ki 5-HT2A no mutado/Ki 5-HT2A-

Ser3.36Cys = 8.4, muy similar a la obtenida para clozapina (6.4). Así pues, los resultados 

obtenidos con N-desmetilclozapina apuntan de nuevo a que el residuo Ser3.36 del receptor 

5-HT2A no establece con clozapina interacciones que resulten relevantes para su afinidad o 

que, al menos, no puedan ser compensadas por otras interacciones establecidas por el 

ligando en el bolsillo de unión, sin poder excluir reorientaciones de los ligandos en el 
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bolsillo de unión del receptor mutado que enmascaren el efecto de la mutación predicho por 

los estudios de acoplamiento llevados a cabo sobre el modelo del receptor no mutado. 

En base a nuestros resultados no puede confirmarse la hipótesis inicial, por la que se 

esperaba una disminución de la afinidad por el receptor 5-HT2A-Ser3.36Cys con respecto al 

receptor no mutado para los antipsicóticos clozapina y olanzapina, al haberse observado un 

aumento no significativo de la afinidad de los dos antipsicóticos, así como de N-

desmetilclozapina por el receptor mutado.  

Por tanto, con los datos obtenidos y careciendo de los correspondientes a la pareja 

de receptores D2 y D2-Cys3.36Ser para validar nuestra hipótesis inicial, podría decirse que 

el residuo Ser3.36 del receptor 5-HT2A no es determinante para el perfil de afinidad 

preferente de clozapina y olanzapina por el receptor 5-HT2A con respecto al receptor D2 y, 

por extensión, por receptores del grupo Ser3.36 con respecto a receptores del grupo Cys3.36.  

 Relevancia de los residuos en las posiciones 5.43 y 5.46 para la unión 

de antipsicóticos a GPCRs de su receptoroma 

Al igual que en el caso anterior, nuestra hipótesis en este apartado del trabajo partió 

de los resultados de los estudios de afinidad de los antipsicóticos clozapina y olanzapina por 

GPCRs de su receptoroma y su relación con la secuencia de aminoácidos de los receptores 

(Selent y col., 2008). Tras la asignación de receptores a grupos en función del valor de la 

diferencia pKi olanzapina – pKi clozapina (se tomó como relevante un valor superior a 0.3) y 

análisis de la secuencia se encontró una afinidad mayor de olanzapina por los receptores 

con residuos Ser en las posiciones 5.43 y 5.46, tales como el receptor D2 como ejemplo más 

notable, y una afinidad mayor de clozapina por receptores que presentan residuos más 

hidrofóbicos en estas posiciones, tales como el receptor 5-HT1A.  

El objetivo fue comprobar si la diferencia de afinidades entre clozapina y olanzapina, 

en concreto su perfil de afinidad selectivo e inverso, por determinados receptores, podría 

ser debida a diferencias determinantes en la interacción ligando-receptor en la que 

estuvieran implicados los residuos de las posiciones 5.43 y 5.46. De manera que se planteó 

la mutación en los receptores D2 y 5-HT1A (los receptores que muestran mayor preferencia 

por olanzapina frente a clozapina, y por clozapina frente a olanzapina, respectivamente, esto 

es, grupo 1 y 2, respectivamente), de los residuos localizados en las posiciones 5.43 y 5.46, 
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de tal forma que cada receptor incorporase el aminoácido correspondiente presente en el 

otro receptor. Con respecto al par de receptores D2S no mutado y mutado D2S-

Ser5.43Thr/Ser5.46Ala, con el que se realizaron los ensayos, se esperaba una inversión del 

perfil de afinidades de clozapina y olanzapina al comparar las mismas por ambos receptores 

(pKi olanzapina > pKi clozapina para el receptor D2S; pKi olanzapina < pKi clozapina para 

el receptor D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala). 

Los resultados obtenidos en los ensayos de unión de radioligandos de competición 

con clozapina y olanzapina en los receptores D2S y D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala mostraron 

una disminución de la afinidad de olanzapina (ratio de Ki D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala/D2S = 

7.41) y un aumento de la afinidad de clozapina (no significativo) (ratio de Ki D2S-

Ser5.43Thr/Ser5.46Ala/D2S = 0.65) por el receptor D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala. Además, 

hubo una inversión en el perfil de afinidades de ambos ligandos: las diferencias de afinidad 

pKi (olanzapina-clozapina) en el receptor D2S y D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala pasó de ser 0.58 

a -0.48, respectivamente. Estos datos experimentales estarían de acuerdo con una 

interacción de los ligandos con los aminoácidos mutados, de manera que clozapina 

incrementa ligeramente su afinidad en presencia de residuos de polaridad reducida en esas 

posiciones (Thr y Ala), mientras que olanzapina (con un anillo de tiofeno en su estructura) 

presenta mayor afinidad por el bolsillo de unión con un doblete de aminoácidos polares 

(Ser5.43 y Ser5.46) en esas posiciones. 

Por tanto, podemos concluir que nuestros datos experimentales confirman la 

hipótesis inicialmente planteada acerca del carácter determinante de los residuos en las 

posiciones 5.43/5.46 para el perfil de afinidades relativo de clozapina y olanzapina en el 

receptor D2S. Por extensión, los resultados son compatibles con un posible carácter 

determinante de los residuos en las posiciones 5.43 y 5.46 para el perfil de afinidad y 

selectividad de clozapina y olanzapina por receptores pertenecientes al grupo 1 y 2, según 

se estableció en nuestra hipótesis de partida. Esta hipótesis partía de resultados de estudios 

de acoplamiento sobre modelos receptoriales generados en base a la estructura cristalina del 

receptor 2-adrenérgico (código PDB 2RH1), publicada en 2007. Sin embargo, nuestra 

interpretación estructural de los resultados fue corroborada en el trabajo más reciente de 

Selent y col. (2014) donde se generaron nuevos modelos de los receptores D2 y 5-HT1A 

distintos de los iniciales que se habían utilizado para plantear la hipótesis (Selent y col., 
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2008), al encontrarse disponibles nuevas estructuras cristalinas de diversos GPCRs. En 

concreto, en el trabajo de Selent y col. (2014) se utilizaron los datos de las estructuras, no 

disponibles en el momento de realizar los modelos publicados en 2008 por Selent y col., 

determinadas mediante estudios cristalográficos y correspondientes a los receptores D3 

unido a eticloprida (Chien y col., 2013; código PDB 3PBL) y 5-HT1B en complejo con 

ergotamina (Wang y col., 2013; código PDB 4IAR) como punto de partida para la 

realización de modelos de los receptores D2 y 5-HT1A, respectivamente. La identidad de 

secuencia a nivel del sitio de unión con respecto al par D2-D3 alcanza un grado de homología 

del 85.7%, siendo este valor de 87.5% en el caso de los receptores de serotonina 5-HT1A-5-

HT1B (Selent y col., 2014). En ambos casos, el grado de homología para los nuevos modelos 

es muy superior al existente en los modelos basados en el receptor β2-adrenérgico y 

publicados en 2008, que disponían de un grado de identidad de secuencia a nivel del sitio 

de unión de 57.1% y 53.5% los modelos de receptores D2 y 5-HT1A, respectivamente. Esto 

permitió refinar los modelos receptoriales generados. 

Así, los trabajos de modelización basados en el nuevo modelo de receptor D2 sobre 

el que se llevaron a cabo estudios de acoplamiento de clozapina y olanzapina, analizados a 

la luz de nuestros datos experimentales, aportan información estructural detallada sobre los 

complejos de clozapina y olanzapina en el receptor D2 (Fig. 53) (Selent y col., 2014). 

