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RESUMEN DE LA TESIS

En este trabajo, se investigd en primer lugar la relevancia de ciertos determinantes estructurales en
el bolsillo de unién de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) pertenecientes al receptoroma
de antipsicoticos, para la afinidad y selectividad de dos antipsicéticos atipicos de gran relevancia
farmacolégica y clinica, clozapina y olanzapina. Partiendo de un analisis biocomputacional
multirreceptorial de los perfiles de afinidad de ambos farmacos por distintos GPCRs asi como de
datos de modelizacion y acoplamiento ligando-receptor disponibles, se generaron receptores
(serotoninérgico 5-HT2a, dopaminérgico D;) mutados en posiciones de interés y se determiné la
afinidad de ambos antipsicoticos mediante ensayos de union de radioligandos de competicion en el
equilibrio, identificandose posiciones aminoacidicas cuya identidad es relevante para el perfil de

afinidad y selectividad de estos farmacos.

Por otra parte, se abordd un estudio de las cinéticas de interaccion del antipsicético atipico lurasidona
con uno de los GPCRs diana mas relevante en su perfil farmacoldgico, el receptor de serotonina 5-
HT. Asi, se cuantificd el parametro tiempo de residencia del farmaco en dicho receptor en ensayos
de union de radioligandos cinéticos mediante el método de competicion cinética de Motulsky y
Mahan. Esto supuso la puesta a punto y la ejecucion de un primer paso de cara a la caracterizacion
del perfil de selectividad cinético de lurasidona. La determinacion de este parametro permitio

obtener informacion farmacoldgica relevante relativa al farmaco.

Por ultimo, se estudid la relevancia para las cinéticas de interaccion ligando-receptor de la
identidad de un residuo en el bucle extracelular 3 del receptor de adenosina Aza, receptor postulado
como de interés terapéutico en esquizofrenia. Mediante ensayos de unién de radioligandos cinéticos,
se pudo comprobar que dicho residuo, identificado como de potencial interés en base a datos de
simulacion de dinamica molecular, resulta determinante para la cinética de disociacion del
radioligando antagonista A,a-selectivo [*H]-ZM241385.

Palabras clave: Receptores acoplados a proteinas G, antipsicoticos, perfil de selectividad,

cinéticas de la interaccion 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-HT 24, dopamine D) 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-HT- 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
Aza 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 A;a- selective antagonist radioligand [*H]-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 union de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) pertencentes ao receptoroma de
antipsicéticos, para a afinidade e selectividade de dous antipsicoticos atipicos de gran relevancia
farmacoléxica e clinica, clozapina e olanzapina. Partindo dunha andlise biocomputacional
multirreceptorial dos perfis de afinidade de ambos farmacos por distintos GPCRs, asi como de datos
de modelizacion e axuste ligando-receptor dispofiibles, xeraronse receptores (serotonérgico 5-HTza,
dopaminérgico D2) mutados en posicidns de interese e determinouse a afinidade dos antipsicoticos
mediante ensaios de unién de radioligandos de competicién no equilibrio. IdentificAronse posiciéns
aminoacidicas das cales a sUa identidade é relevante para o perfil de afinidade e selectividade destes

farmacos.

Por outra banda, abordouse un estudo das cinéticas de interaccion do antipsicético atipico lurasidona
con un dos GPCRs diana mais relevante no seu perfil farmacolédxico, o receptor de serotonina 5-
HT7. Asi, cuantificouse o pardmetro tempo de residencia do farmaco no devandito receptor en
ensaios de union de radioligandos cinéticos mediante o método de competicion cinética de Motulsky
e Mahan. Isto supuxo a posta a punto e a execucion dun primeiro paso para a caracterizacion do
perfil de selectividade cinético de lurasidona. A determinacion deste parametro permitiu obter

informacion farmacoldxica relevante relativa ao farmaco.

Por altimo, estudouse a relevancia para as cinéticas de interaccion ligando-receptor da identidade
dun residuo no bucle extracelular 3 do receptor de adenosina Aza, receptor postulado como de
interese terapéutico en esquizofrenia. Mediante ensaios de union de radioligandos cinéticos, puidose
comprobar que devandito residuo, identificado como de potencial interese en base a datos de
simulacion de dindmica molecular, resulta determinante para a cinética de disociacion do
radioligando antagonista A,a-selectivo [*H]-ZM241385.

Palabras chave: Receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), antipsicoticos, perfil de

selectividade, cinéticas da interaccion ligando-receptor e tempo de residencia.






AGRADECIMIENTOS

A los miembros del Departamento de Farmacologia de la Facultad de Farmacia de
la USC; que con sus conocimientos y ensefianzas hicieron posible esta tesis doctoral.
Especialmente quiero agradecer a las directoras de este trabajo, las doctoras Maria Isabel
Loza Garcia y Maria de los Angeles Castro Pérez, su dedicacion, labor de direccion y la
ayuda prestada para la realizacion de la misma. También y de forma especial quiero darle
las gracias a la doctora Maribel Cadavid, inicialmente directora de este trabajo, por su

contribucion a esta tesis terminada.

Quisiera dar las gracias a dos grupos colaboradores del grupo Biofarma: el grupo
del doctor Manuel Pastor de la Universidad Pompeu Fabra y los colaboradores doctores
Gutiérrez-de-Teran y David Rodriguez, por sus trabajos iniciales que contribuyeron a

plantear las hip6tesis que aqui se exponen.

Quisiera dar las gracias a los todos los miembros del grupo Biofarma, especialmente
a los compafieros del laboratorio, por la colaboracion prestada en la ejecucion de la presente
tesis. En general, a todos los compafieros de tesis del grupo Biofarma por su ayuda. Gracias
a los doctores Andrés Crespo y Patricio Atanes y a Icia Varela y Rocio Ailim de la Fuente
por sus trabajos en el laboratorio relacionados con el desarrollo experimental de la presente
tesis y que facilitaron su ejecucion material. A otras comparfieras de tesis doctoral como
Sonia Lage, Andrea Silva y otros compafieros de laboratorio como el doctor David Moreira

y Enrique Gil.
A mis padres, por su apoyo incondicional.

A todos, mi gratitud.






indice

INDICE

1. INTRODUCCION ...eoeeeeeeeeeeeeeesessessessessesessesssssessessessessesasssesesa ]

I.1. PATOLOGIA Y TERAPEUTICA DE LA ESQUIZOFRENIA ....vviiiiieeiiiiciiiiee e e e e eeivineee e e e 1
1.1.1. Introduccion: etiopatologia de la esquIZOfrenia............ccocoviiiiiinieienene e 1
1.1.1.1. Epidemiologia, cuadro clinico y diagndstico de la esquizofrenia............cc.ccovrunne. 1
1.1.1.2. Etiopatogenia de 1a eSQUIZOTIENIA. ........ccviiiieiiieiee s 3
L B B R T 1< o SRS 3
1.1.1.2.2. Hallazgos neuropatol0gicos y de NeUroimagen™ ...........ccccevevveriereeieeeseseseseeseeseeeesesnens 4
1.1.1.2.3. La explicacion etiol6gica clasica: la implicacion de la dopamina...........c.ccccevevevcnnnean, 4
1.1.1.2.4. El papel de 12 SErOtONING. .......cciueiiiiieriesieiieieieeesessesressesnessessesae e e enestessesseseeeeneeneesesneens 6
1.1.1.2.5. Laimplicacion de los neurotransmisores glutamato y GABA .........ccccooeiovrieneneneieeeenenns 8
1.1.1.2.6. Hipotesis del neurodesarrollo, de la neurodegeneracion, patologia sinéptica e

hipAteSIS INMUNOIGGICA. ......cveiviiir e ittt e e e sre st beste e e besae e e e beaneeeas 10
1.1.1.2.7. El sistema de modulacion de aden0SINa. .........cerurerireienerienieieeeisese e see e eeneesennas 12
1.1.2. FArmacos antipSICOLICOS ......uviuiiieieieieiie sttt sr et 13
1.1.2.1. Recomendaciones terapéuticas en eSqUIiZOfrenia..........ccoovriereeresiesieesesieeseeniens 13
1.1.2.2. Farmacos antipsicoticos: perfil farmacoldgico y CliniCO.........ccceveviieiiiiiiins 15
1.1.2.2.]. Antipsicoticos de primera generacion 0 ClASICOS..........coeviirrireinensenee e 15
1.1.2.2.2. Antipsicéticos de segunda generacion o atipicos: perfil farmacol6gico

multirreceptorial, acciones farmacolégicas y eficacia clinica...........ccoccocvvvverciciennne. 17

1.1.2.2.3. Antipsicoticos de segunda generacion o atipicos: clozapina y otros farmacos.............. 22



indice

1.1.2.2.4. Otras patologias en las que estan indicados los farmacos antipsicoticos o éstos
tienen potencial ULIlIdad ...........ccooov e 29
Necesidad terapéutica en esquizofrenia: énfasis en la sintomatologia negativa y

(o010 17 OSSOSO 30

1.2. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G (GPCRS) OBJETO DE ESTUDIO,

RELEVANTES EN LA PATOLOGIA Y LA TERAPEUTICA DE LA ESQUIZOFRENIA ................ 32
1.2.1. Introduccidn a los receptores acoplados a proteinas G ........ccccceeeveveneveieennen, 32
1.2.1.1. El ciclo de vida de Un GPCR..........cccciiiiiiiieiee et 35
1.2.1.2. Dimerizacion y oligomerizacion de GPCRS..........cccociviiiiininieiee e 38
1.2.1.3. Cambios conformacionales en GPCRs y selectividad funcional ..............cccccee.... 40
1.2.1.4. Modulacion alostérica 8N GPCRS........cuiviviiiiiiiieiee e 45
1.2.2. GPCRs implicados en la fisiopatologia de la esquizofrenia...............cc.cccccouenen. 47
1.2.2.1. El receptor 5-HT2a 0& SErOtONING ......ccveiuiereerieriiiieiiesiesiestestes e seesessae e sneseessessensens 47
1.2.2.2. El receptor de dopaming D2.........coeiiiitiieiiieie ettt st 51
1.2.2.3. El receptor de Serotoning 5-HT7.....cocuiiiiiiiiiiiieiesie s 53
1.2.2.4. El receptor de adeN0OSING A2 .....ooueiviieiiiariaiariesiesesiesiesiessessesseeseesee e ssessessessessens 58

1.2.3. Aspectos estructurales y cinéticos de la interaccion ligando-receptor en

1.2.3.1. Recientes avances en el conocimiento de la estructura y las

CONTOrMACIONES AE 10S GPCRS ... eneeenenees 63

1.2.3.2. Aspectos cinéticos de la interaccion ligando-receptor: el tiempo de

FESIAENCIA (TR) vvervvereeereerrerisiereseeteeste e see e st e e e seste s see s et ese e s tesestesesesseneneereneanes 72

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.....ccoevrrrrreererressereeseesense83



indice

2.1. ESTUDIO DE DETERMINANTES ESTRUCTURALES EN EL SITIO DE UNION DEL
RECEPTOR RELEVANTES PARA EL PERFIL DE AFINIDAD Y SELECTIVIDAD DE

ANTIPSICOTICOS SOBRE GPCRS DE SU RECEPTOROMA.......cvvtiiiiiieiiiieeiiieessireessineesnineas 87

2.1.1. Relevancia del residuo en posicion 3.36 para la union de antipsicaticos
2 GPCRS 0€ SU FECEPTONOMA ...ttt 92
2.1.2. Relevancia de los residuos en las posiciones 5.43 y 5.46 para la union de
antipsicoticos a GPCRS de SU FreCeptOrOmMa........ccecvevueerieiieieerie e sieesee e sieenens 95
2.1.3. Relevancia del residuo en posicion 3.33 para la union de antipsicoticos

a GPCRs diana y antidiana de su reCeptoroma ..........c.coovveeeerienienierienesesiennns 100

2.2, ESTUDIO DE LAS CINETICAS DE INTERACCION LIGANDO-RECEPTOR EN GPCRs:
TIEMPO DE RESIDENCIA DEL ANTIPSICOTICO ATIPICO LURASIDONA EN EL
RECEPTOR DE SEROTONINA S-H T 7.1 ittt ittt ettt e e e nee e 105

2.3. ESTUDIO DE LAS CINETICAS DE INTERACCION LIGANDO-RECEPTOR EN GPCRs:
RELEVANCIA DEL RESIDUO H15264 EN EL3 PARA LAS CINETICAS DE

ASOCIACION Y DISOCIACION DE [3H]-ZM241385 AL RECEPTOR DE ADENOSINA

F VTN /N 1/, e AR oW 110
B B 1= 1 ] ST PR 117
B T O 1 1] =y i 1Y/ 1 TR TRRTTRTI 118

3. MATERIALES Y METODOS......cccoeceessnsnressessesnesensense 121

3.1, MATERIALES Y COMPUESTOS ..cuttieiutitasiieeastiasaassseassseeasseesseessnseeesnseesssseessnsesssnsessnes 123
3.2, IMIETODOS ...ttt etttk etk etttk ekt et e e ab e e bt e e at e ekt e e R bt e be e e b e e Re e e nn e e nae e 125
3.2.1. MUtag@nesis dirigida ........cocoveiiiiiiiicieeee e 125
3.2.2. Cultivo celular y generacion de lineas celulares expresando

establemente 10S receptores @ eStUdiO.........c.ocvvvereeieiiie e 128
3.2.3. Preparacion de membranas para ensayos de union de radioligandos ............ 130