Específicamente, se pudo determinar que la forma protonada tautomérica predominante de 

ambos antipsicóticos sería la protonada en N5, y que clozapina y olanzapina se dispondrían 

con el sistema tricíclico de forma perpendicular al plano de la membrana y próximo a TM5, 

predominantemente con el átomo N10 orientado hacia la cara extracelular del receptor 

(Selent y col., 2014). 
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Fig. 53. Acoplamiento de clozapina y olanzapina en el sitio de unión ortostérico del receptor 

D2. Ambos ligandos se disponen con el sistema tricíclico de forma perpendicular al plano de la 

membrana en frente a TM5. Dos configuraciones son posibles: con N10 orientado hacia la cara 

extracelular o con el mismo átomo orientado hacia el fondo del sitio de unión. (Tomado de Selent 

y col., 2014). 

En particular, esta orientación del N10 pudo ser confirmada a partir de nuestros 

resultados experimentales, de manera que el posicionamiento “N10-hacia el exterior” del 

bolsillo de unión es la compatible con nuestros resultados de mutagénesis frente al 

posicionamiento “N10-hacia el interior”, de forma que se explica la afinidad y selectividad 

de clozapina y olanzapina por receptores con aminoácidos más o menos polares en las 

posiciones 5.43/5.46 cuando los ligandos se disponen con N10 hacia el exterior.  

En los modelos publicados en 2014 se observan varias interacciones similares de 

clozapina y olanzapina, tanto en el receptor D2S como en el mutado D2S-

Ser5.43Thr/Ser5.46Ala, cuando los ligandos se disponen con el átomo de nitrógeno N10 

hacia la cara extracelular del receptor: 1) un enlace iónico entre Asp3.32 y el átomo de 

nitrógeno protonado del anillo piperazina; 2) un enlace por puente de hidrógeno entre el 

átomo de nitrógeno N5 y Ser5.42; 3) dos interacciones hidrofóbicas con los residuos 

Val5.39 y Ile6.56; y 4) interacciones con residuos que forman el bolsillo hidrofóbico 

(Val3.33 y Phe6.52) (Selent y col., 2014). La inspección del sitio de unión en el caso del 
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receptor D2, permitió encontrar una clara diferencia estructural entre las interacciones que 

presentan clozapina y olanzapina: la interacción con Ser5.46 (véase Fig. 54). En el primer 

caso clozapina no es capaz de interaccionar, mientras que en el segundo olanzapina es capaz 

de formar un enlace mediante puente de hidrógeno. Esta interacción podría explicar la 

afinidad y selectividad de olanzapina por el receptor D2, con respecto a clozapina. Con 

respecto al sitio de unión de los receptores D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala y 5-HT1A 

examinados en los modelos, se vio que Thr5.43 introdujo un grupo metilo adicional que 

formaba un bolsillo hidrofóbico junto con Ile6.56 y Val5.39. La interacción de esta posición 

y el sistema tricíclico de los ligandos clozapina y olanzapina es similar en ambos casos. La 

introducción de 5.46Ala hace que el átomo de S del anillo tiofeno de olanzapina y un anillo 

bencénico de olanzapina se localicen en un área más hidrofóbica y posicionados frente a un 

grupo no polar. 

Respecto a la contribución relativa y diferencial de cada posición estudiada a los 

resultados obtenidos para la afinidad y selectividad de clozapina y olanzapina por los 

receptores D2S y D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala, decir que en el caso de la posición 5.43, esta 

corresponde a aminoácidos localizados en las proximidades del átomo de nitrógeno 5 en el 

anillo diazepina de clozapina y olanzapina. La introducción de la mutación Ser5.43Thr 

introduce un grupo más hidrofóbico que afectaría de forma equivalente a la afinidad de 

ambos ligandos al interaccionar con un área estructural similar de ambos antipsicóticos 

(Selent y col., 2014). Por eso se esperaría que la relevancia para el perfil de afinidad 

diferencial de los dos antipsicóticos sea mínima. Por el contrario, la posición 5.46 

corresponde a residuos próximos al anillo tieno de la olanzapina y a un anillo bencénico de 

la clozapina. La introducción de la mutación Ser5.46Ala suprimiría el enlace del 

heteroátomo de azufre de olanzapina y el aminoácido Ala no sería capaz de formar ninguna 

interacción o enlace con ese heterociclo. En el caso de la clozapina el aminoácido Ala5.46 

se colocaría de manera próxima al anillo bencénico no sustituido, existiendo entre ambos 

afinidad por ser ambos hidrofóbicos (Selent y col., 2014). Esta mutación (Ser5.46Ala) fue 

introducida previamente en otro receptor del grupo Ser5.43/Ser5.46, como es el receptor 5-

HT2A, lo que causó un incremento de afinidad de mesulergina (un ligando con un sistema 

policíclico parcialmente aromático) (Almaula y col., 1996a). 
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Fig. 54. Representación de las interacciones de clozapina (A, C) y olanzapina (B, D) con 

residuos del sitio de unión de los receptores D2S no mutado (A, B) y D2S-

Ser5.43Thr/Ser5.46Ala (C, D). El número 4) corresponde al enlace determinante del perfil de 

afinidades de clozapina y olanzapina en los receptores D2S no mutado y D2S-

Ser5.43Thr/Ser5.46Ala. Los residuos mutados se muestran en naranja. Los enlaces mediante 

puente de hidrógeno entre antipsicótico y receptor se muestran en rojo. Se numeran las siguientes 

interacciones comunes a las cuatro situaciones: 1) el enlace iónico entre Asp3.32 y el átomo de N 

protonado del anillo piperazina, 2) el enlace por puente de hidrógeno entre el átomo de nitrógeno 

N5 y Ser5.42; 3) interacciones hidrofóbicas con los residuos Val5.39 y Ile6.56. No se muestran las 

interacciones con residuos que forman el bolsillo hidrofóbico (Val3.33 y Phe6.52) y que también 

son comunes a las cuatro combinaciones de antipsicótico y receptor. (Selent y col., 2014). 

En conclusión, la presencia de los residuos Ser5.43/Ser5.46 en el receptor D2 es 

determinante para el perfil de afinidad y selectividad de clozapina y olanzapina por este 

receptor, por lo que se considera verificada la hipótesis planteada en el presente apartado. 
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Por extensión y pese a carecer de datos experimentales sobre un modelo de receptor del 

grupo 2, podríamos concluir que esas posiciones resultan potencialmente determinantes 

para la afinidad y selectividad de estos antipsicóticos por los receptores de los grupos 1 y 2. 

De hecho, en el modelo del receptor 5-HT1A, realizado a partir de los datos de la estructura 

del receptor 5-HT1B en complejo con ergotamina (Wang y col., 2013; código PDB 4IAR) 

se observa que Ala en posición 5.46 se sitúa próxima al anillo tiofeno de olanzapina y a un 

anillo benceno de clozapina, existiendo una diferencia entre ambas interacciones similar a 

la ya vista para ambos ligandos sobre el receptor D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala, además de 

observarse otras interacciones que aparecen conservadas entre los modelos de ambos 

ligandos en complejo con los dos receptores (Fig. 55). A la vista de los determinantes 

estructurales para la unión de clozapina y olanzapina en el sitio de unión en el modelo del 

receptor 5-HT1A, puede esperarse que la mutación Thr5.43Ser/Ala5.46Ser en este receptor 

produzca la inversión en la afinidad y selectividad de los dos antipsicóticos esperada de 

acuerdo con la hipótesis inicialmente planteada en este apartado. 

 

Fig. 55. Modelización de los complejos de clozapina (A) y olanzapina (B) con el receptor 5-

HT1A. Se numeran las siguientes interacciones comunes: 1) el enlace iónico entre Asp3.32 y el 

átomo de N protonado del anillo piperazina de clozapina y olanzapina, 2) el enlace por puente de 

hidrógeno entre el átomo de nitrógeno N5 y Ser5.42; 3) interacciones hidrofóbicas con los 

residuos Val5.39 y Ile6.56; 4) un anillo benceno de clozapina y el anillo tiofeno de olanzapina se 

sitúan próximos a Ala5.46 (tomado de Selent y col., 2014; Información suplementaria). 
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 Relevancia del residuo en posición 3.33 para la unión de antipsicóticos 

a GPCRs diana y antidiana de su receptoroma 

Mediante estudios de acoplamiento de los antipsicóticos clozapina y olanzapina en 

modelos de distintos GPCRs de su receptoroma basados en la estructura cristalina del 

receptor 2-adremérgico 2RH1 se pudo determinar que el sistema tricíclico de ambos 

ligandos, en su interacción con los receptores 5-HT2A y D2, se encuentra emparedado en un 

sándwich hidrofóbico formado entre los residuos Phe6.52 y Val3.33 (Selent y col., 2008). 

Ese sándwich hidrofóbico del sistema tricíclico fue igualmente apreciado en los estudios de 

acoplamiento en el receptor D2 modelizado sobre la más reciente estructura cristalina del 

receptor D3 3PBL (Selent y col., 2014). Los residuos Phe6.52 y Val3.33 se encuentran 

también en otros receptores del receptoroma de los antipsicóticos como los dopaminérgicos 

D3 y D4, de serotonina 5-HT1A, 5-HT2A y 5-HT7 y adrenérgicos α2. Sin embargo, el análisis 

de afinidad de clozapina y olanzapina por distintos GPCRs de su receptoroma junto con el 

alineamiento múltiple de secuencias de esos GPCRs llevado a cabo por Selent y col. (2008) 

puso de manifiesto que, en general, clozapina y olanzapina presentan mayor afinidad por 

determinados GPCRs que presentan en posición 3.33 un residuo Tyr, tales como el receptor 

H1 de histamina o receptores muscarínicos como el M1 (Selent y col., 2008). El hecho de 

que la mayoría de los GPCRs diana de estos antipsicóticos presenten un residuo valina en 

posición 3.33 mientras que algunas de sus antidianas clínicamente relevantes, como 

receptores histaminérgicos y muscarínicos, presenten un residuo tirosina en la misma 

posición, resulta llamativo y justifica un estudio más detallado de dicha posición, pues una 

mejor comprensión de su papel en la interacción ligando-receptor podría ser útil en el diseño 

de nuevos fármacos antipsicóticos. 

Se comenzó comprobando la importancia de la interacción de Val3.33 del receptor 

D2S realizando una mutación a Tyr que, de acuerdo con la hipótesis planteada, debería 

incrementar la afinidad de clozapina y olanzapina por este receptor. Sin embargo, nuestros 

resultados mostraron una gran disminución, estadísticamente significativa, de la afinidad de 

ambos ligandos por el receptor D2S-Val3.33Tyr (**p < 0.01 para la diferencia entre el valor 

de afinidad de clozapina por cada receptor y ***p < 0.001 en el caso de olanzapina). Por 

tanto, estos resultados en principio no apoyan la hipótesis inicial por la que se esperaba un 

aumento de la afinidad de los dos ligandos por el receptor D2S-Val3.33Tyr. 
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Sin embargo, ayuda a interpretar nuestros resultados experimentales una 

observación detallada de la información cristalográfica que recientemente está siendo 

generada para diferentes GPCRs, tales como el receptor D3 (Chien y col., 2010; código PDB 

3PBL en complejo con eticloprida), el receptor histaminérgico H1 (Shimamura y col., 2011; 

código. PDB 3RZE en complejo con doxepina) y el receptor M2 (conteniendo Tyr3.33) 

(Haga y col., 2012; código PDB 3UON en complejo con N-quinuclidinilo bencilato). 

Resulta particularmente útil disponer de la estructura determinada mediante cristalización 

del receptor D3 (Chien y col., 2010), cuya identidad de secuencia a nivel del sitio de unión 

con respecto al receptor D2 alcanza un grado de homología del 85.7%. 

En el caso del receptor D3, la estructura 3PBL mostró que el anillo aromático del 

antagonista eticloprida encaja en una cavidad hidrofóbica formada, entre otros, por residuos 

de TM5 (Ser5.42 y Ser5.43), Val3.33 en TM3 e Ile183 en EL2 (Chien y col., 2010). 

Analizando las consecuencias conformacionales de la mutación Val3.33Tyr introducida en 

nuestro trabajo en el receptor D2 en complejo con clozapina, sobre el modelo de este 

receptor basado en la estructura cristalográfica del receptor D3 en complejo con eticloprida, 

podemos observar que el residuo tirosina adopta una orientación diferente a la esperada en 

el receptor D2 (Fig. 56). Específicamente, la proximidad de EL2 al sitio de unión no permite 

una conformación de Tyr3.33 de manera que se oriente hacia el interior del sitio de unión, 

sino que la cadena lateral de este residuo se ve forzada a orientarse hacia el exterior del sitio 

de unión en dirección al segmento TM4, de manera que pierde la interacción con el ligando 

(Fig. 56). Basándose en estos datos estructurales, todo parece indicar que la pérdida de 

interacción del residuo en posición 3.33 con los sistemas tricíclicos de clozapina y 

olanzapina en el receptor D2S-Val3.33Tyr podría explicar la disminución de afinidad de los 

dos ligandos por el receptor mutado. Consistentemente con esta interpretación, la estructura 

cristalográfica del receptor H1 (receptor antidiana de antipsicóticos con un aminoácido Tyr 

en posición 3.33) en complejo con doxepina, un ligando que también posee un anillo 

tricíclico al igual que clozapina y olanzapina, permite apreciar una interacción de Tyr3.33 

con los anillos del sistema tricíclico del ligando (Fig. 57) (Shimamura y col., 2011). La 

modelización de este complejo siguiendo las metodologías empleadas para modelizar el 

receptor D2S-Val3.33Tyr y previamente descritas (Selent y col., 2014) muestran que, 

efectivamente, el residuo Tyr3.33 en el receptor H1 puede acomodarse de manera que se 
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orienta adecuadamente para establecer interacciones con el ligando doxepina (Fig. 57, 

panel B).  

En la misma línea, las estructuras cristalográficas de receptores muscarínicos M2y 

M3, antidianas de los antipsicóticos, muestran también una interacción de Tyr3.33 con el 

ligando, concretamente con un anillo aromático del ligando N-quinuclidinilo bencilato en 

el caso del receptor M2 (Haga y col., 2012, código PDB 3UON), y con un anillo tiofeno del 

fármaco tiotropio en el caso del receptor M3 (Kruse y col., 2012; código PDB 4DAJ). 