3.2.3.1. Preparacion de membranas de lineas celulares CHO-5-HT.a y receptores



indice

3.2.3.3. Preparacion de membranas de la linea celular que expresa el receptor 5-

3.2.3.4. Preparacion de membranas de lineas celulares expresando receptores Aza........ 131

3.2.3.5. Determinacion de la concentracion de proteina en las preparaciones de

MEIMIDIANAS ...ttt ettt e e e e e e e e e et eeeeeeeee e e et eeeeeeeaae e nreeaeeeeaaaans 132

3.2.4. Ensayos de union de radioligandos............cccerereienininisisiee e 132

3.2.4.1. Ensayos sobre receptores 5-HT2a, D2 y 5-HT1a para el estudio de

determinantes estructurales en el sitio de union del receptor relevantes para

el perfil de afinidad y selectividad de antipSiCOtICOS...........ccccvvevveiieiieieciecieee. 132
3.2.4.1.1. Determinaciones de union especifica para la seleccion de clones celulares

expresando receptores MULAAOS. ...........coiiiiieiiiiieeiesie e re e re e sre e seas 132

Seleccion de clones expresando el receptor 5-HT24-Ser3.36CYS .......ccccvvvvevveieciennen, 132

Seleccion de clones expresando receptores D,s-Cys3.36Ser, Das-

Ser5.43Thr/Ser5.46Ala 'y Das-Val3.33TYr ... cccoceiee o i et 133

Seleccion de clones expresando el receptor 5-HT14-Thr5.43Ser/Ala5.46Ser................ 134
3.2.4.1.2. ENSAYOS (8 SALUFACION. .....eeuitiiirieriiastiiesiesisestesesbas e abessssestssessesesseseasaseseesessesessesessesessenes 134

Ensayos de saturacion en receptores 5-HTza y 5-HT24-Ser3.36Cys.............ccccoevviinnnn, 134

Ensayos de saturacion en receptores Das, D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala y Dos-

A LT I T o OSSP TP UTPTUOPPPPPRURPR 135
3.2.4.1.3. ENsay0s de COMPELICION ......ccuouiiiriieiiiieisiees ettt 135

Ensayos de competicion en receptores 5-HT2a Y 5-HT2a-Ser3.36Cys .......ccccvvrvevnnnen. 135

Ensayos de competicion en receptores Das, D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala y Das-

RV LT 1 I SRS 135
3.2.4.2. Ensayos sobre el receptor 5-HT7 ..o 136
3.2.4.2.1. ENSAYO0S € SALUFACION.......cuiieiiieiiieii ettt 136
3.2.4.2.2. Ensayos de competicion en el equiliDrio ... 137
3.2.4.2.3. Ensayos cinéticos de disociacion de [*H]-SB269970 para la determinacion de

la constante de velocidad de disociacion del radioligando..............cccccocevviieiiinenen, 137



indice

3.2.4.2.4. Ensayos cinéticos de asociacion de [*H]-SB269970 para la determinacion de la
constante de velocidad de asociacion del radioligando .............cccoovivviiiiiencincinnne 138

3.2.4.2.5. Ensayos de competicion cinética para la determinacion de las constantes de
velocidad de asociacion (Kon, k3) y disociacion (Ko, Ka) de lurasidona............ccccveenee. 139

3.2.4.3. ENSAY0S SONIE rECEPLOMES AR ..vuvuivveieieeiiecieieee ettt 140

3.2.4.3.1. Determinaciones de union especifica para la seleccion de clones celulares

expresando el receptor Aza-HIS7T.29ASN. ..o 140
3.2.4.3.2. ENSAY0S 0 SALUFACION.......cuveiiieiitiiiiite ittt sttt sttt enenneas 141

3.2.4.3.3. Ensayos cinéticos de disociacion de [*H]-ZM241385 para la determinacion de

la constante de velocidad de disociacion del radioligando............cccocevvevieciiciiieennnn, 141

3.2.4.3.4. Ensayos cinéticos de asociacion de [*H]-ZM241385 para la determinacion de

la constante de velocidad de asociacion del radioligando..............ccccceeveiiveviciiieennnn, 141
3.2.4.4. Andlisis de los resultados de ensayos de union de radioligandos ....................... 142
3.2.4.4. 1. ENSAY0S (8 SALUFACION .cvtuvivriiiiiisenesteststeestee et ibesssbestasessabeses e sbebesbas e sesessesessesessenes 142
3.2.4.4.2. Ensayos de competicion en el equilibrio...........cc..cviviieiiieneiciciece e 142

3.2.4.4.3. Ensayos cinéticos de disociacion para la determinacion de la constante de

velocidad de disociacion del radioligando ...........coceoeereiiieiniiieee e 144

3.2.4.4.4. Ensayos cinéticos de asociacion para la determinacion de la constante de

velocidad de asociacion observada del radioligando...........cccoevvevivceiencnesiereeee 145

3.2.4.4.5. Calculo de la constante de velocidad de asociacion (kon) del radioligando a

partir de datoS A€ Koff Y Kobs «-«eveereererreeieieeieie st eie s etee ettt seeeree e 146

3.2.4.4.6. Cdlculo de la “constante de disociacion cinética” (Kqcin) del radioligando y

lurasidona a partir de datos de Koffyf Kon «eeeeereeeeerieieeiiniieere e 146

3.2.4.4.7. Determinacion de las constantes de velocidad ks y kon de radioligandos a
partir de los valores de constante de velocidad de asociacidn observada (Kops)

[ TeTo E= T G =T | (=] o] o PSSR 147



indice

3.2.4.4.8. Ensayos de competicion cinética para la determinacion de las constantes de

4.

4.1.

velocidad de asociacion (kon, ks) y disociacion (Ko, k) de un ligando

COMPELIAOr NO MAICAUOD .......cuviiieeiiiece ettt e re e e

RESULTADOS ....iiitncneiennsesnssessssssssssssssessssssanees 151

ESTUDIO DE DETERMINANTES ESTRUCTURALES EN EL SITIO DE UNION DEL
RECEPTOR RELEVANTES PARA EL PERFIL DE AFINIDAD Y SELECTIVIDAD DE

ANTIPSICOTICOS SOBRE GPCRS DE SU RECEPTOROMA....cccutteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnnns

4.1.1. Relevancia del residuo en posicion 3.36 para la unién de antipsicéticos

W] 08 R o [ U =To0cT o (0] 0] 4= RSP

4.1.1.1. Unién del radioligando [®H]-ketanserina a los receptores 5-HT2a y 5-

o IPY NS T=T 0 T 1T 0SSR

4.1.1.2. Uni6n del radioligando [®H]-espiperona a los receptores D y D--

(081 TR 1 10 - PSPPSRI

4.1.1.3. Afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores 5-HT2a y 5-HT2a-

S 3.30 Y S itttk e R Rt n e

4.1.2. Relevancia de los residuos en las posiciones 5.43 y 5.46 para la union de

antipsicoticos a GPCRS de SU reCeptorOmMa........ccccvevueeeeiveeiieiieieeie e esve e

4.1.2.1. Uni6n del radioligando [*H]-espiperona a los receptores Dy y D;-

SerS.A3TNISEISABALR ...

4.1.2.2. Uni6n del radioligando [*H]- 8-OH-DPAT a los receptores 5-HT1a y 5-

HT 1A= TRES. 43S ALRS.ABSEE ...t eenenenenenee

4.1.2.3. Afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores D, y D»-

Ser5.43ThI/SEIS.ABAIR ...

4.1.3. Relevancia del residuo en posicion 3.33 para la union de antipsicoticos

a GPCRs diana y antidiana de Su reCeptoroma ..........ccevuvereeeeseeresieseesie e



4.1.3.1. Uni6n del radioligando [®H]-espiperona al receptor Dps-Val3.33Tyr ................. 164

4.1.3.2. Afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores D2 y Do-
V813,33 T YT e 165

4.2. ESTUDIO DE LAS CINETICAS DE INTERACCION LIGANDO-RECEPTOR EN GPCRs:
TIEMPO DE RESIDENCIA DEL ANTIPSICOTICO ATIPICO LURASIDONA EN EL

RECEPTOR DE SEROTONINA S-H T 7. et 169

4.2.1. Afinidad de lurasidona por el receptor 5-HT 7., 169
4.2.2. Determinacion de parametros cinéticos de union del radioligando [*H]-
SB269970 y lurasidona al receptor 5-HT7 ... 170

4.2.2.1. Determinacioén de la constante de velocidad de disociacion del
radioligando [®H]-SB269970 del receptor 5-HT7........cccevvverevceeeeeereceeneeve e, 170

4.2.2.2. Determinacién de la constante de velocidad de asociacion del
radioligando [3H]-SB269970 al receptor 5-HT7......c.coocevviuevercreeeereieceeeee e, 172

4.2.2.3. Determinacién de las constantes de velocidad Koff Y Kon del radioligando
[*H]-SB269970 a partir de valores de constante de velocidad de asociacion

observada (Kobs) Mediante FEGIreSION ........coueruerieierierieriesreseeeaseeseeeeneesiesiesressenseas 173

4.2.2.4. Calculo del valor de la “constante de disociacion cinética” (K cin) del

radioligando [®H]-SB269970 en el receptor 5-HT7 .....c.cvevevevveeeeecreceee e, 174

4.2.2.5. Determinacion de las constantes de velocidad de asociacion (kon) y

disociacion (kofr) de lurasidona en el receptor 5-HT7 .....cccveieviiviiicicciceeecn 175
4.2.2.6. Célculo del tiempo de residencia (tr) de lurasidona en el receptor 5-HT+.......... 177
4.2.2.7. Calculo del valor de la “constante de disociacion cinética” (Kq.cin) de

lurasidona en el receptor 5-HT7......cooviiiiiieiiee s 177

4.3. ESTUDIO DE LAS CINETICAS DE INTERACCION LIGANDO-RECEPTOR EN GPCRs:
RELEVANCIA DEL RESIDUO H15264 EN EL3 PARA LAS CINETICAS DE

ASOCIACION Y DISOCIACION DE [®*H]-ZM241385 AL RECEPTOR DE ADENOSINA



indice

4.3.1. Afinidad de [3H]-ZM241385 por los receptores Azay A2a-His7.29Asn........... 178
4.3.2. Determinacion de parametros cinéticos de unién del radioligando [*H]-
ZM241385 a los receptores Azay A2a-HIS7.29ASN........ccoiiieiiieieicie 179

4.3.2.1. Determinacion de la constante de velocidad de disociacion de [°H]-
ZM241385 de amBDOS rECEPLOTES. ......eiveeiieeiecie st 179

4.3.2.2. Calculo del tiempo de residencia (tr) del radioligando [*H]-ZM241385 en
los receptores Aza Y Aoa—HIST.29ASN ..o 181

4.3.2.3. Determinacioén de la constante de velocidad de asociacion del
radioligando [3H]-ZM241385 al reCEPIOr AoA......ccevevereerrirerreriireieieseissee s 181

4.3.2.4. Determinacién de las constantes de velocidad koff Y kon del radioligando
[*H]-ZM241385 en el receptor Aza-His7.29Asn a partir de valores de
constante de velocidad de asociacion observada (Kobs) mediante regresion ......... 182

4.3.2.5. Calculo del valor de la “constante de disociacion cinética” (K cin) del
radioligando [®H]-ZM241385 en los receptores Az y estimacion de la
constante de velocidad de asociacion (kon) de [°?H]-ZM241385 al receptor

Aoa-His7.29Asn a partir de datos experimentales de Kq en el equilibrio y

5. DISCUSION Y CONCLUSIONES.....cccocevueesresreressesnsens 187

5.1. ESTUDIO DE DETERMINANTES ESTRUCTURALES EN EL SITIO DE UNION DEL
RECEPTOR RELEVANTES PARA EL PERFIL DE AFINIDAD Y SELECTIVIDAD DE

ANTIPSICOTICOS SOBRE GPCRS DE SU RECEPTOROMA . ..cccvtteeteeeeeeeeeeeeeeseeeeseeennnnnnnns 189

5.1.1. Relevancia del residuo en posicion 3.36 para la union de antipsicoticos
a GPCRS de SU FeCePLONOMIA .....ccuvieiieiiieeiie sttt ee ettt aeennae s 189
5.1.2. Relevancia de los residuos en las posiciones 5.43 y 5.46 para la union de
antipsicoticos a GPCRS de SU reCePtOrOMA ........ccvevveiverierieniieieieienie e 194
5.1.3. Relevancia del residuo en posicion 3.33 para la union de antipsicoticos

a GPCRs diana y antidiana de Su reCeptoroma ..........ccovvveruerernieeriesee e seesneene 201



indice

5.2. ESTUDIO DE LAS CINETICAS DE INTERACCION LIGANDO-RECEPTOR EN GPCRS:
TIEMPO DE RESIDENCIA DEL ANTIPSICOTICO ATIPICO LURASIDONA EN EL

RECEPTOR DE SEROTONINA 5-HT 7. .iiiiiiiiiicii e

5.3. ESTUDIO DE LAS CINETICAS DE INTERACCION LIGANDO-RECEPTOR EN GPCRS:
RELEVANCIA DEL RESIDUO H15264 EN EL3 PARA LAS CINETICAS DE