Así, en base a los datos estructurales y de modelización de que disponemos 

actualmente, podemos concluir que nuestros resultados experimentales apoyan una pérdida 

de interacción de la cadena lateral del aminoácido en posición 3.33 con el ligando en el 

receptor D2S-Val3.33Tyr que justificaría la pérdida de afinidad observada para los 

antipsicóticos clozapina y olanzapina en nuestros experimentos. Esta situación parece que 

sería diferente en el caso de receptores antidiana de antipsicóticos como el H1 de histamina, 

cuyo residuo Tyr en posición 3.33 podría mantener interacciones con el sistema tricíclico 

de los ligandos que contribuyesen a estabilizar el complejo. De esta forma, nuestros datos 

experimentales apoyan la hipótesis de que la identidad del aminoácido en posición 3.33 en 

receptores diana y antidiana de antipsicóticos puede jugar un papel relevante en las 

afinidades de los antipsicóticos por esos receptores. 
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Fig. 56. A) Modelo del receptor D2 en complejo con clozapina basado en la reciente 

estructura cristalográfica del receptor D3, mostrando la mutación Val3.33Tyr. La cadena 

lateral de Tyr3.33 en el receptor mutado D2-Val3.33Tyr se dispondría enfrente de Ile187 de EL2 

donde no podría acomodarse. B) Representación del reordenamiento de Tyr3.33 en el receptor 

D2-Val3.33Tyr predicho por el modelo. La cadena lateral de Tyr3.33 se dispone de forma que no 

interacciona con el ligando en el sitio de unión. (Selent J., Marti-Solano M., Pastor M., 

comunicación personal). 
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Fig. 57. A) Representación de la estructura cristalográfica del receptor H1 en complejo con 

doxepina, donde se aprecia la interacción del residuo Tyr3.33 con el sistema tricíclico del 

ligando (Shimamura y col., 2011). El grupo fenólico de la cadena lateral de Tyr3.33 se dispone 

hacia el sitio de unión permitiendo la interacción con doxepina. B) Acoplamiento del ligando 

doxepina en el modelo del receptor H1 basado en la estructura cristalográfica del complejo descrita 

por Shimamura y col. (2011), donde consistentemente se observa que la cadena lateral de Tyr3.33 

puede acomodarse adecuadamente en el sitio de unión permitiendo su interacción con el ligando 

(Selent J., Marti-Solano M., Pastor M., comunicación personal). 

  



Discusión y Conclusiones 

 

206 

 

 ESTUDIO DE LAS CINÉTICAS DE INTERACCIÓN LIGANDO-RECEPTOR EN 

GPCRS: TIEMPO DE RESIDENCIA DEL ANTIPSICÓTICO ATÍPICO LURASIDONA EN EL 

RECEPTOR DE SEROTONINA 5-HT7 

Lurasidona es un fármaco antipsicótico atípico de relativamente reciente aprobación 

en Europa indicado en el tratamiento de la esquizofrenia (Ficha técnica de Latuda, 2015). 

En Estados Unidos este fármaco está también indicado en el tratamiento de la fase depresiva 

del trastorno bipolar tipo I. 

La determinación de los tR de un fármaco en distintas dianas de interés permite la 

determinación del perfil de selectividad cinético de fármacos con perfil multirreceptorial, 

entre los cuales los fármacos para tratar patologías psiquiátricas como antipsicóticos o 

antidepresivos son el principal exponente. La determinación del valor de este parámetro 

cinético constituye un primer paso en la determinación del perfil de selectividad cinético de 

lurasidona, que permitirá extraer las primeras conclusiones farmacocinético-

farmacodinámicas.  

La determinación del tR de lurasidona en el receptor 5-HT en nuestro trabajo se 

abordó haciendo uso del método de competición cinética descrito por Motulsky y Mahan 

(1984). Para la aplicación de este método, fue necesario determinar previamente las 

contantes kon y koff del radioligando [3H]-SB269970 en el receptor mediante ensayos 

cinéticos de asociación y disociación. Los valores de kon y koff de [3H]-SB269970 en el 

receptor 5-HT7 obtenidos en nuestros ensayos resultaron ser comparables a los valores que 

aparecen en la literatura (Thomas y col., 2000) (ver resultados). 

De cara a la interpretación de los resultados de los experimentos cinéticos llevados 

a cabo en el receptor 5-HT7, es importante destacar que la representación de los valores de 

kobs obtenidos para [3H]-SB269970 en función de la concentración de radioligando 

empleada mostró un mejor ajuste al modelo de regresión lineal (mecanismo A; Tummino y 

Copeland., 2008) que a un modelo hiperbólico (mecanismo B de Tummino y Copeland, 

2008) (test F suma extra de cuadrados: P > 0.05) (ver resultados), lo que nos llevó a aceptar 

que la unión del radioligando [3H]-SB269970 al receptor 5-HT7 sigue un mecanismo 

cinético de un solo paso (mecanismo A; Tummino y Copeland., 2008). El valor de Kd,cin de 

0.96 nM para [3H]-SB269970 calculado como el cociente entre los valores medios de kon y 
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koff obtenidos a partir de los experimentos de asociación y disociación llevados a cabo con 

el radioligando es similar al valor de Kd de [3H]-SB269970 en el equilibrio obtenido en el 

presente trabajo (1.53 nM), lo cual nos sirve como validación interna de los resultados 

obtenidos en nuestros experimentos cinéticos. Además, tanto los valores de Kd en el 

equilibrio como de la constante de disociación “cinética” (Kd,cin) obtenidos en nuestro 

trabajo, resultan comparables a valores de estas constantes publicados para este radioligando 

en este receptor (Kd en el equilibrio = 1.25 nM; Kd,cin = 1.04 nM; Thomas y col., 2000).  

Con respecto a la determinación de las constantes cinéticas de lurasidona y su tiempo 

de residencia en el receptor 5-HT7, en nuestro trabajo se puso a punto el método de 

competición cinética, estableciendo el protocolo y el diseño experimental adecuados y 

realizando la validación del mismo. La validación se realizó del mismo modo en que se 

llevó a cabo en otros trabajos publicados (Dowling y Charlton, 2006; Guo y col., 2012), esto 

es, mediante comparación del valor de afinidad de lurasidona por el receptor 5-HT7 obtenido 

en ensayos de competición en el equilibrio y el valor de Kd,cin calculado como el cociente 

de los valores de kon y koff obtenidos en los ensayos de competición cinética. Así, el valor 

de Kd,cin obtenido para lurasidona en el receptor 5-HT7 en nuestro trabajo fue de 21.5 nM, 

que resulta similar al valor de Ki de 13.2 nM obtenido en nuestros ensayos de competición 

en el equilibrio. De esta forma, la comparación de estos valores nos permitió validar 

internamente la metodología y los resultados de nuestros experimentos cinéticos con 

lurasidona.  

Con respecto a la determinación del tR de lurasidona en el receptor 5-HT7 se obtuvo 

un valor de 10 min. Estimamos que el tiempo de ocupación de lurasidona de este receptor 

puede considerarse como intermedio, por comparación y analogía con la clasificación de 

propuesta por Seeman (2014; ver más abajo).  

Como consideraciones a tener en cuenta en cuanto al perfil farmacológico de 

lurasidona y el receptor 5-HT7 como diana terapéutica, recordar que lurasidona presenta 

afinidad y distintos tipos de actividad por y en otros receptores de serotonina, entre ellos los 

receptores 5-HT1A (agonismo) y 5-HT2A (antagonismo), actividades que se han relacionado 

con la mejoría sintomatológica producida por fármacos antipsicóticos de segunda 

generación (Gray y Roth, 2007; Sumiyoshi y col., 2013). De forma destacada, lurasidona 

no presenta afinidad apreciable por receptores muscarínicos e histaminérgicos, lo que se ha 
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sugerido que podría explicar en parte la superioridad de lurasidona frente a quetiapina en el 

tratamiento de síntomas cognitivos en un ensayo clínico (Harvey y col., 2015a).  