ASOCIACION Y DISOCIACION DE [*H]-ZM241385 AL RECEPTOR DE ADENOSINA

6. BIBLIOGRAFIA .......coectrererrrrnrnressessesnsssssssesssssessssssessens 223






indice de Figuras

INDICE DE FIGURAS

Fig. 1. Estructura quimica de haloperidol, una butirofenona......................... 15
Fig. 2. Estructura quimica de [urasidona. ...........cccoeiriniinenennncseeee, 24
Fig. 3. Resumen de los ensayos clinicos con lurasidona para el tratamiento de

0 U740 1<) 0T VSR 28
Fig. 4. Estructura de la rodopsina bovina, con los 3 bucles extracelulares (E-I,

E-1l 'y E-IlI), el extremo N-terminal (extracelular), los 3 bucles
citoplasmaticos (C-I, C-lI, C-lll) y el extremo C-terminal

(CItOPIASMALICO). . .eevviiieiri e 32
Fig. 5. Representacion de la relacion filogenética entre los GPCRs del genoma
humano (Fredriksson y col., 2003)..........cccovrerieiiienene e 34
Fig. 6. Representacion de la relacion filogenética entre los GPCRs de los
grupos o y B de la familia rodopsina del genoma humano................. 35
Fig. 7. Ciclo de vida de un GPCR.....cccccceiiiiiiie e 37
Fig. 8. Ejemplos de receptores heteromericos y heteromeros receptoriales. . 39
Fig. 9. Cambios conformacionales en TM6 tras la activacion del receptor B2-
Y0 1= 0T oo T SRS 43
Fig. 10.  Selectividad funcional de ligandos de GPCRS. ..........ccccccevvvevirivennenn, 45

Fig. 11.  Representacion esquematica del fendémeno de modulacion
[0S ] oF: TS 46

Fig. 12.  Modelo del receptor 5-HT.a humano unido a su antagonista selectivo

ketanserina (Dezi y col., 2007) ........ccciieiieeieiiece e 49
Fig. 13.  Gréfica que representa las principales vias de sefalizacion del receptor
S H T 7. e 55
Fig. 14.  Estructura quimica de ZM241385. .........cccccoveviiieieee e, 60

Fig.15. Modelo de la estructura del receptor de adenosina Aoa-T4L-AC
cristalizado por Jaakola y col., (2008)........c..cccceevveviiiiieiiccie e 61
Fig. 16.  Sitio de union de del receptor de adenosina Aza-T4L-AC uniendo el
[1gaNd0 ZM241L385. ......coiiiieieiee e 62

Fig. 17.  Areas, variabilidad y cambios conformacionales de los GPCREs........ 67



indice de Figuras

Fig. 18.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Representacion de los sitios de unién de los receptores de adenosina
Aza (A, izquierda, codigo PDB 3EML) y de histamina H; (B, derecha,
COAIGO PDB 2RHL) ..ot 69
Distintas configuraciones debidas a cambios conformacionales en el
proceso de activacion de GPCRs caracterizadas
Cristalograficamente............coov e 70
Mecanismos cinéticos de unién ligando-receptor y definiciones
matematicas de constantes para los modelos A (mecanismo de un solo
paso), B (mecanismo de tipo ajuste-inducido) y C (equilibrio
conformacional)...........ccveiieiicc s 76
Valores observados experimentalmente de la constante de asociacion
observada (kobs; constante de pseudoprimer orden) en funcién de la
concentracion del ligando (inhibitor) y del mecanismo de union al
reCceptor (A, B 0 C). ittt 77
Modelo de representacion de los resultados de un ensayo de
competicion cinético de doS PUNLOS.........ccccereeereerereresieeeeee e 83
Estructura quimica de la clozapina (dibenzodiazepina) y de la
olanzapina (tienobenzodiazeping). ............cvvveveeieeieaieesicieereeseinnns 87
Superposicion de los modelos por homologia de los 14 GPCRs
modelizados en el trabajo de Selent y col., (2008)...........cccevvvrrnnne. 90
Representacion de zonas y posiciones homdlogas identificadas en el
estudio de Selent y col. (2008) en el sitio de union entre los receptores
MOUEHZAAODS. ... e 91
La grafica resume los valores de afinidad (pKi) de olanzapina y
clozapina por los distintos receptores con Cys o Ser en posicion 3.36
(grupos C3.36 y S3.36, reSpectivamente).........ccccevveevveeieeveeciveesinens 93
Se representa un complejo clozapina-receptor 5-HT2a (a) y un complejo
clozapina-receptor D2 (10)......ccoereiririireieee e 94
Diferencias de pK; (olanzapina — clozapina) (= DE) y secuencias de los
receptores considerados en los trabajos de Selent y col. (2008, 2014),

tras su asignacién a grupos en base a dichas diferencias.................... 97



indice de Figuras

Fig. 29.  Ejemplo de modelizacion de las interacciones entre un receptor del
grupo 1 y clozapina y olanzapina realizado por Selent y col.,
(2008). ..ot ns 99
Fig. 30.  Representacion del sitio de union del receptor de histamina Hi en
complejo con doxepina realizada a partir de los datos de cristalizacion
aportados por Shimamura y col. (2011). ....cccovvveviiienenecee e 103
Fig. 31.  Representacion de modelos del sitio de union de los receptores Hiy My
en complejo con el antipsicético atipico lurasidona, indicandose los
aminoacidos que establecen interacciones con el farmaco, segin se
describen por Ichikawa y col. (2012). .......ccceoiviiiiiiiiiiiceeeeee, 104
Fig. 32.  Posicién e interacciones del ligando ZM241385 con el receptor de
adenosina A2a humano en la estructura cristalografica 3EML (codigo
PDB) del COMPIEJO. ..ottt 111
Fig. 33.  Representacion bidimensional del complejo receptor Aza:ZM241385
donde se detallan las interacciones del ligando con residuos del receptor
segun se determinaron en el estudio de cristalizacion de Jaakola y col.
(2008).. ..vveveereieeiete sttt ettt st E e e a e e ene bt reneeras 113
Fig. 34.  Representacion de la interaccion entre Glu5.30 en EL2 de los receptores
Aza'y Azg con el aminoacido en posicion 7.29 en EL3 (His264 en Aza,
Asn266 en Azg), de acuerdo con los modelos de Rodriguez y col. para
los dos receptores (tomado de Rodriguez y col., 2011).................... 115
Fig. 35.  Validaciéon de una preparacion de membranas HEK-5-HT7 mediante
ensayos de saturacion con el radioligando [®*H]-SB269970. ............ 137
Fig. 36.  Determinacion de la afinidad de [®H]-ketanserina por los receptores 5-
HT2a no mutado y 5-HT2a-Ser3.36Cys mediante ensayos de union de
[*H]-ketanserina de SatUraCion. ...........cccceveeeeveveruereeeerereseesssiesenens 154
Fig. 37.  Determinacion de la afinidad de los antipsicéticos clozapina y
olanzapina por los receptores 5-HT2a y 5-HT2a-Ser3.36Cys mediante
ensayos de union de radioligandos de competicion utilizando [3H]-
KELANSEIINGL 1..veveeeeeeiie ettt e e e e enaenne s 157
Fig. 38.  Determinacion de la afinidad de N-desmetil-clozapina y serotonina por
los receptores 5-HT2a y 5-HT24-Ser3.36Cys mediante ensayos de union
de radioligandos de competicion utilizando [*H]-ketanserina.......... 158



indice de Figuras

Fig. 39.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Determinacion de la afinidad de [*H]-espiperona por los receptores Das
no mutado y D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala mediante ensayos de union de
[*H]-espiperona de SaturaCion. ...........ccceveuerrecueriererereseesseiesenns 161
Determinacion de la afinidad de los antipsicoticos clozapina y
olanzapina por los receptores Das y Da2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala
mediante ensayos de unién de radioligandos de competicién utilizando
PPHI-ESPIPEIONA. ..ottt 163
Determinacion de la afinidad de [*H]-espiperona por el receptor Das-
Val3.33Tyr mediante ensayos de union de [°H]-espiperona de
7 LU = Tox o] TR PRSP 165
Determinacion de la afinidad de clozapina y olanzapina por los
receptores Dazs y Das-Val3.33Tyr mediante ensayos de union de
radioligandos de competicion utilizando [*H]-espiperona. .............. 167
Determinacion de la afinidad de lurasidona por el receptor 5-HT-
mediante ensayos de union de radioligandos de competicion en el
equilibrio utilizando [3H]-SB269970.. .......ccceceeevrvemerrieeerceerereenna. 170
Determinacion de la constante de velocidad de disociacion (koff) del
radioligando [3H]-SB269970 del receptor 5-HT7 mediante ensayos
CINELICOS de diSOCIACION. .....eeviviiier et sre et eee e sre e e e e e 171
Determinacion de la constante de velocidad de asociacion (kon) del
radioligando [*H]-SB269970 al receptor 5-HT7 mediante ensayos
CINELICOS € aSOCIACION.. ...cvvevviieiie ittt erie e e 173
Representacion del valor de kobs obtenido en distintos experimentos de
asociacion (n = 9) realizados en el receptor 5-HT7; con varias
concentraciones del radioligando [3H]-SB269970 y determinacion de
105 valOres de Kon Y Koffe. ceveveereeierienieniisiesiceeeieiee e, 174
Determinacion de las constantes de velocidad de asociacion y
disociacion de lurasidona en el receptor 5-HT7 mediante ensayos de
competicion cinética con [3H]-SB269970. ..........cccccoevrverervrerrnecnnnn. 176
Determinacion de la constante de disociacion en el equilibrio del
radioligando [3H]-ZM241385 en los receptores Aza Y Aza-His7.29Asn

mediante ensayos de unién de radioligando de saturacion............... 179



indice de Figuras

Fig. 49.  Determinacién de la constante de velocidad de disociacion (ko) del
radioligando [*H]-ZM241385 de los receptores Aza no mutado y Asa-
His7.29Asn mediante ensayos cinéticos de disociacion................... 180

Fig. 50.  Determinacion de la constante de velocidad de asociacion (kon) del
radioligando [3H]-ZM241385 en el receptor Aza mediante ensayos
CINELICOS e aSOCIACION. ...cvvevveieie e 182

Fig.51.  Determinacion de los valores de kon Yy kot mediante regresion, a partir
de los valores de kobs Obtenidos en experimentos de asociacion con el
receptor Aza-His7.29Asn realizados con cuatro concentraciones del
radioligando [PH]-ZM241385..........c.ccceevveererieeecieeee e 183

Fig. 52.  Estructura quimica de los ligandos usados en este apartado del trabajo:
clozapina (dibenzodiazepina), olanzapina (tienobenzodiazepina),
serotonina y N-desmetilclozapina. ........ccocoovveiiieneninineiee 191

Fig. 53.  Acoplamiento de clozapina y olanzapina en el sitio de unién ortostérico
(0L I 10T o1 (0] g D O S SO ST TRPRORPSIR 197

Fig. 54.  Representacion de las interacciones de clozapina (A, C) y olanzapina

(B, D) con residuos del sitio de union de los receptores D2s no mutado

(A, B) y D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala (C, D). ooovevveieienniiiiiieienn, 199
Fig.55.  Modelizacion de los complejos de clozapina (A) y olanzapina (B) con
1 TECEPION 5-HT 1A . toviiieiiie ittt et 200

Fig.56.  A) Modelo del receptor D2 en complejo con clozapina basado en la
reciente estructura cristalografica del receptor Ds, mostrando la
mutacion Val3.33Tyr. B) Representacion del reordenamiento de
Tyr3.33 en el receptor D»-Val3.33Tyr predicho por el modelo. ...... 204

Fig.57.  A) Representacién de la estructura cristalografica del receptor Hy en
complejo con doxepina, donde se aprecia la interaccion del residuo
Tyr3.33 con el sistema triciclico del ligando (Shimamura y col., 2011).
B) Acoplamiento del ligando doxepina en el modelo del receptor Hi
basado en la estructura cristalografica del complejo descrita por
Shimamura y Col. (2011). ....oovvieiiiiiiiieeeeee e 205






indice de Tablas

INDICE DE TABLAS

Tablal. Perfiles de afinidad por distintos receptores de lurasidona y otros

aNtipSICOLICOS ALIPICOS. ...c.vevvviiiieiicie e s 25
Tabla 2. Estructuras de GPCRs determinadas mediante cristalizacion. .............. 65

Tabla 3. Distintos estados de activacion caracterizados en las distintas estructuras
cristalograficas de GPCRS. .......cccccieiiiie e 71

Tabla4. Caracteristicas de los GPCRs modelizados en el trabajo de Selent y col.,
2008. ...ttt et nr s 89

Tabla5. Secuencia de aminoacidos de distintos GPCRs del receptoroma de los

ANEIPSICOLICOS. ...vveieiie et sre e 101

Tabla 6. Valores de afinidad (Ki) de clozapina y olanzapina por los receptores 5-
HT2a, D2y Hi humanos, asi como de otras eSpecies.............cccvevvnne.n. 102

Tabla7. Construcciones, secuencias de cebadores y enzimas de restriccion
utilizadas para la generacion de receptores mutados mediante

MULAGENESIS AIMTGITA. .evvivriveieerieiiierieeee e e 126

Tabla 8. Continuacién de la tabla 7 de construcciones, secuencias de cebadores y
enzimas de restriccion utilizadas para la generacion de receptores

mutados mediante mutagénesis dirigida. ..........cccceeeevreieiieiecieseennn, 127

Tabla 9. Valores de la constante de disociacion en el equilibrio (K;) (nM) y de pK;
de distintos ligandos obtenidos en ensayos de union de radioligandos de

competicion frente a [PH]-KetanSering.. ...........ccovvvvvveveeeeeeveeesseeeennns 159

Tabla 10. Valores de la constante de disociacion en el equilibrio (Ki) (nM) y de pK;
de clozapina y olanzapina obtenidos en ensayos de union de
radioligandos de competicion frente a [*H]-espiperona. ..................... 164

Tabla 11. Valores de la constante de disociacion en el equilibrio (Ki) (nM) y de pK;
de clozapina y olanzapina obtenidos en ensayos de union de

radioligandos de competicion frente a [3H]-espiperona. ..................... 168

Tabla 12. Valores de la constante de disociacion en el equilibrio (Kq) y de la

“constante de disociacion cinética” (Kacin) del radioligando [3H]-



Indice de Tablas

Tabla 13.