En cualquier caso, estas consideraciones no son en absoluto incompatibles con un 

papel importante del antagonismo 5-HT7 en el tratamiento de sintomatología de la 

esquizofrenia. El receptor 5-HT7 se relaciona, entre otras áreas, con el sistema de 

neuromodulación difuso de serotonina y la actividad del sistema límbico (Martín-Cora y 

Pazos, 2004), sistemas de interés en la esquizofrenia. Se ha relacionado el receptor 5-HT7 

con modulación de la actividad de neuronas dopaminérgicas del área tegmental ventral, 

aunque no se ha precisado el sitio de acción de sus antagonistas relacionado con esa 

modulación (ensayos in vivo; Mnie-Filali y col., 2007). Como ya se ha comentado, el 

receptor 5-HT7 está presente en hipocampo donde se relaciona con modulación de la 

actividad neuronal con implicaciones en la memoria y aprendizaje (Hedlund y Sutcliffe, 

2004). En general los métodos de evaluación de la función cognitiva utilizados en ensayos 

clínicos en esquizofrenia (Harvey y col., 2015a) evalúan como aspectos de interés memoria 

de trabajo, atención o aprendizaje visual y verbal, relacionadas con el funcionamiento, al 

menos en parte, de áreas como corteza, vía dopaminérgicas mesocortical y otras zonas del 

sistema límbico. De modo contrario a la relación de 5-HT7 y efectos terapéuticos, el 

antagonismo de este receptor no se relaciona de forma destacada con algún efecto adverso. 

El tiempo de residencia de un fármaco en su diana puede considerarse un parámetro 

farmacocinético. De hecho, se han propuesto modelos farmacocinéticos que integran los 

parámetros cinéticos de unión a receptores con parámetros de distribución a nivel de 

compartimentos corporales (modelo target-mediated drug disposition, TMDD; Peletier y 

Gabrielsson, 2009). Como parámetro farmacocinético que es, su influencia o alcance en un 

modelo de distribución a nivel corporal puede verse determinada por otros factores o 

parámetros que definen cada distribución de un fármaco concreto. Son ejemplos de éstos 

las características del paso a través de la barrera hematoencefálica, en el que algunos 

antipsicóticos pueden verse influidos por la glucoproteína-P (reducción de la penetración de 

olanzapina; Lin y col., 2006). Puede esperarse que la distribución inmediata hacia el SNC 

sea un factor cinético limitante del acceso al sitio de acción, y que tienda a acumularse en 

el mismo en administración crónica, dado los niveles de unión a proteínas plasmáticas (del 

99%) (Micromedex [base de datos], 2014) y los valores que a modo de ejemplo se citan de 
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razón (ratio) de concentraciones fármaco libre en fluido intersticial de cerebro con respecto 

al plasma (para tiroridazina de 1; Kp,uu,brain; Hammarlund-Udenaes, 2014; Fridén, 2014) o 

razón (ratio) o coeficiente de partición de concentración total en cerebro con respecto a la 

total en plasma de 4 (para risperidona toma un valor de 4; Kp,brain; Uchida y col., 2014). Este 

hecho podría favorecer los fenómenos de rebinding, que se asocian con la prolongación en 

el tiempo de la acción farmacológica una vez eliminado el fármaco de otros compartimentos 

de distribución, al favorecerse la unión del fármaco en el tiempo desde compartimentos 

fisiológicos e histológicos secundarios que engloban los receptores diana (Vauquelin y 

Charlton, 2010).  

Lurasidona presenta una vida media de eliminación plasmática de unas 18 h 

(Micromedex [base de datos], 2014). Conocido este dato, y a pesar de las consideraciones 

realizadas puede decirse que el tR no determinará la duración de la acción farmacológica 

asociada al antagonismo 5-HT7, en el sentido de que el tR no será un factor que determine la 

acción farmacológica una vez que se haya producido la eliminación de los distintos 

compartimentos de distribución (Dahl y Akerud, 2013). 

La caracterización del tR de fármacos antipsicóticos puede ser importante para su 

caracterización farmacodinámica y explicación del perfil farmacológico. La descripción de 

este perfil que incorpora la dimensión tiempo define la selectividad cinética sobre dianas y 

antidianas: puede determinar la eficacia clínica y el perfil de seguridad. Algunos autores 

relacionan un tR reducido de clozapina en el receptor D2 con una menor aparición de efectos 

adversos extrapiramidales (Seeman, 2014). Concretamente en el caso de clozapina se 

considera que este tiempo reducido con respecto a otros fármacos como haloperidol permite 

la unión de dopamina y la neurotransmisión en áreas implicadas en el control de los 

movimientos motores. 

En cuanto a la relación entre tiempo de residencia y modulación de la señalización 

serotoninérgica en el caso de lurasidona y el receptor 5-HT7, se trata de un valor de tiempo 

de residencia que permitiría preservar una cierta función fisiológica del neurotransmisor 

endógeno serotonina, al existir una tasa de disociación que se podría calificar de intermedia 

por analogía con la clasificación expuesta por Seeman (2014) y que permitiría una cierta 

competición con la unión de la serotonina. Se considera, además, un tR adecuado para 

conseguir un antagonismo consistente y prolongado en el tiempo durante una 
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administración crónica de cara a modular la neurotransmisión mediada por receptores no 

relacionados de forma de especial con la provocación de efectos adversos. 

Con respecto a la actividad funcional, estudios recientes han encontrado una buena 

correlación entre la eficacia de agonistas en distintos ensayos funcionales celulares y su 

tiempo de residencia, a diferencia de lo observado entre eficacia y afinidad, que no 

correlacionan (Guo y col., 2012). Esto sugiere que los determinantes moleculares del tiempo 

de residencia de ligandos en sus dianas podrían estar relacionados con aquellos 

determinantes estructurales de su eficacia. Adicionalmente, se ha sugerido que el tiempo de 

residencia podría estar relacionado con aspectos de selectividad funcional o agonismo 

sesgado de ligandos (Roed y col., 2014), aunque en el caso de lurasidona, el hecho de 

tratarse de un antagonista limita a priori la relevancia de estos aspectos. Por otra parte, se 

han descrito antagonistas del receptor 5-HT7 (SB269970) que presentan actividad de 

agonismo inverso (Gellynck y col., 2013), algo que puede ser relevante en fármacos 

antagonistas de este receptor dado que presenta una elevada actividad constitutiva en 

determinados sistemas (Krobert y Levy, 2002; Krobert y col., 2006). Sin embargo, no hemos 

encontrado en la literatura indicios de que lurasidona pueda comportarse como agonista 

inverso del receptor 5-HT7, por lo que resulta difícil especular acerca de la posible 

relevancia del tiempo de residencia de lurasidona en 5-HT7 sobre la actividad constitutiva 

del receptor. 
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 ESTUDIO DE LAS CINÉTICAS DE INTERACCIÓN LIGANDO-RECEPTOR EN 

GPCRS: RELEVANCIA DEL RESIDUO HIS264 EN EL3 PARA LAS CINÉTICAS DE 

ASOCIACIÓN Y DISOCIACIÓN DE [3H]-ZM241385 AL RECEPTOR DE ADENOSINA A2A 

Con respecto a la interacción del ligando ZM241385 con el receptor A2A, conviene 

mencionar que se ha descrito que el sitio de unión en este receptor se encuentra muy 

desplazado hacia la mitad superior en comparación con otros GPCRs, haciendo que el 

ligando ZM241385 interaccione con residuos de los bucles EL2 y EL3 (Jaakola y col., 2008; 

Wheatley y col., 2012). Asimismo, los estudios de simulación de dinámica molecular de 

Rodríguez y col., (2011) en los receptores A2A y A2B describen diferencias en la interacción 

que se establece entre los aminoácidos 5.30 (EL2) y 7.29 (EL3) en ambos receptores. 

Teniendo presente la distinta naturaleza de la interacción Glu-His (puente de hidrógeno o 

iónica) en A2A y Glu-Asn (polar) en A2B (Rodríguez y col., 2011) y la posible relación de 

dicha interacción con el cierre de los bucles EL2 y EL3 en el receptor A2A y con la 

estabilización del complejo con el antagonista A2A selectivo ZM241385, se planteó 

determinar la posible relevancia de la interacción Glu5.30-His7.29 en el receptor A2A para 

las cinéticas de interacción del radioligando [3H]-ZM241385 con el receptor y para el tR del 

complejo ligando-receptor. 