SB269970 en el receptor 5-HT7 obtenidos en este estudio y recogidos en
R ] (=T LU - VOSSP 175

Resumen de los valores de las constantes calculadas en los ensayos
realizados con los receptores de adenosina Aa Nno mutado y Aoa-
HIST.29ASN. ..ttt 185



Lista de abreviaturas

LISTA DE ABREVIATURAS

[nM] concentracion (nM)

°C grados Celsius

AG energia libre de Gibbs (incremento)

°K grados Kelvin

ox receptor adrenérgico o subtipos: 1a, 24, 28 0 2C
Bx receptor B-adrenérgico subtipos: 1,203

ug microgramo

UM micromolar

3H tritio

5-CT 5-carboxamidotriptamina

5-HT 5-hidroxitriptamina, serotonina

5-HTP 5-hidroxitriptéfano

5-HTx receptor de serotonina 5-HT subtipo x:1a,18, 1D, 2A, 2B, 2¢, 3, 4,5A, 6 y 7

8-OH-DPAT 7-(dipropilamino)-5,6,7,8-tetrahidro-1-naftalenol

A Angstrom

AA acido araquidonico

AC adenilato ciclasa

ADA adenosina deaminasa

ADN acido desoxirribonucleico

ADNCc acido desoxirribonucleico copia

AEMPS Agencia espafiola de medicamentos y productos sanitarios
Akt proteina cinasa B

Ala alanina

AMP adenosin-5'-monofosfato

AMPA acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxiazolpropiénico

AMPc adenosin monofosfato 3°,5’ ciclico



Lista de abreviaturas

ANOVA
Arg
ARNmM
AS-19
Asn

Asp

AT,
ATCC

ATP
ATV

BDNF

BES
Bmax
BSA
CBx
CDC42

CHO-K1
Ci
cpm

CREB

Cys
DAG
DE
DMEM

andlisis de la varianza

arginina

acido ribonucleico mensajero
(2S)-(+)-5-(1,3,5-trimetilpirazol-4-il)-2-(dimetilamino)tetralina
asparagina

aspartico

receptor AT de angiotensina Il

coleccion americana de cultivos tipo (American Type Culture
Collection)

adenosin-5'-trifosfato
area tegmental ventral
receptor de adenosina Aza subtipos x: 1,24, 28y 3

factor neurotréfico derivado de cerebro (Brain Derived
Neurotrophic Factor)

acido N,N-bis(2-hidroxietil)2-aminoetanosulfénico
densidad méxima de sitios de union

albumina de suero bovino (Bovine Serum Albumin)
receptor canabinoide subtipo x: 1-2

homologo de la proteina de control de division celular 42 (Cell
Division Control protein 42 homolog)

linea celular de ovario de hamster chino (Chinese Hamster Ovary)
curio
cuentas por minuto

elemento de respuesta a AMPc (CAMP Response Element-Binding
protein)

cisteina
diacilglicerol
desviacién estandar

medio de cultivo celular Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium



DMEM/F-12

DMSO
DMSZ

DOI

DOM

dpm
Dx
ECso
EDTA
EE
EEM
egr-2
EGTA

EL
EMA

Emax

ERK

FBS
FRET

FSH
FST

Lista de abreviaturas

medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-
12 Ham

dimetilsulféxido

coleccién alemana de microorganismos y cultivos celulares
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH)

(€3] 2,5-dimetoxi-4-yodoanfetamina,
yodofenil)-2-aminopropano

1-(2,5-dimetoxi-4-

(®) 2,5-dimetoxi-4-metilanfetamina
metilfenil)-2-aminopropano

1-(2,5-dimetoxi-4-

desintegraciones por minuto

receptor de dopamina D subtipo x: 1,2, 3,4y 5

concentracion eficaz 50

acido etilendiaminotetraacético (ethylenediaminetetraacetic acid)
error estandar

error estandar de la media

factor de transcripcion early growth response 2

acido etilenglicol-bis(2-aminoetileter)-N,N,N’,N'-tetraacético
(ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N', N'-tetraacetic
acid)

bucle extracelular (Extracellular Loop)
Agencia Europea del Medicamento
efecto maximo

cinasas reguladas por sefiales extracelulares (Extracellular Signal-
Regulated Kinases)

suero bovino fetal (Fetal Bovine Serum)

transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
(Fluorescence Resonance Energy Transfer) o transferencia de
energia de resonancia de Forster (FOrster resonance energy
transfer)

hormona estimulante del foliculo

test de natacién forzada



Lista de abreviaturas

GABA
GDP
GIRK

GIn
Glu
Glu169

Glu169°>%

Glu5.30

Gly
GM1
GPCRDB

GPCRs

GRK

GSK3
GTP
GTPasa
GWAS

Gx

gramo
acido y amino-butirico
guanosina-5'-difosfato

canales de potasio de rectificacion de entrada regulados por
proteinas G (G protein-coupled Inwardly-Rectifying Potassium
channels)

glutamina
glutdmico

Se ejemplifica un codigo de posicion de aminoacidos. Se indica la
posicion del aminoacido Glu en la secuencia de aminoécidos de
una proteina

Se ejemplifica un cédigo de posicion de aminoacidos. Se indica la
posicion del aminoécido Glu en la secuencia de aminoacidos de
una proteina y la posicion de acuerdo con el nimero de Ballesteros
y Weinstein (1995)

Para indicar la posicion de un aminoacido se hace uso preferente
de la nomenclatura propuesta por Ballesteros y Weinstein (1995).
El primer digito indica el segmento transmembrana y el segundo
nimero (separado por un punto) la posicién en el segmento con
respecto al aminoacido mas conservado.

glicina
gangliésido GM1. Monosialotetrahexosilgangliosido.

base de datos de receptores acoplados a proteinas G (ver Isberg y
col., 2014)

receptores acoplados a proteinas G (G Protein-Coupled
Receptors)

cinasas de receptores acoplados a proteina G (G protein-coupled
Receptor Kinases)

glucdgeno sintasa cinasa 3
guanosina-5'-trifosfato
guanosina-5'-trifosfatasa

Estudio de asociacion de genoma completo (Genome-Wide
Association Study)

Proteina G (heterotrimero) tipos x: s, ifo, qy 12



h
H,
HEK293

HEK-5-HT>

Hela229
HelLa-Aza
HEPES
His

HTS

Hx

ICs0

IL

Ile

IL-1p

IP3

IPs
JAK/STAT

kq

ko

ks

Lista de abreviaturas

hora
Hipotesis nula

celulas embrionarias de rifion humano 293 (Human Embryonic
Kidney 293)

linea HEK293 que expresa de forma estable el receptor 5-HT~
humano

linea de células epiteliales de adenocarcinoma de cérvix humanas.
linea HeLa que expresa de forma estable el receptor Aza

acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil]-etanosulfénico

histidina

métodos de cribado de alto rendimiento (High-Throughput
Screening)

receptor histaminérgico subtipo X: 1,2, 3y 4

concentracion inhibitoria del 50% de la union o de la respuesta
bucle intracelular

isoleucina

interleucina 1f3

inositol 1,4,5-trifosfato

inositoles fosfato

cinasa Janus/transductor de sefial y activador de la transcripcién
(Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription)

constante de velocidad de asociacion del radioligando en el
modelo de competicion cinética de Motulsky y Mahan (1983). En
los modelos de mecanismos cinéticos de unién ligando-receptor
(Tummino y Copeland, 2008) su significado depende del
mecanismo concreto.

constante de velocidad de disociacion del radioligando en el
modelo de competicion cinética de Motulsky y Mahan (1983). En
los modelos de mecanismos cinéticos de union ligando-receptor
(Tummino y Copeland, 2008) su significado depende del
mecanismo concreto.

constante de velocidad de asociacion del ligando competidor en el
modelo de competicion cinética de Motulsky y Mahan (1983). En
los modelos de mecanismos cinéticos de unidn ligando-receptor



Lista de abreviaturas

Ky
Kd,cin

Ki
kobs

koff

kon

LB
L-DOPA
Leu

LH
LP-211
LSD

Lys

MAPK
MEM
Met
mg
mGlu;
mGlus

MIC

(Tummino y Copeland, 2008) su significado depende del
mecanismo concreto.

constante de velocidad de disociacion del ligando competidor en
el modelo de competicion cinética de Motulsky y Mahan (1983).
En los modelos de mecanismos cinéticos de union ligando-
receptor (Tummino y Copeland, 2008) su significado depende del
mecanismo concreto.

constante de disociacion en el equilibrio

constante de disociacion “cinética”. Calculada a partir de
constantes de union cinéticas

constante de disociacion en el equilibrio

constante de velocidad de asociacion observada

constante de velocidad de disociacion

constante de velocidad de asociacion

litro

medio de cultivo bacteriano lisogénico (Lysogeny Broth)
L-3,4-dihidroxifenilalanina

leucina

hormona luteinizante
N-(4-cianofenilmetil)-4-(2-difenil)-1-piperazinohexanamida
dietilamida de acido lisérgico (Lysergic Acid Diethylamide)
lisina

molar

cinasa activada por mitogeno (Mitogen-Activated Protein Kinase)
medio Minimum Essential Medium

metionina

miligramo

receptor metabotrépico de glutamato mGlu;

receptor metabotropico de glutamato mGlus

concentracion minima inhibitoria



Lista de abreviaturas

min minuto

mL mililitro

mm milimetro

mM milimolar

Mx receptor de acetilcolina muscarinico M subtipo x:1,2,3,405.
NCS-1 sensor de calcio neuronal 1

NECA 5"-N-etilcarboxamidoadenosina

NECAB?2 proteina de union de calcio neuronal 2. (N-terminal EF-hand

calcium binding protein 2)

NGF factor de crecimiento nervioso (Nerve Growth Factor)

NH coeficiente de Hill

nm nanémetro

nM nanomolar

NMDA N-metil-D-aspartato, agonista especifico de los receptores

heteroméricos ionotropicos de NMDA de glutamato (subunidades
GIuNX: 1, 2A, 2B, 2C, 2D, 3Ay 3B)

NOR test de reconocimiento de objetos nuevos

NRG1 neurregulina 1

PBS tampon de fosfato salino (Phosphate Buffered Saline)

PCP fenciclidina

PCR reaccién en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

pdH enlace mediante puente de hidrégeno

PDB Base de datos de proteinas. Protein Data Bank. Berman y col.
(2000).

PDB ID cadigo identificador de proteina en Protein Data Bank

PDE fosfodiesterasa

PDZ Dominio PDZ, implicado en sefializacion celular y presente en

proteinas como la proteina de densidad postsinaptica PSD95 (Post
Synaptic Density Protein 95), la proteina supresora de tumores en
Drosophila DIgA (Drosophila disc large tumor suppressor), y la



Lista de abreviaturas

PEI
Phe
pICso

PIP,
PKA
PKC
PKi
PKPD

PLA:
PLC-B
PLD
pM
PPI
Pro

PSD95

RGS

rpm

RSK2

S
SAR
SB269970

Ser

SERT

proteina zonula occludens-1, zo-1 (zonula occludens-1 protein).
El acronimo combina las iniciales de estas tres proteinas.

polietileneimina
fenilalanina

-log de la concentracién inhibitoria del 50% de la union o de la
respuesta

fosfatidilinositol-4,5-bifosfato

proteina cinasa A

proteina cinasa C

-log de la constante de disociacion en el equilibrio

Integracion farmacocinética-farmacodinamica (farmacologia
cuantitativa)

fosfolipasa A2

fosfolipasa C-8
fosfolipasa D

picomolar

test de inhibicion prepulso
prolina

proteina de densidad postsinaptica PSD95 (Post Synaptic Density
protein 95)

proteinas reguladoras de la sefializacion de proteina G (Regulators
of G protein Signaling)

revoluciones por minuto

cinasa de la proteina ribosémica S6 de la subfamilia p90 subtipo
2

segundo
relacion estructura-actividad (Structure-Activity Relationship)

2R-1-[(3-hidroxifenil)sulfonil]-2-[2-(4-metil-1-
piperidinil)etil]pirrolidina

serina

transportador de serotonina (Serotonin Transporter)



SKR
SNC
SNP

TDM
TGF-B

Thr
™
TMDD

tr

Tris

Trp

TST

Tyr

U

UK 432097

Val

VIH

WT

Xg
ZM241385

Lista de abreviaturas

estudios de relacion cinético-estructurales
sistema nervioso central

sistema nervioso periférico

tiempo

trastorno depresivo mayor

factor de crecimiento transformante-f (Transforming Growth
Factor-p5)

treonina
dominio transmembrana (Transmembrane Domain)

Modelo farmacocinético de disposicion de farmaco mediada por
diana (Target-Mediated Drug Disposition)

tiempo de residencia

tris(hidroximetil)aminometano

triptofano

test de suspensién de cola

tirosina

unidad
(2-(3-[1-(piridin-2-il)piperidin-4-ilJureido)etil-6-N-(2,2-
difeniletil)-5'-N-etilcarboxamidoadenosina-2-carboxamida)
valina

virus de inmunodeficiencia humano

no mutado, nativo (wild-type)

unidad relativa de medida de aceleracion

4-(2-((7-amino-2-(furan-2-il)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]-
[1,3,5]triazin-5-il)amino)etil)fenol






1. INTRODUCCION







Introduccion

1.1. PATOLOGIA Y TERAPEUTICA DE LA ESQUIZOFRENIA

1.1.1. Introduccion: etiopatologia de la esquizofrenia

Se entiende por psicosis “cada uno de los trastornos de la vida psiquica
caracterizados por una ruptura de la continuidad de sentido biografico, una alteracion grave
de la capacidad de enjuiciar la realidad o la aparicion de sintomas clinicos como
alucinaciones, delirios o trastornos de conciencia” (Diccionario RANM, 2012). La psicosis
es un sindrome, un conjunto de signos y sintomas que pueden asociarse a muchos trastornos
psiquiatricos diferentes y no constituyen un trastorno especifico en clasificaciones de
enfermedades. Entre un numero de trastornos que requieren la presencia de psicosis como
aspecto determinante de su diagndstico se encuentran la esquizofrenia. La psicosis puede
estar presente en otras enfermedades, aun sin ser determinante para su diagnéstico, como la

mania, la depresion, diversos trastornos cognitivos y en Alzheimer (Stahl, 2002).

Se define la esquizofrenia [skhizo- gr. ‘dividir’ + phren(0)- gr. ‘mente’ + -ia gr.];
(acunado 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 si misma. El enfermo cree que sus pensamientos,
sentimientos y actos mas intimos 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).

1.1.1.1. Epidemiologia, cuadro clinico y diagnostico de la esquizofrenia

Se estima que la prevalencia es de alrededor de un 0.4 a un 1%. La tasa de incidencia
anual se sitda 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 afios de edad y suele ser anterior en varones. Las
manifestaciones clinicas no incluyen ninguna que sea caracteristica 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, maniacas y depresivas; alteraciones de la conducta
como comportamiento extravagante y alteraciones psicomotoras como agitacion o estupor
catatonico y estereotipias y manierismos, o agresividad sin previo aviso. Mas de la mitad de
los pacientes presentan signos neurolégicos menores como alteraciones de la coordinacion
motora y el equilibrio (Rubio Valladolid, 2015).

Se denominan sintomas positivos a las alucinaciones, las ideas delirantes, las
conductas extrafias y los trastornos formales del pensamiento. Como sintomas negativos se
clasifican el aplanamiento afectivo, la alogia, la abulia y apatia, la anhedonia, la asocialidad
y las alteraciones de la atencién (Crespo y col., 2007). Los sintomas cognitivos engloban
disfunciones en atencion, el aprendizaje, la memoria, la concentracién o el pensamiento

abstracto.

Se distinguen determinados subtipos clinicos de la enfermedad como la
esquizofrenia paranoide con delirios estructurados y mejor prondstico; la hebefrenia, en la
que predominan ideas delirantes, alteraciones formales del pensamiento y afectividad
inapropiada; la catatdnica, con presencia de trastornos psicomotores graves. Otros subtipos
son la esquizofrenia indiferenciada, la residual y la simple. Es importante el diagnostico
diferencial de la esquizofrenia con respecto a trastornos psicoticos secundarios a una
enfermedad médica, trastornos del estado de animo (depresion y mania), el trastorno
esquizoafectivo, el trastorno psicético agudo y el esquizofreniforme, trastornos de la

personalidad (esquizotipico, paranoide, limite) o cronicos por ideas delirantes (paranoia).

En el curso de la enfermedad tipicamente se aprecia una fase prodromica en la que
aparecen aislamiento social, cambios en el comportamiento, alteraciones del pensamiento
leves o afectividad inadecuada, una fase psicética 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 sintomatologia negativa.
Mas de la mitad de los pacientes tienen mal pronostico. Son factores de comorbilidad el
consumo de sustancias de abuso y la depresion (Lieberman y col., 2001; Perkins y col.,
2008; Tandon y col., 2009).

También se distingue (modelo dicotomico de Crow) un tipo |, caracterizado por un
inicio agudo, con predominio de sintomas positivos, con buen prondstico y buena respuesta
a neurolépticos debido a que predominan las alteraciones de la neurotransmision de
dopamina. El tipo Il se presenta con un inicio crdnico, y en el predomina la sintomatologia
negativa. La respuesta a neurolépticos mala. Es un tipo que se asocia con alteraciones

estructurales cerebrales y pérdidas neuronales (Cuesta y col., 2007).
1.1.1.2. Etiopatogenia de la esquizofrenia

1.1.1.2.1. Genética

Los estudios convencionales para determinar genes de susceptibilidad a la
esquizofrenia son estudios de asociacion (estudios con una estructura basica de estudio de
casos Yy controles genético), ademas de los estudios clasicos de ligamiento de la transmision
de marcador y padecimiento de la enfermedad (Fafiands y col., 2007). Respecto a la
metodologia de estos estudios destacar que se han desarrollado en los Gltimos afios los
Ilamados estudios GWAS (Genome-Wide Association Study), proyectos de asociacion a
escala gendmica realizando genotipados mediante microarrays (Dopazo, 2012). Algunos
ejemplos de estudios GWAS publicados son Aberg y col. (2013) y Lencz y col. (2013); este
altimo encuentra a NDST3, un gen que codifica una proteina implicada en el metabolismo
de heparan 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
NRGL1 (de neurregulina 1), el gen DTNBP (disbindina), el gen BDNF (factor neurotrofico
derivado del cerebro), el gen DISC1 (implicado en el desarrollo neuronal) o el gen AKT1
(codifica la serina/treonina cinasa proteina cinasa B, proteina implicada en transmisién

sinaptica y plasticidad neuronal) (Bernardo y Vioque, 2015).
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1.1.1.2.2. Hallazgos neuropatologicos y de neuroimagen*

Los estudios mediante de técnicas de neuroimagen estructural y funcional indican
que en pacientes con esquizofrenia hay una dilatacion de los ventriculos laterales y del tercer
ventriculo, una reduccién global del volumen de sustancia gris cerebral, especialmente en
los lobulos temporales y en el l6bulo frontal izquierdo (atrofia cortical global con
predominio prefrontal) y también una reduccién del volumen del tdlamo, amigdala e
hipocampo (Padin, 2007; Bernardo y Vioque, 2015). Las anomalias estructurales descritas

no son especificas ni diagnosticas (Bernardo y Vioque, 2015).

1.1.1.2.3. La explicacion etioldgica clasica: la implicacion de la

dopamina

Respecto al sistema dopaminérgico se pueden considerar cuatro vias como

relevantes para comprender la fisiopatologia de la esquizofrenia:

e Via 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 area
tegmental ventral. Tiene origen en el grupo neuronal A10 de neuronas
mesencefalicas. Continta discutiéndose su participacion en los sintomas negativos
y en ciertos sintomas cognitivos de la esquizofrenia. La hipofuncién dopaminérgica
que se observa en esquizofrenia en esta via podria ser primaria o secundaria a otras
alteraciones.

e Via mesolimbica. Se proyecta también desde los cuerpos celulares dopaminérgicos
del area tegmental ventral hacia ciertos nucleos como el nicleo accumbens, nicleos
de la estria terminal, la amigdala, el tubérculo olfatorio, nucleos septales laterales y
areas limbicas del estriado y otros de la region limbica. También tiene origen en el
grupo neuronal A10 de neuronas mesencefalicas. Se propone que la hiperactividad
de esta via es causa de los sintomas positivos de la esquizofrenia tales como
alucinaciones, delirios y conductas emocionales.

e Via nigroestriada. Envia proyecciones desde la sustancia negra hacia el cuerpo
estriado (caudado y putamen). Conlleva activacién de las neuronas con receptores

D; acoplados a Gs (circuito directo) e inhibicion de las neuronas con receptores D>
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acoplados a G;j (circuito indirecto) del nucleo caudado. El antagonismo D2 en esta
via se asocia a bradicinesia iatrogénica.

e Via tuberoinfundibular. Los cuerpos celulares se encuentran en el nlcleo arqueado
y en el area periventricular del hipotdlamo y envian proyecciones hacia el
infundibulo y la hipofisis anterior controlando la liberacion de hormonas tales como
la prolactina (control pulsatil). Su bloqueo en el tratamiento con antipsicoticos

origina las reacciones adversas ginecomastia y galactorrea.

Existen varios subtipos de receptores dopaminérgicos: los receptores D1 y Ds
(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 region limbica (Kapur y Remington, 1996).
Se ha descrito que en la esquizofrenia hay alteraciones en los niveles de expresion de los
receptores D1 (disminucion en cortex), 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 alteracion en esquizofrenia son de las mas evidentes (Harrison, 1999). Se
sugiere que el conjunto de evidencias obtenidas mediante estudios de neuroimagen indican

una alteracion del sistema dopaminérgico a nivel presinaptico (Ginovart y Kapur, 2012).

Segun la hipotesis dopaminérgica de etiopatologia de la esquizofrenia, en esta
subyace una hiperfuncién dopaminérgica en la via mesolimbica (aparicion de sintomas
positivos) y en una hipofuncion de las proyecciones dopaminérgicas mesocorticales a la
corteza prefrontal causante de los sintomas negativos y cognitivos. Se habla de la existencia
de una desconexion cortico-subcortical primaria (Bertolino y col., 2000). Los farmacos
antipsicdticos normalizarian la neurotransmisién mesolimbica mediante el bloqueo de la

sefializacion dopaminérgica D».

La primera hipédtesis (Meltzer y Stahl, 1976) s6lo se referia a la relacion de la
hiperactividad dopaminérgica con los sintomas positivos. La llamada hipotesis
dopaminérgica “revisada” incorpora ademas la hipofuncion dopaminérgica de las
proyecciones mesocorticales a la corteza prefrontal como causa de los sintomas negativos
y cognitivos. Una posible explicacion de la hiperfuncion dopaminérgica mesolimbica seria
que un posible estado hipoglutamatérgico modularia la actividad del area mesolimbica
favoreciendo la liberacion de dopamina, aunque esta hipofuncion tendria un alcance

limitado (Carlsson y col., 1999; Carlsson y col., 2004). También se ha sugerido que
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anomalias de la neurotransmision dopaminérgica en la que interviene el receptor D: a nivel
de la corteza prefrontal serian la causa de los sintomas cognitivos y negativos (Goldman-
Rakic y col., 2000).

1.1.1.2.4. El papel de la serotonina

La hipotesis de que la serotonina juega algin papel en la etiopatogenia de la
esquizofrenia es anterior incluso a la hipotesis dopaminérgica. Comenzé basandose en las
actividades psicotomiméticas de la mescalina y de la dietilamida del acido lisérgico (LSD)
(Stoll, 1947), continud al proponerse la hipotesis de la transmetilacion (Osmond y Smythies,

1952) y perdio interés al plantearse la hipotesis dopaminérgica de la esquizofrenia.

En el caso de la serotonina no esta descrita una alteracion primaria en una via
neuroanatémica, similar a la hiperfuncion dopaminérgica en el sistema limbico, y que se
relacione con la etiologia de la esquizofrenia. Desde la aparicion de la clozapina y su
actividad antagonista de los receptores 5-HT2a, presente en todos los antipsicéticos atipicos,
se ha renovado especialmente el interés en conocer las posibilidades terapéuticas de este
sistema. Como via neuroanatomica del sistema de modulacion difuso de serotonina del SNC
destacar la via serotoninérgica ascendente ventral, con origen en el grupo B7 (ndcleo dorsal
del rafe) y en el complejo B6-B8 (en el mesencéfalo y la frontera pontomesencefalica)
(Garcia-Porrero y Hurlé, 2015), y que inerva el talamo, hipotalamo (ndcleos mamilares y
area hipotalamica lateral), estriado, neocorteza y nucleos del sistema limbico como el
fasciculo del cingulo, amigdala, corteza entorrinal, hipocampo, giro dentado y nucleo
accumbens. Las neuronas dopaminérgicas de los grupos neuronales origen de las vias
mesocortical, mesolimbica y nigroestriada son inervadas por neuronas serotoninérgicas del
nucleo del rafe (Adell y col., 2010).