Comenzado por los ensayos de saturación en el equilibrio, el valor de afinidad (Kd) 

de [3H]-ZM241385 por el receptor A2A obtenido resultó casi idéntico al descrito 

previamente en la literatura (Guo y col., 2012). Sobre el receptor mutado A2A-His7.29Asn 

el radioligando experimenta una pérdida de afinidad de aproximadamente 8 veces, lo que 

resulta en una diferencia de afinidades por ambos receptores estadísticamente significativa 

(**p < 0.01, test t no pareado, dos colas). Esta pérdida de afinidad podría ser reflejo de un 

aumento en la velocidad de disociación del ligando, una disminución en su velocidad de 

asociación, o de cambios no paralelos en ambos parámetros cinéticos. 

Para la comprobación de la hipótesis inicial se llevaron a cabo ensayos cinéticos de 

disociación del radioligando [3H]-ZM241385 en los receptores A2A no mutado y A2A-

His7.29Asn y determinándose el tR del ligando en ambos receptores. Los ensayos cinéticos 

se realizaron a 4°C, una temperatura que mejora la precisión y reproducibilidad de la 

determinación experimental en este sistema receptorial (Guo y col., 2012).  El valor de 

tiempo de residencia de ~71 min obtenido para el radioligando en el receptor no mutado en 
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nuestro estudio, calculado como la inversa de koff, es prácticamente idéntico al valor de tR 

de 71 min para el mismo complejo ligando-receptor descrito en la literatura empleando la 

misma metodología (ensayo cinético de disociación de radioligandos) y en condiciones 

experimentales comparables a las nuestras (4ºC) (Guo y col., 2014). Sobre el receptor 

mutado A2A-His7.29Asn, el radioligando experimenta una aceleración en su velocidad de 

disociación claramente apreciable mediante la simple observación de los perfiles de las 

curvas de disociación, con un incremento de aproximadamente 11 veces de su koff (tR de 

6.59 min) lo que resulta en una diferencia estadísticamente significativa respecto al receptor 

no mutado (**p < 0.01, test t no pareado, dos colas). Estos resultados sugieren que la pérdida 

de afinidad observada para el radioligando por el receptor mutado es en gran medida un 

reflejo de la aceleración del proceso de disociación del ligando, esto es, de una mayor 

facilidad para salir del bolsillo de unión. De esta manera, los resultados se interpretan como 

indicativos de una relevancia determinante de la interacción Glu5.30-His7.29 para la 

duración del complejo entre el ligando [3H]-ZM241385 y el receptor A2A, interacción que 

no reproduce adecuadamente el par Glu5.30-Asn7.29 en las mismas posiciones y que, por 

tanto, permite hipotetizar sobre posibles cinéticas de disociación rápidas de ligandos en el 

receptor A2B. 

En el caso del receptor A2A no mutado, la ejecución de los experimentos de 

asociación permitió extraer un valor medio de kon de 4.4 ± 0.58 · 107 M-1 · min-1, calculado 

directamente a partir de los datos de kobs y koff obtenidos experimentalmente y teniendo en 

cuenta la concentración de radioligando empleada en cada experimento. Este valor resultó 

similar a valores de kon [3H]-ZM241385 en el receptor A2A descritos en la literatura, 

obtenidos en condiciones experimentales similares a las nuestras (1.50 · 107 M-1·min-1; 2.0 

· 107 M-1·min-1) (Guo y col., 2012). Así, los valores de koff y kon del radioligando en el 

receptor no mutado obtenidos experimentalmente en nuestro trabajo arrojan un valor de 

Kd,cin (koff/kon) de 0.35 nM, que resultó ser próximo al valor de Kd obtenido en condiciones 

de equilibrio (0.65 nM), validando nuestros protocolos experimentales en ensayos cinéticos. 

Esta buena correlación de valores en el receptor no mutado nos permite estimar un valor de 

kon para el receptor A2A-His7.29Asn de 3.0 · 107 M-1·min-1 indirectamente a partir de los 

datos medios de Kd en el equilibrio y koff obtenidos experimentalmente. 
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No obstante, en el caso del receptor A2A-His7.29Asn, la kon de [3H]-ZM241385 pudo 

ser determinada mediante regresión lineal a partir de los valores de kobs obtenidos 

experimentalmente en estudios de asociación empleando distintas concentraciones de 

radioligando. Esta aproximación reportó por una parte un valor de koff de 0.11 min-1, muy 

próximo al valor medio de koff obtenido directamente a partir de experimentos de disociación 

(0.15 min-1). Por otra parte, el valor de kon extraído fue de 1.96 · 107 M-1·min-1, similar al 

valor de 3.0· 107 M-1·min-1 estimado indirectamente. Esto está de nuevo de acuerdo con que 

la perdida de afinidad reflejada por la Kd del radioligando en el receptor mutado proviene 

en mayor medida de una rápida disociación del complejo, y no de un importante cambio en 

la cinética de asociación. Estos valores de koff y kon calculados mediante regresión para el 

receptor mutado arrojan un valor de Kd,cin de 5.62 nM, similar al valor de Kd 4.98 nM 

obtenido experimentalmente a partir de ensayos de saturación en el equilibrio, validando 

igualmente de forma interna los resultados de nuestros experimentos cinéticos. 

Adicionalmente, la representación de los valores de kobs obtenidos en ensayos de asociación 

en el receptor A2A-His7.29Asn para distintas concentraciones de [3H]-ZM241385 nos 

permitió comprobar su buen ajuste a un modelo de regresión lineal (ver resultados), lo que 

nos llevó a considerar un mecanismo de unión radioligando-receptor de un solo paso 

(mecanismo A de Tummino y Copeland, 2008).  

Nuestra interpretación estructural de los resultados se basa principalmente en la 

información estructural aportada por el trabajo de Rodríguez y col., (2011). En este trabajo 

se describe la interacción entre el aminoácido en posición 5.30 (EL2) de los receptores A2A 

y A2B y el aminoácido en posición 7.29 (EL3) de A2A (His) y A2B (Asn). La interacción 

Glu5.30-His7.29 modelizada por Rodríguez y col. (2011) en el receptor A2A contempla dos 

estados de His: neutro y cargado positivamente. En el primer caso, la interacción Glu5.30-

His7.29 se rompe fácilmente durante las simulaciones con el receptor desocupado (forma 

apo), lo que sugiere que, en esta situación, el acceso al bolsillo de unión desocupado del 

receptor por parte de ligandos difusibles se vería facilitado por la apertura de los bucles EL2 

y EL3. En el segundo caso, la interacción Glu5.30-His7.29 es frecuentemente observada en 

el receptor desocupado (en torno al 60% del tiempo de simulación). La simulación en 

presencia del ligando ZM241385 (receptor en forma holo) en esta situación (His cargada 

positivamente) estabiliza el cierre en forma de tapa formado por EL2 y EL3 que se observa 

en la estructura cristalográfica 3EML del complejo A2A:ZM241385, la cual sirvió de base 
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para la modelización de los receptores en el trabajo de Rodriguez y col., (2011), 

favoreciendo la estabilización del complejo A2A-ZM241385. Así, las simulaciones de 

dinámica molecular indican que la interacción Glu5.30-His7.29 gobierna la estabilidad de 

la “tapa” conformada por los bucles EL2 y EL3 sobre el bolsillo de unión.  