Hay una serie de localizaciones neuroanatomicas en las cuales la modulacion de la
actividad de receptores de serotonina localizados en las mismas conlleva la modulacion de
la actividad de neuronas de las vias dopaminérgicas implicadas en la fisiopatologia de la
esquizofrenia. Destaca la via serotoninérgica ascendente ventral y la inervacion que realiza
del nucleo A10. Como ejemplo decir que todos los farmacos antipsicoticos considerados
como de segunda generacion 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 aparicion de los antipsicéticos atipicos, se sugirié que la superioridad que
manifiestan en el tratamiento de los sintomas negativos se deberia a la desinhibicion de la
transmision dopaminérgica en la corteza prefrontal (Kapur y Remington, 1996), atribuida
al antagonismo 5-HT.a de clozapina (con actividad agonista parcial segin algunos autores;
Weiner y col., 2001). Ya se ha dicho que este receptor se relaciona con la via serotoninérgica
ascendente ventral que inerva neuronas dopaminergicas del ATV. Su agonismo a nivel de
esta via serotoninérgica conlleva la activacion de las mismas neuronas, no sélo de forma
directa, sino que estan implicadas también acciones a nivel presinaptico y mecanismos de
inhibicion de neuronas gabaérgicas o la excitacion de neuronas glutamatérgicas (Meltzer y
col., 2003). Este receptor también se encuentra en distintas zonas potencialmente
moduladoras de la actividad de vias 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 liberacion de
serotonina y el agonismo de los receptores 5-HT.a puede ser determinante para la
hiperactividad motora en modelos animales de sintomas positivos de esquizofrenia
conseguidos mediante la administracion 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 farmacos antipsicoticos atipicos presentan ademéas como dianas en su
perfil multirreceptorial el agonismo parcial 5-HT1a y el antagonismo 5-HT7. En relacién
con el receptor 5-HT1a, su activacion se relaciona con inhibicion de neuronas del rafe
(Meltzer y col., 2003). Se ha relacionado su presencia y su agonismo en corteza con la
liberacion de dopamina en cortex cerebral (ensayos in vivo) y el agonismo 5-HT1a con la
mejoria de sintomas negativos y cognitivos en esquizofrenia (Sumiyoshi y col., 2001;
Sumiyoshi y col, 2007; Meltzer y col., 2012). En relaciéon con el antagonismo 5-HT7 se
postula una accién de mejora cognitiva (ensayos en modelo de disfuncion 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 clinicos con pacientes con
esquizofrenia en el area de aprendizaje, memoria verbal y declarativa (Rey Auditory Verbal
Learning Test, RAVLT; Mortimer y col., 2007). El agonismo 5-HTc es capaz de disminuir
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la sefializacién dopaminérgica en corteza cerebral y ndcleo accumbens y, de hecho, el
agonismo inverso 5-HT2c se considera un componente de interés en el perfil de farmacos
antipsicoticos, aunque no existen evidencias de que los antipsicéticos atipicos sean

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

Recientemente se ha descrito la existencia del dimero 5-HT2a/mGlu2 en neuronas
piramidales de la corteza cerebral de los que se postula su implicacién en los procesos
fisiopatoldgicos de la corteza que ocurren en esquizofrenia (Gonzalez-Maeso y col., 2008).
En relacion con esta localizacion, se han encontrado disminuciones en los niveles de este
receptor en el cortex (Harrison, 1999). De todo lo expuesto anteriormente puede deducirse
una interaccion entre las vias de sefializacion serotoninérgicas, dopaminérgicas y
glutamatérgicas muy estrecha, con relevancia potencial o probada en la etiologia y

terapéutica de la esquizofrenia.

1.1.1.2.5. La implicacion de los neurotransmisores glutamato y GABA

Se trata de una hipotesis que podria explicar el origen de las anomalias en la
neurotransmision dopaminérgica en el area mesolimbica y las vias mesocorticales. Una de
las primeras evidencias que apuntaron a esta hipétesis se obtuvo con la administracion de
los anestésicos disociativos fenciclidina (PCP) o ketamina, ambos bloqueantes de los
receptores NMDA que inducen sintomas psicoticos en sujetos sanos (Javitt, 1987; Javitt y
Coyle, 2004). Estos agentes farmacoldgicos son capaces de provocar alucinaciones, asi
como alteraciones formales del pensamiento o sintomas cognitivos (Jentsch y col., 1999).
Se lleg6 asi a pensar que en el cerebro de los pacientes esquizofrénicos podria existir cierto

grado de hipofuncion glutamatérgica NMDA.

Los hallazgos a favor de esta hipdtesis incluyen alteraciones en el ndmero y
disposicion de sinapsis axodendriticas de la capa Il de la corteza, en las que se localizan
receptores NMDA (y que podrian guardar relacion con el denominado circuito excitador
intrinseco) o la presencia de anomalias en la densidad de receptores NMDA en pacientes
esquizofrénicos en la corteza y ganglios basales. La disminucion de esas sinapsis podria ser
responsable de un estado de hipofuncion glutamatergica en esquizofrenia. Se sugiere que el
circuito excitador intrinseco podria ser el sustrato neuroanatémico de la memoria de trabajo
(Riaza y Chinchilla, 2007).
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La actividad de vias glutamatérgicas influye en la actividad de las vias
dopaminérgicas mesocorticales, mesolimbicas y nigroestriatales, de forma que existe una
interconexidn entre estos sistemas. En esta interconexion es importante el sistema de
modulacion glutamatérgico, que parte de la corteza prefrontal y actla sobre la actividad de
neuronas dopaminergicas del area tegmental ventral (Javitt y Laruelle, 2008). Este sistema
consta de una via activadora, formada principalmente por proyecciones glutamatérgicas
hacia neuronas dopaminérgicas mesocorticales, y de una via inhibidora, con eferentes
glutamatérgicos hacia interneuronas gabaérgicas del cerebro medio y mesencefalicas y que
modula la actividad de neuronas dopamineérgicas subcorticales (Javitt y Laruelle, 2008).
Una hipofuncion de la transmision glutamatérgica en estas vias podria desembocar en una
disminucion de la actividad dopaminérgica mesocortical y en la hiperactividad
dopaminérgica en regiones subcorticales (Javitt y Laruelle, 2008). Ademas, varios estudios
sefialan la influencia de los antipsicoticos sobre la transmision 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 antipsicoticos también pueden modificar los niveles de expresion de receptores
glutamatérgicos en lugares como el estriado (Riva y col. 1997). Como ya se ha dicho, la
administraciéon aguda de antagonistas NMDA constituye la base de los modelos animales
de sintomatologia positiva de esquizofrenia (Meltzer y col., 2011; Meltzer y Massey, 2011).
En estos modelos se produce un aumento de liberacion de dopamina en areas como el nlcleo
accumbens (Del Arco y col., 2007). Los modelos de disfuncién cognitiva en animales se
basan en la administracién subcronica de los mismos antagonistas (Meltzer y Massey,
2011).

Entre otros hechos que dan soporte a la hipdtesis glutamatérgica de la esquizofrenia,
y que la relacionan con otras hipdtesis como la neurodegenerativa, se encuentra el bloqueo
de la sefalizacion glutamatérgica de neuronas excitadoras corticales producido por
antagonistas NMDA vy la reduccién asociada de la actividad de interneuronas gabaérgicas
responsables de la inhibicion de otras neuronas glutamatérgicas. Esto conlleva un aumento
del nivel de activacion de estas ultimas y un exceso en la liberacion de glutamato en otras
zonas distintas de la corteza, con potenciales efectos neurotdxico y neurodegenerativos
mediante la interaccién con receptores tipo AMPA vy kainato (Pietraszek, 2003; Olney y
Farber, 1995). La hipofuncion glutamatérgica NMDA tiene consecuencias en los procesos
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de neurodesarrollo y de plasticidad sinéptica interfiriendo con la migracion de neuroblastos
y alterando fendmenos de sinaptogénesis (Riaza y Chinchilla, 2007). Existe ademéas un
interés en la investigacion de rutas celulares proapoptéticas activadas mediante receptores
AMPA/kainato (Riaza y Chinchilla, 2007). Como se puede ver, hay conexiones entre esta
hipotesis y las explicaciones neurodegenerativa, de alteraciones en el neurodesarrollo y de
neuroplasticidad de la esquizofrenia.

Por dltimo, comentar en este apartado que el GABA cumple una funcion
moduladora inhibitoria de la actividad dopaminérgica. Una desregulacién en la actividad de
las neuronas gabaérgicas podria dar lugar alteraciones en las vias dopaminérgicas

responsables de los sintomas psicéticos (Puente y col., 2007).

1.1.1.2.6. Hipotesis del neurodesarrollo, de la neurodegeneracion,

patologia sinaptica e hipdtesis inmunoldgica.

Hay una serie de evidencias que apuntan a que la esquizofrenia podria 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 documentacion de anormalidades cognitivas, motoras o del comportamiento
indicativas de un funcionamiento cerebral anormal antes del diagnéstico (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 neuropatoldgicos post mortem
indican posibles alteraciones en la organizacion histolégica durante el neurodesarrollo en
ausencia de indicadores de neurodegeneracion (Riaza y col., 2007a; Arnold y col., 2005).
Particularmente, se encuentran patrones alterados de organizacion laminar en regiones
ventromediales de los I6bulos temporales y en la orientacion espacial de ciertas poblaciones
neuronales de hipocampo, corteza entorrinal y cingulo anterior. Otras lineas de
investigacion se centran en posibles defectos en la mielinizacion postnatal (Riaza y col.,
2007a).

Otra hipotesis que se considera en esquizofrenia es la neurodegenerativa, que se basa
en el conocimiento de la evolucion temporal del deterioro cognitivo y de su naturaleza y de
las variaciones de parametros neuroanatomicos indicativos de deterioro en los pacientes. En

este Ultimo caso se tienen en cuenta la dilatacion ventricular (Molina y col., 2004) o los
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cambios de tamafio de los l6bulos temporales. Como ya se ha comentado, la hipotesis de la
neurodegeneracion puede guardar relacion con la hipofuncion NMDA, ya que esta puede
provocar fendmenos de estimulacion de la liberacion de glutamato secundarios (por
inhibicion de neuronas gabaérgicas responsables de inhibicion tonica) que causen
degeneracion o apoptosis a través de los receptores AMPA o de kainato (Konradi y Heckers,
2003; Heckers y Konradi., 2014).

En cuanto a indicios de patologia sinaptica en esquizofrenia, la disminucién de la
actividad excitatoria intrinseca, en la que es determinante la sefializacion glutamatérgica,
podria afectar a la formacion y remodelado de sinapsis en la adolescencia (Riaza y col.,
2007c). El complejo de proteinas SNARE estd implicado en funciones como
neurotransmision o plasticidad neuronal. EI complejo SNARE lo forman sintaxina-1,
SNAP25y Vamp2. Otras proteinas relacionadas con este complejo son Munc18 y sinapsina.
En general los estudios de asociacion con esquizofrenia de polimorfimos de genes que
codifican proteinas del complejo SNARE como sintaxina-1 o SNAP25 obtienen resultados
positivos (Fanous y col., 2010; en Guerrero y col., 2012 Libro) aungue no todos
(Kawashima y col., 2008). En relacién con esquizofrenia un estudio GWAS encuentra un
sitio de riesgo para esta enfermedad relacionado con el gen TSNARE1 (Ripke y col., 2013).

Otras lineas de investigacion en la etiopatologia de la esquizofrenia en esta direccion
(Riazay col., 2007c¢) se centran en una serie de proteinas de las que en general puede decirse
que participan en el proceso de neurodesarrollo y plasticidad sinaptica tales como:

- Se estudia la participacion de acido retinoico durante el desarrollo fetal en la
configuracion de regiones anatémicas importantes en la fisiopatologia de la
esquizofrenia.

- Se estudia la participacion de reelina (Varela y col., 2015), una proteina de matriz
extracelular producida por las células de Cajal-Retzius que desempefia un papel
importante en el neurodesarrollo facilitando la migracién de los neuroblastos y la
sinaptogénesis.

- Se estudia la implicacion de la familia de proteinas Wnt las cuales tienen efectos en
el neurodesarrollo y la plasticidad sinaptica y suprimen la expresion constitutiva de

GSK3 (glucdgeno sintasa cinasa 3).

11



Introduccion

- Se estudia la glucoproteina NCAM (molécula de adhesion celular neuronal)
expresada en terminaciones sinapticas e implicada en el neurodesarrollo.

- Se estudia la proteina neurregulina 1 (NRG1), que participa en varios procesos de
neurodesarrollo como la migracién y la supervivencia neuronal.

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

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

Por altimo, hay diversas evidencias que apoyan la hipotesis inmunolégica de la
etiologia de la esquizofrenia. Entre otras, existe un grupo de pacientes que presentan
anomalias en varios marcadores de actividad inmunoldgica y en ellos predomina la
actividad de los linfocitos T CD4* Th2 sobre la de Thl (Riaza y col., 2007b; Schwarz y col.,
2001). En general se trata de pacientes con mal pronostico y resistencia al tratamiento.

1.1.1.2.7. El sistema de modulacion de adenosina

La adenosina ejerce funciones moduladoras sobre los sistemas de sefializacion
glutamatérgica y dopaminérgica. Las primeras hipotesis acerca de la implicacion de la
adenosina en esquizofrenia se basaron en la modulacion alostérica negativa de los agonistas
Aza en la sefializacion dopaminérgica a través de heteromeros Aza-D2 del estriado (Ferré y
col., 1994). En el estriado y la corteza, los receptores A: presindpticos inhiben la liberacion
de dopamina y de glutamato (Solinas y col., 2002). La activacion del receptor Aza
presinaptico y del localizado en astrocitos originan una liberacion de glutamato y una
disminucion de su recaptacién por astrocitos (transportador GLT-1), respectivamente.
Existe un ensayo clinico con dipiridamol (inhibidor de la recaptacién de adenosina) como
monoterapia a 200 mg/dia esquizofrenia que muestra mejoria de los sintomas positivos y
negativos (Wonodi y col., 2011). Basandose en las dos ultimas menciones y la influencia
de la adenosina en la sefializacion glutamatérgica, se propuso la hipotesis etioldgica de la
hipofuncién de adenosina (Lara y col., 2006). Actualmente (Rial y col., 2014) se propone
una simultanea disminucion en la funcion del receptor Ai y una desregulacion Aza
(incremento de los receptores Axa neuronales y disminucion de los de astrocitos) como
cambios fisiopatologicos en la esquizofrenia. Segun Rial y col., las estrategias terapéuticas
en esquizofrenia que actlen sobre este sistema deben dirigirse para actuar en ambas dianas

simultdneamente.
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1.1.2. Farmacos antipsicoticos

1.1.2.1. Recomendaciones terapéuticas en esquizofrenia

La eficacia del tratamiento farmacologico de la esquizofrenia con los farmacos
antipsicoticos ha sido ampliamente demostrada: segun un estudio el uso a largo plazo de
antipsicaticos se asocia a una menor tasa de mortalidad en los pacientes con esquizofrenia
frente a los pacientes sin tratamiento. En el caso de antipsicoticos de segunda generacion,
la clozapina se asocia a una mortalidad significativamente menor que el resto (Tiihonen y
col., 2009). La eficacia de los distintos antipsicoticos en el control de los sintomas positivos
esta claramente demostrada, pero existen distintas opiniones acerca de la eficacia y
superioridad de los antipsicéticos de segunda generacion en el tratamiento de sintomas

negativos y cognitivos.

En la farmacoterapia de esquizofrenia (Guia de préctica clinica sobre la
esquizofrenia MSC, 2009) se recomienda determinar una serie de parametros (como peso,
parametros hematoldgicos, valoracion neurocognitiva o electrocardiograma) antes de
comenzar el tratamiento del paciente esquizofrénico. Se recomienda extremar la precaucion
en los pacientes que no se han sometido a ningin tratamiento previo. También se
recomienda la eleccion de medicacion antipsicotica de segunda generacion (mejor
tolerabilidad y menores sintomas extrapiramidales). Ademas, se distingue el tratamiento de
un episodio psicético y su fase de recuperacion del tratamiento de la esquizofrenia en sus

fases de estabilizacion y estable.

Se aboga por el uso de la medicacion de segunda generacion administrada por via
oral como la risperidona, olanzapina, quetiapina, amisulprida y aripiprazol, como primera 'y
segunda linea 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 medicacion antipsicética para el tratamiento de un primer episodio de psicosis durante
un minimo de dos afios, después de la primera recuperacion de los sintomas (fase de
recuperacion). Se debe mantener la farmacoterapia para la prevencion de recaidas en las
fases de estabilizacion y estable. En el caso de recaidas pese a adherencia o en caso de no
mejoria de los sintomas en pacientes bajo tratamiento con farmacos de primera generacion

se propone el cambio a antipsicoticos atipicos. No se recomienda la administracion
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farmacos de primera generacion en situaciones de urgencia (Guia de préctica clinica sobre
la esquizofrenia MSC, 2009).

Se recomienda que la medicacion antipsicotica sea prescrita si es posible de una
manera no coercitiva y en combinacion con intervenciones psicosociales que incluyan
estrategias de promocion de la adherencia y la no administracion de multiples medicamentos
antipsicoticos y las combinaciones de farmacos de primera generacion y de segunda excepto

en periodos de transicion.

Clozapina, un antipsicotico de segunda generacién 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 administracion adecuada de
antipsicoticos de dos tipos diferentes (Guia de practica clinica sobre la esquizofrenia MSC,
2009).

Algun estudio confirma que una terapia integrada farmacol6gica y psicolégica es
mas beneficiosa para el paciente que la farmacoterapia sola (Marder, 2000). EI consenso
espafol de expertos para el tratamiento de la esquizofrenia recomienda la utilizacion de las
terapias de apoyo, cognitiva y de grupo, las intervenciones familiares, la rehabilitacion
cognitiva y el entrenamiento en habilidades sociales (Giner y col., 2000). La terapia
cognitivo-conductual se considera eficaz como tratamiento complementario a la atencion
estandar en esquizofrenia con sintomas persistentes (Gould y col., 2001) y se recomienda
para el tratamiento de los sintomas en esquizofrenia resistente (Guia de esquizofrenia del
SNS, 2009). Otras intervenciones psicosociales son la terapia psicodindmica y el

entrenamiento en el automanejo de la esquizofrenia.
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1.1.2.2. Farmacos antipsicéticos: perfil farmacologico y clinico

1.1.2.2.1. Antipsicoticos de primera generacion o clasicos

Comenzando por el grupo de antipsicoticos de primera generacion, conocido
también como de los neurolépticos o antipsicéticos tipicos, destacar la fenotiazina alifatica
clorpromazina y la butirofenona haloperidol. Otros farmacos de primera generacion son
tioridazina y perfenazina (fenotiazina piperidina), clorprotixeno (tioxanteno) y loxapina
(dibenzoxapina). Todos basan su efecto antipsicotico en el antagonismo D2 principalmente
sobre el tracto mesolimbico. Por su bloqueo dopaminérgico a nivel de los tractos
dopaminérgicos mesocortical, tuberoinfundibular y nigroestriatal estos antipsicoticos van a
causar una serie de reacciones adversas. Se distinguen dentro de este grupo, entre otros
tipos, los farmacos de alta potencia, como el haloperidol (Fig. 1) y de baja potencia, como

la clorpromazina.

HC

1

Fig. 1. Estructura quimica 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 antipsicéticos clasicos, y que los sintomas positivos de la esquizofrenia
responden al tratamiento antipsicotico de mejor manera que los sintomas negativos o
cognitivos, que pueden resultar incluso agravados. Asi, un bloqueo dopaminérgico excesivo
en la via mesocortical va a agravar el déficit dopaminérgico cortical existente produciendo
un empeoramiento de los sintomas negativos. Son caracteristicos del uso de estos farmacos

la ataraxia (indiferencia al entorno con inhibicion emocional) y el embotamiento cognitivo
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(sindrome de déficit inducido por neurolépticos) que inicialmente dio origen al término
neuroléptico (Gil y Huete, 2009; Wilkaitis y col., 2006).

El bloqueo de la inhibicién tonica de la liberacién de prolactina producida por
dopamina a nivel de la via tuberoinfundibular va a provocar (frecuencia inferior al 1% para
haloperidol; BOT PLUS 2.0 [Base de datos], 2015) una elevacion de los niveles de
prolactina y una disminucion de FSH y LH, lo que puede causar amenorrea, galactorrea,

ginecomastia y disminucion de la densidad 6sea y de la libido.

El bloqueo de receptores D a nivel del sistema nigroestriado conlleva algunos de
los efectos adversos mas perjudiciales de los antipsicéticos. EI temblor en reposo, la rigidez
y la hipocinesia (éstos sindromes se engloban en el término parkinsonismo) y la acatisia y
la distonia aguda son efectos agudos que se presentan hasta en un 10% o mas de los
pacientes tratados con antipsicoéticos clasicos. Asi, a mayor nivel de ocupacion D, puede
observarse distonia generalizada, catalepsia y estado catatonico. Varios meses tras el inicio
del tratamiento puede aparecer discinesia tardia que no mejora o se agrava tras suspender el

farmaco y que no responde a tratamiento con farmacos anticolinérgicos.

La concentracion plasméatica maxima se alcanza al cabo de 1-4 h tras la
administracion oral de formas sélidas, reduciéndose este tiempo en el caso de preparaciones
liquidas. La administracion intramuscular da lugar a una absorcion mas rapida y predecible
con pico a los 30-60 min y eficacia clinica desde los 15 min (Wilkaitis y col., 2006). Existen
formas de liberacion prolongada de zuclopentixol y risperidona que consiguen un grado
optimo de cumplimiento farmacoldgico pero que presentan el inconveniente de la
imposibilidad de suspension inmediata. La mayoria de los antipsicéticos tipicos se
metaboliza a través de las enzimas del complejo citocromo P450 CYP2D6 y CYP3A4,
habiéndose descrito metabolizadores lentos y ultrarrapidos a través del CYP2D6, una

isoenzima de la cual son inhibidores.

Los antipsicoticos clasicos presentan una notable afinidad por los receptores de
histamina Hi, determinados a-adrenérgicos y muscarinicos no implicados en su efecto
terapéutico pero que conllevan determinados efectos secundarios. Asi, son frecuentes en
estos tratamientos la aparicion de sedacion, hipotension ortostatica, arritmias o alteraciones
de la glucemia. Especialmente los antipsicéticos de baja potencia se asocian a prolongacion

del intervalo QT (riesgo de arritmias ventriculares graves). El sindrome 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 hematoldgicos (leucopenia y la méas grave

agranulocitosis) y los oculares, gastrointestinales y genitourinarios.

Estos farmacos tienen limitaciones ya que alrededor del 30% de los pacientes con
psicosis aguda no presenta respuesta o es muy pobre y en mas del 60% de los pacientes la
respuesta es solo parcial (Fleischhacker, 1995). Son ineficaces en el tratamiento de los
sintomas negativos e incluso agravan los sintomas cognitivos (Meltzer y col., 1996), sobre
todo cuando se asocian farmacos anticolinérgicos para tratar los sintomas extrapiramidales.
El tratamiento con estos farmacos obtiene resultados inferiores a los obtenidos con farmacos
atipicos (Leucht y col., 2009) y existen ensayos gque sefialan una mortalidad aumentada en
pacientes tratados con antipsicoticos tipicos con respecto a los atipicos (Schneeweiss y col.,
2007).

1.1.2.2.2. Antipsicoticos de segunda generacién o atipicos: perfil

farmacoldgico multirreceptorial, acciones farmacologicas y eficacia clinica

Una caracteristica que desde la aparicion de los antipsicoticos atipicos se asocia a su
eficacia es su caracteristico perfil farmacolégico multirreceptorial. EI concepto de farmaco
multirreceptorial se utiliza para designar farmacos con un rango 6ptimo de afinidades por
multiples dianas necesarias para obtener eficacia terapéutica. Como se explicara mas
adelante (ver seccion 1.2.3.2.), el factor tiempo es clave para la caracterizacion de dicho
perfil. Se retinen en una sola molécula la polifarmacologia y la afinidad preferente en la
unioén a receptores (Mestres y Gregori-Puigjané, 2009).

Con estos farmacos aparecen una serie de actividades farmacoldgicas que se asocian
a algun tipo de efecto terapéutico o efectos adversos. Ademas del antagonismo D2 y la
mejoria de la sintomatologia positiva y todo el repertorio conocido de reacciones adversas
asociadas ya presentes en los antipsicoticos clasicos, se encuentra en los antipsicéticos
atipicos el agonismo parcial D», relacionado con la mejoria de los sintomas positivos,
negativos y cognitivos. Otra actividad farmacologica relevante es la elevada afinidad por el
receptor Dj, incluso superior a la mostrada por el receptor D2, no presente en los
neurolépticos clasicos y que se observa en el perfil de clozapina. El antagonismo de los

receptores D3, presentes en areas limbicas, se relaciona con el control cognitivo y emocional
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y con la mejoria de la sintomatologia negativa; su posible localizacién presinéptica
posibilitaria la modulacion de la liberacion de neurotransmisores. Otros receptores
dopaminérgicos sobre los que los antipsicoticos atipicos pueden presentar actividad
relevante para su accion terapéutica son los Da, actividad presente en clozapina, aunque ha

perdido el interés atribuido inicialmente como determinante de atipicidad.

La mas destacable de las nuevas actividades farmacoldgicas presentes respecto a las
de antipsicoticos clasicos corresponden a la actividad sobre receptores de serotonina.
Algunos autores proponen que los antipsicoticos atipicos deberian 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 ultimo término afectan a la actividad de las vias dopaminérgicas
(Meltzer y Massey, 2011). Los receptores de serotonina cuya modulacion 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 mejoria de la sintomatologia negativa y cognitiva. Existen evidencias de
que la activacion 5-HT1a modula neuronas (presumiblemente glutamatérgicas) que regulan
la actividad de neuronas dopaminérgicas de la via mesocortical. Esto hay que relacionarlo
con la mejoria de sintomas cognitivos y negativos atribuida a este agonismo (parcial) 5-
HT1a, probablemente debido a un aumento de la liberacion de dopamina prefrontal. El
receptor 5-HT>c también es una potencial diana para la regulacion de la actividad de las
neuronas dopaminérgicas de las tres vias comentadas, aunque presenta diferencias en las
distintas vias en cuanto a capacidad de inhibicion tonica en condiciones fisiologicas (no
estimulada farmacoldgicamente) (Alex y Pehek, 2007). El antagonismo 5-HT2c también se
relaciona con la disminucidn de extrapiramidalismos y, al igual que el antagonismo 5-HT2a,
con el aumento de peso. ElI antagonismo de los serotoninérgicos 5-HT3
(mesocorticolimbicos) presente en clozapina se relaciona con la disminucion de los
sintomas extrapiramidales. El antagonismo de receptores 5-HTs se relaciona con la
neurotransmision colinérgica y la mejora de la memoria y del aprendizaje (Alamo vy col.,
2007a).