La diferencia entre las interacciones modelizadas por Rodríguez y col. (2011) en el 

receptor A2A (entre los aminoácidos Glu5.30 e His7.29) y o A2B (entre los aminoácidos 

Glu5.30 y Asn7.29) sería análoga a la diferencia entre la interacción en el receptor A2A no 

mutado y mutado A2A-His7.29Asn estudiados experimentalmente en nuestro trabajo, por lo 

que podríamos concluir que esa diferencia sería la principal causante de las diferencias 

observadas entre los tR del ligando [3H]-ZM241385 sobre ambos receptores en el presente 

estudio. Este carácter determinante puede explicarse por la unión más estable y duradera de 

los aminoácidos Glu5.30-His7.29 con respecto a la que forman Glu5.30-Asn.7.29 en el 

receptor A2A, de forma que, como consecuencia, la conformación más cerrada de los bucles 

extracelulares sobre el bolsillo de unión del receptor estabiliza al ligando unido dificultando 

su salida del mismo, resultando en un mayor tiempo de residencia de ZM241385 en el 

receptor no mutado. 

En general, las diferencias en tR entre complejos ligando-receptor se relacionan 

teóricamente con determinados factores físicos-químicos como la accesibilidad del bolsillo 

de unión a ligandos difusibles o el tamaño molecular del propio ligando (Pan y col., 2013). 

En el caso del receptor A2A, la localización del bolsillo de unión muy próxima a la zona 

extracelular, el hecho de que EL2 sea la segunda región con mayor movilidad del receptor 

A2A de acuerdo a resultados de dinámica molecular (Rodríguez y col., 2011), y el hecho de 

que EL3 presenta una movilidad reducida, son aspectos estructurales que deben 

considerarse a la hora de estimar la cinética de unión de ligandos. En el caso de la interacción 

de este receptor y el ligando ZM243185 y con respecto a EL3, el cierre de EL2, tras 

estabilizarse la unión de Glu5.30 con el aminoácido en posición 7.29, favorecería 

especialmente las interacciones descritas de residuos como Leu7.32 y Met7.35 situados en 

EL3 con el grupo fenol del ligando (Jaakola e Ijzerman, 2011). La aproximación de EL2 a 

EL3 y al bolsillo de unión permitiría también la formación de interacciones de Phe1685.29 y 

Glu1695.30 con el ligando (Jaakola y col., 2008). Así, diversas interacciones observadas en 

la estructura cristalográfica del complejo A2A:ZM241385 que implican a residuos de los 
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bucles extracelulares contribuirían a producir una estabilización del ligando ZM241385 en 

el bolsillo de unión del receptor.  

Algunas diferencias importantes en la interacción de EL2 con los ligandos 

encontradas en las distintas estructuras de A2A determinadas mediante cristalografía con 

respecto a la de Jaakola (2008) comprenden un desplazamiento de los bucles extracelulares 

(entre ellos EL2), alejándose del bolsillo de unión para dar cabida a los sustituyentes 

voluminosos del agonista UK 432097 (Jacobson, 2013; Xu y col., 2011). Otros agonistas 

como adenosina y NECA también interaccionan con EL2 (Lebon y col., 2011). Estas 

diferencias pueden estar relacionadas con la distinta identidad de los ligandos co-

cristalizados. Sin embargo, existe una diferencia fundamental con la otra estructura del 

complejo A2A-ZM241385 descrita por Doré y col., (2011) en cuanto a la orientación del 

grupo fenólico de ZM241385, en este caso dirigido hacia las proximidades de los extremos 

extracelulares de TM1, TM2 y TM7. Las diferencias se atribuyen a la flexibilidad del área 

extracelular y a las distintas condiciones de cristalización (Doré y col., 2011). Aun así, esta 

diferencia no descarta una influencia decisiva del cierre de los bucles EL2-EL3 en la cinética 

de interacción de ligandos en el receptor A2A. 

Con respecto a las características del ligando y su relación con el tiempo de 

residencia del mismo, la presencia en la estructura de un anillo de ribosa en compuestos 

como UK 432097 se ha asociado a un considerablemente mayor tR por interacción con 

aminoácidos de la zona más profunda del bolsillo de unión, tales como His7.43, Ser7.42 o 

Leu6.51 (Guo y col., 2012; Xu y col., 2011). Con mayor relevancia para la presente 

hipótesis, la longitud (dos átomos de C) de la cadena alifática uniendo la triazina y el fenol 

en una serie de derivados de ZM241385, así como la presencia de un átomo de N en el 

extremo en un anillo piperazina análogo al grupo fenol del mismo ligando, se asocian con 

un tR prolongado determinado en condiciones experimentales similares a las que fueron 

utilizadas en el presente trabajo (Guo y col., 2014). En estos ligandos, el alargamiento de la 

cadena o la supresión del átomo de N piperazínico produjo una reducción del tR de gran 

magnitud (Guo y col., 2014). De esta forma, los citados estudios han permitido extraer 

conclusiones en cuanto a relaciones estructura-cinética (Structure–Kinetics Relationships, 

SKR) en el receptor A2A. 
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La asociación entre tR y movilidad de los bucles extracelulares ya ha sido señalada 

como relevante en otros GPCRs y ligandos. Para otros receptores como los receptores 

muscarínicos M3 y M2 se encontró una diferencia entre los dos receptores en cuanto a la 

flexibilidad de EL2, siendo mayor la del receptor M2. Así, en simulaciones de dinámica 

molecular se ha observado que EL2 permanece durante más tiempo en un estado de 

conformación abierto en el receptor M2 en comparación con M3. Esto se relaciona con una 

salida más fácil del ligando fuera del bolsillo de unión, lo que se relacionó con el tR más 

reducido del antagonista muscarínico y broncodilatador de larga duración de acción 

tiotropio en el receptor M2 con respecto al receptor M3 (Kruse y col, 2013; Pan y col., 2013). 

Esta selectividad cinética de tiotropio por M3 con respecto a M2 se ha señalado como 

relevante para su perfil clínico (Sykes y col. 2012). Estas observaciones que se comentan 

guardan evidentes similitudes con las diferencias en los tiempos de residencia obtenidos en 

el presente trabajo y su relación con la mayor o menor movilidad de EL2 en los receptores 

A2A y A2A-His7.29Asn. 

Por último, mencionar que con respecto a EL2 del receptor A2A, ya se había 

propuesto previamente una función de control de acceso de ligandos al sitio de unión, su 

implicación en la unión de ligandos o la selectividad de ligandos, entre otros aspectos (Seibt 

y col., 2013). También existen referencias previas en algunos trabajos a la posible 

importancia de la identidad de los residuos en bucles extracelulares de receptores de 

adenosina en relación al acceso y unión de ligandos a los receptores. Un trabajo previo ha 

señalado que el carácter polar de una buena parte de los aminoácidos localizados en la 

entrada al sitio de unión del receptor A2A, y especialmente de la pareja Glu5.30-His7.29, en 

contraposición al carácter apolar de residuos como una Val en el receptor A3 que ocupa una 

posición análoga a Glu5.30 en A2A, sería relevante para diferencias en el acceso y la unión 

de ligandos en estos dos receptores (Lenzi y col., 2009). 
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 CONCLUSIONES 

1. La herramienta generada, el receptor 5-HT2A-Ser3.36Cys, ha permitido 

investigar experimentalmente la relevancia del aminoácido 3.36 para el perfil 

de afinidad y selectividad de clozapina y olanzapina por GPCRs de su 

receptoroma. 

 

2. La afinidad de [3H]-ketanserina por el receptor 5-HT2A-Ser3.36Cys 

determinada en ensayos de saturación y la afinidad de serotonina por el 

mismo receptor determinada en ensayos de competición fueron similares a 

las descritas previamente por otros autores sobre un receptor 5-HT2A 

portando la misma mutación. 

 

3. Los datos de afinidad obtenidos para clozapina y olanzapina sobre los 

receptores 5-HT2A y 5-HT2A-Ser3.36Cys indican que el aminoácido Ser3.36 

del receptor 5-HT2A no es determinante para el perfil de afinidad preferente 

de clozapina y olanzapina por el receptor 5-HT2A con respecto a receptores 

del grupo Cys3.36. Por extensión, se podría concluir que el aminoácido en 

posición 3.36 no resulta definitorio de los grupos de GPCRs Ser3.36 y 

Cys3.36 establecidos en base a secuencia y perfil de afinidad y selectividad 

de clozapina y olanzapina. 

 

4. La herramienta generada, el receptor D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala, ha 

permitido investigar experimentalmente la relevancia de los aminoácidos en 

posición 5.43 y 5.46 para el perfil de afinidad y selectividad de clozapina y 

olanzapina por GPCRs de su receptoroma. 

 

5. Nuestros resultados experimentales para clozapina y olanzapina en los 

receptores D2S y D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala han permitido determinar que 

la orientación del N10 hacia el exterior del bolsillo de unión es la forma de 

posicionamiento predominante de ambos ligandos.  
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6. Los resultados obtenidos mediante ensayos de competición en el equilibrio 

han confirmado la relevancia de los aminoácidos en posición 5.43 y 5.46 para 

el perfil de afinidad selectivo de clozapina y olanzapina por el receptor D2. 

Por extensión, se podría concluir que estas posiciones son potencialmente 

determinantes para la afinidad y selectividad de estos antipsicóticos por los 

GPCRs de los grupos 1 (Ser5.43/Ser5.46) y 2 (aminoácidos más hidrofóbicos 

en estas posiciones). 

 

7. Nuestros resultados experimentales para clozapina y olanzapina en los 

receptores D2S y D2S-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala están de acuerdo con los 

resultados de modelización de los receptores D2, D2-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala 

y 5-HT1A en complejo con ambos antipsicóticos. Estos modelos indican que 

la posición 5.46 sería la más determinante de las dos estudiadas para el perfil 

de afinidad y selectividad de clozapina y olanzapina por los receptores 

modelizados. 

 

8. La herramienta generada, el receptor D2S-Val3.33Tyr, ha permitido 

demostrar la importancia del aminoácido en posición 3.33 para la afinidad de 

clozapina y olanzapina por el receptor D2. 

 

9. Nuestros resultados experimentales para clozapina y olanzapina en los 

receptores D2S y D2S-Val3.33Tyr, están de acuerdo con los resultados de 

modelización de los receptores D2 y D2-Val3.33Tyr en complejo con estos 

antipsicóticos, en modelos receptoriales basados en estructuras 

cristalográficas recientemente publicadas. Estos modelos indican la pérdida 

de interacción del ligando clozapina con el aminoácido Tyr3.33 en el receptor 

D2 mutado, mientras que predicen que una antidiana de antipsicóticos 

conteniendo Tyr en posición 3.33, como es el receptor H1, es capaz de 

establecer una fuerte interacción con los ligandos a través de este 

aminoácido, lo que podría contribuir a la alta afinidad de los ligandos por 

este receptor. 
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10. Nuestros resultados experimentales para clozapina y olanzapina en los 

receptores D2S y D2S-Val3.33Tyr, junto con los más recientes resultados de 

modelización, indican que la identidad del aminoácido 3.33 puede ser 

relevante para la afinidad y selectividad de los antipsicóticos por GPCRs 

diana y antidiana de su receptoroma. 

 

11. Se han determinado las constantes de velocidad de asociación y disociación 

del radioligando [3H]-SB269970 sobre el receptor 5-HT7, obteniéndose 

valores de acuerdo con la literatura, así como coherentes con los valores de 

afinidad (Kd) en el equilibrio del radioligando. Esto valida los experimentos 

cinéticos de asociación y disociación llevados a cabo. Los resultados son 

indicativos de un mecanismo cinético de unión radioligando-receptor de un 

solo paso.  

 

12. Se ha establecido el método competición cinética descrito por Motulsky y 

Mahan (1984) para la determinación de constantes de velocidad de 

asociación y disociación de ligandos no marcados, aplicado al receptor 5-

HT7 y empleando el radioligando [3H]-SB269970, en un formato de ensayo 

implementable en actividades de cribado de alto rendimiento. 

 

13. Se han determinado las constantes de velocidad de asociación y disociación 

de lurasidona en el receptor 5-HT7 mediante el método indicado 

anteriormente obteniéndose valores consistentes con el valor de afinidad (Ki) 

obtenido en ensayos de competición en el equilibrio, lo que sirvió como 

validación del método establecido. 

 

14. Se ha determinado el tR de lurasidona en el receptor 5-HT7, lo que constituye 

un primer paso en la caracterización del perfil de selectividad cinética de este 

antipsicótico. 

 

15. El tR de 10 min en el receptor 5-HT7 obtenido para lurasidona en nuestros 

ensayos, se puede considerar adecuado desde el punto de vista farmacológico 
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para lograr eficacia terapéutica derivada del antagonismo de una diana no 

asociada a reacciones adversas destacables, manteniendo una cierta acción 

fisiológica del neurotransmisor endógeno serotonina. 

 

16. Considerando parámetros farmacocinéticos conocidos de lurasidona, el valor 

de 10 min de tR obtenido para el fármaco en el receptor 5-HT7 sugiere que 

este parámetro no será determinante para la duración de su acción 

farmacológica sobre este receptor una vez que se haya eliminado el fármaco 

del compartimento diana. 

 

17. La herramienta generada, el receptor A2A-His7.29Asn, ha permitido 

investigar experimentalmente la relevancia del aminoácido en posición 7.29 

del receptor A2A para las cinéticas de asociación y disociación del 

radioligando [3H]-ZM241385 en este receptor, y su posible carácter 

diferencial respecto al receptor A2B en términos de cinética de unión de 

ligandos.  

 

18. Se han determinado las constantes de velocidad de asociación y disociación 

del radioligando [3H]-ZM241385 sobre el receptor A2A no mutado, 

obteniéndose valores de acuerdo con la literatura así como coherentes con 

los valores de afinidad (Kd) en el equilibrio del radioligando. Esto valida los 

experimentos cinéticos de asociación y disociación llevados a cabo. 

 

19. Se han determinado las constantes de velocidad de asociación y disociación 

del radioligando [3H]-ZM241385 sobre el receptor A2A-His7.29Asn, 

obteniéndose valores indicativos de un mecanismo cinético de unión 

radioligando-receptor de un solo paso. 

 

20. Nuestros resultados experimentales de ensayos cinéticos de [3H]-ZM241385 

en los receptores A2A y A2A-His7.29Asn, indican que la identidad del 

aminoácido 7.29 es determinante para la cinética de disociación del 

radioligando y sugieren que la pérdida de afinidad observada para el 
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radioligando por el receptor mutado es consecuencia en gran medida de la 

aceleración de su disociación. Los resultados son indicativos de un 

mecanismo cinético de unión radioligando-receptor de un solo paso. 

 

21. De acuerdo con resultados de simulaciones de dinámica molecular en los 

receptores A2A y A2B disponibles, nuestros resultados experimentales son 

compatibles con una interacción Glu5.30-His7.29 que posibilita una 

conformación cerrada de los bucles extracelulares EL2 y EL3 sobre el 

bolsillo de unión del receptor, estabilizando el complejo ZM241385-receptor 

A2A. Esa interacción no sería adecuadamente reproducida por el par de 

aminoácidos Glu5.30-Asn7.29 en las mismas posiciones del receptor A2A-

His7.29Asn. Por tanto, nos parece esperable que las cinéticas de disociación 

de los ligandos en el receptor A2B serán rápidas. 
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