Una caracteristica del perfil de afinidades de clozapina al igual que de otros
antipsicoticos es el antagonismo 5-HT7. Esta caracteristica es comun a otros farmacos

antipsicoticos determinados tales como clozapina, lurasidona, quetiapina, risperidona y
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ziprasidona y también cléasicos, como clorpromazina o flufenazina. Es el Gnico receptor de
serotonina por el que presenta afinidad apreciable amisulprida, fA&rmaco cuya eficacia y
perfil clinico son similares al de los antipsicoticos atipicos. En amisulprida la actividad
antagonista 5-HT7 se relaciona con su actividad antidepresiva. Las caracteristicas
antipsicoticas atipicas de la amisulprida se explican por su afinidad selectiva por receptores
D2 de localizacion mesocortical (Alamo y col., 2007a).

Con respecto a la actividad sobre receptores muscarinicos, histaminicos y
adrenérgicos los nuevos antipsicéticos atipicos presentan una actividad sobre estos
receptores que no es homogénea, encontrandose desde farmacos con nula afinidad por un
receptor concreto, farmacos que no presentan afinidad por ninguno de ellos o farmacos con
un perfil de afinidad especifico por estos receptores. En concreto, el antagonismo de
receptores adrenérgicos puede tener alguna accidn positiva (ansiolisis, o1 y sobre todo ap,
para este ultimo también mejoria del humor y mejoria cognitiva) aunque en general la
actividad farmacoldgica sobre estos receptores y los muscarinicos e histaminérgicos
conllevan un gran numero de conocidas reacciones adversas que complementan a las

causadas por el antagonismo D..

El primer farmaco de este grupo fue la clozapina (posee una estructura tipo
dibenzodiazepina). Posteriormente se introdujeron risperidona (benzisoxazol) y la
olanzapina (tienobenzodiazepina). Otros farmacos antipsicéticos de segunda generacién son
sertindol (indol), quetiapina (dibenzotiazepina), aripiprazol (dihidroquinolinona),

ziprasidona (benzoisotiazol) y lurasidona (benzoisotiazol).

La superioridad clinica de la clozapina fue atribuida inicialmente a una afinidad por
los receptores 5-HT2a superior a la afinidad por los receptores D2, llegandose a establecer
el indice 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 investigacion sobre estos farmacos se enunciaban distintas
caracteristicas farmacoldgicas “determinantes de atipicidad” para los antipsicéticos: una
afinidad mayor por los receptores 5-HT2a que por los receptores D, capacidad para mejorar
los sintomas negativos y cognitivos en esquizofrenia, perfil multirreceptorial, alta

selectividad in vivo por los receptores D, corticales y limbicos en comparacion con la
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afinidad por los receptores D> estriatales y una mayor afinidad por el receptor D4 (Meltzer
y col., 2003; Meltzer, 2004; Seeman, 2005).

Asi, algunos trabajos se centran en explicar las caracteristicas que determinarian la
atipicidad de los farmacos en base a un aumento de la liberacion de dopamina y acetilcolina
en el &rea mesocortical, un area cuya hipofuncién dopaminérgica se relaciona con aparicion
de sintomatologia negativa y cognitiva (Huerta, 2007). La hipofuncion dopaminérgica
mesocortical se veria corregida con los antipsicoticos atipicos mediante el antagonismo 5-

HT2a y el agonismo 5-HT1a (Meltzer y col., 2003; Alamo y col., 2007).

Segun otros autores la atipicidad estaria basada en diferencias en la localizacion
preferente de los farmacos en las distintas vias dopaminérgicas. Se sugiere que los
antipsicoticos atipicos tienen afinidad preferente por las vias dopaminérgicas limbicas y
corticales. Algunos farmacos atipicos presentan una localizacion preferente en neuronas del
area tegmental ventral con respecto a neuronas del nucleo A9 (en sustancia negra),

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

Otros autores proponen las diferencias en el tiempo de residencia (tr) del farmaco
en el receptor dopaminérgico (concretamente velocidad de disociacion elevada) como la
explicacion del caracter atipico. Diversos antipsicoticos 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
deberia permitir una mejor trasmision dopaminérgica fisiologica que conllevaria menos
extrapiramidalismos, menor hiperprolactinemia y una menor contribucion a los sintomas
cognitivos y negativos. Esta propuesta inicial se referia a la clozapina y sus bajos niveles de
efectos adversos extrapiramidales (Seeman, 2014).

Estos farmacos presentan en general y al igual que los farmacos clasicos una notable
afinidad por los receptores Hi-histaminérgicos, a-adrenergicos y muscarinicos no
implicados en su efecto terapéutico y que conllevan acciones farmacoldgicas que pueden
derivar en efectos secundarios o reacciones adversas. Pero en este grupo son generalmente
mas leves y, debido a que no existe homogeneidad en el perfil multirreceptorial, existen
farmacos en los que predominan determinadas reacciones adversas y estan ausentes otras.
Asi, con estos farmacos también son frecuentes la aparicion de sedacion, hipotension,

arritmias, ganancia de peso, dislipidemias o trastornos hematoldgicos pero cada farmaco
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tiene su particular tasa de incidencia. Pueden causar convulsiones, tromboembolismo,
aumento de los niveles de enzimas hepaticas o prolongar el intervalo QT. Son farmacos que
no estan exentos de provocar sintomas extrapiramidales agudos, pero la incidencia es baja,
lo que también es un factor predictivo de disminucion del riesgo de discinesia tardia. Hoy
existe una controversia acerca del aumento de mortalidad y del riesgo de sufrir eventos
cardiovasculares en tratamientos a largo plazo con antipsicoticos, respecto a lo que algunos
autores consideran que el antagonismo 5-HT2a deberia tener algiin papel en la reduccion del

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

En cuanto a la eficacia clinica, los antipsicoticos atipicos son superiores a los
antipsicoticos de primera generacion tal como el haloperidol en eficacia, prevencion de
recaidas, incidencia de depresion o aparicion de efectos adversos extrapiramidales, aunque
esta superioridad en todos los parametros de eficacia no es extensible a todo el grupo de
antipsicaticos de segunda generacion de manera generalizada, sino que hay determinados
farmacos que destacan en alguna propiedad como amisulprida, clozapina, olanzapina y
risperidona en eficacia o aripiprazol y quetiapina en depresion (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 sedacién (Leucht y
col., 2009). Sin embargo, no ofrecen generalmente una ventaja, sino que son inferiores en
aspectos como sedacion, especialmente clozapina (Leucht y col., 2013) o ganancia de peso,
especialmente olanzapina (Swartz y col., 2008) frente a farmacos de primera generacion
(haloperidol y clorpromazina en el primer caso y perfenazina en el segundo).

En general puede afirmarse que los antipsicoticos atipicos son mas eficaces que los
antipsicoticos clasicos en el tratamiento de los sintomas negativos (Alamo y col., 2007) sean
primarios o secundarios a la psicosis. Clozapina es especialmente eficaz en el tratamiento
de la elevada sintomatologia negativa en pacientes (Meltzer y McGurk, 1999). En general
puede decirse que son moderadamente eficaces en la mejora de los sintomas cognitivos;
puede concluirse que producen una mejora de la funcion cognitiva global especificamente
en los dominios de aprendizaje y de procesamiento del lenguaje (Woodward y col., 2005;

metaanalisis).

El metaanalisis realizado por Leucht y col., (2009) concluye que los antipsicéticos

atipicos (quetiapina, sertindol, olanzapina, risperidona) tienen una moderada ventaja en
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tolerabilidad y eficacia, tanto global como en sintomas positivos y negativos sobre los
clasicos. Aunque respecto a estos resultados, algunos autores (Geddes y col., 2003) los
atribuyen a las dosis del antipsicético tipico analizadas, de manera que una vez considerada
una dosis equivalente desaparece la ventaja terapéutica. Del metaanalisis de Davis (2003)
puede concluirse que los agentes atipicos son moderadamente mas eficaces que los clasicos
en sintomatologia negativa, cognitiva y afectiva y ligeramente en el tratamiento de
sintomatologia positiva. Existe una controversia relacionada con lo anterior, relacionada
con la explicacion de la eficacia en sintomatologia negativa de los antipsicoticos de segunda
generacion. Para algunos autores, los antipsicoticos atipicos son capaces de causar una
mejoria primaria, para otros s6lo mejoran sintomas secundarios a la psicosis, depresion,

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

1.1.2.2.3. Antipsicoticos de segunda generacion o atipicos: clozapina y

otros farmacos

Comenzando por clozapina (8-cloro-11-(4-metil-1-piperazinil)-5H-dibenzo[b,e]
[1,4]diazepina; estructura tipo dibenzodiazepina) solo 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 Espafia esta tipificada como farmaco 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/mm? y el recuento absoluto de neutréfilos ha de ser mayor de 2000/mm?®. Debe
realizarse posteriormente un control frecuente del mismo parametro de forma que si los
valores caen por debajo de 3000/mm? (leucocitos) o de 1500/mm? (neutréfilos) debe
suspenderse la medicacion (Ficha técnica de Leponex, 2014). La posibilidad de neutropenia
o0 leucopenia obliga a tener que tomar precauciones en caso de infeccion. Es significativo
ademas 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-0xido-clozapina (Ficha técnica de Leponex, 2014). Unas
concentraciones plasmaticas de farmaco superiores a 350 ng/mL se asocian a una mejor
respuesta. Son significativos el aumento de peso y la alteracion de los parametros lipidicos

sanguineos (Wirshing y col., 2002). También produce convulsiones, sedacion y
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estrefiimiento (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 antipsicotico atipico indicado en el tratamiento de la esquizofrenia en la terapia
de continuacion en pacientes que muestran una respuesta inicial al tratamiento para el
mantenimiento de la mejoria clinica. Olanzapina también esta indicada en el tratamiento del
episodio maniaco de moderado a grave y en la prevencion de las recaidas en pacientes que
presentan trastorno bipolar con respuesta previa en la fase maniaca. No est& 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 antipsicotico atipico indicado
en el tratamiento de la esquizofrenia aguda y cronica. También estd indicado en el
tratamiento de los episodios maniacos de moderados a graves asociados a los trastornos
bipolares, en el tratamiento a corto plazo (hasta 6 semanas) de la agresion persistente que
puede aparecer en pacientes con demencia de tipo Alzheimer y en el tratamiento sintomatico
de la agresion persistente en los trastornos de la conducta en nifios de 5 afios de edad en
adelante y adolescentes (Ficha técnica de Risperdal, 2013). Esta disponible una formulacién
de liberacion 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 antipsicaticos atipico de reciente aprobacion, derivado de
benzoisotiazol, que contiene una estructura de norbornano fusionado a un grupo imida. Este

se une mediante un anillo ciclohexilo y un anillo piperazinico al primer grupo mencionado.
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Fig. 2. Estructura quimica 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 farmaco es un antagonista de los receptores de dopamina D2 y de serotonina 5-
HT2a y 5-HT~ 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 Hi ni por los
receptores muscarinicos, aunque si por los adrenérgicos azc y a2a con una afinidad de 10.8
nMy 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

antipsicoticos presentados hasta este punto.
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Binding Affinity, K, ©

Receptor
Lurasidone Olanzapine Clozapine Haloperidol
nM
Dopamine D, 1.68 = 0.09 144 + 3.2 108 = 27 3.28 + 0.42
5-HT, 6.75 = 0.97 (4.0) =1000° (>69) 123 £ 5(1.1) =>1000° (>300)
5-HT,, 2.03 = 0.46 (1.2) 5.78 = 0.89(0.40) 9.17 = 1.46(0.085) 84.7 = 13.1 (26)
5-HT. 0.495 * 0.090 (0.29) n.t. 42.2 + 12.0(0.39) =>1000% (=300)
Noradrenaline «, 47.9 + 7.8 (29) 221+ 7.7(1.5) 17.5 = 5.0(0.16) 17.9 £ 1.5 (5.5)
Noradrenaline o, 40.7 = 7.7 (24) n.t. 147 = 14 (1.4) >1000° (=300)
Noradrenaline o, 10.8 = 0.64 (6.4) n.t. 15.6 = 2.0 (0.14) >1000® (>300)

Tabla 1. Perfiles de afinidad por distintos receptores de lurasidona y otros antipsicoticos
atipicos. Los valores se expresan en unidades nM. n.t., no probado. %l nimero entre paréntesis
indica la ratio de potencia relativa entre el valor de K; para los distintos receptores y el valor

correspondiente al receptor D,. Pvalor de IC50. (Tomado de Ishibashi y col, 2010).

Se han realizado estudios de modelizacion de receptores y de andlisis de
acoplamiento de ligando que han determinado los sitios relevantes de interaccion entre
lurasidona y receptores relevantes para su accion antipsicética como Do, 5-HT2a y 5-HT~
(Ichikawa y col., 2012). Lurasidona se dispone en estos receptores en el sitio de union en
una localizacion proxima a la cara extracelular del receptor. En los tres receptores se
conserva la interaccion de Asp3.32 con el grupo amino protonado de la piperazina
intermedia y las interacciones hidrofilicas del grupo benzoisotiazol con aminoacidos
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 0 Ser243 y Thr244 del receptor 5-HT7. Existen
entre otras interacciones las de amino&cidos hidrofébicos con el norbornano y el anillo
aromatico bencénico de lurasidona (Ichikawa y col., 2012). Lurasidona no muestra afinidad
apreciable por receptores muscarinicos M1 e histaminérgicos Hi, por lo que se espera
minimizar los efectos adversos derivados de ese antagonismo en este antipsicético. 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 1le454 y Trp103 de Hiy
Tyr82 de My (Ichikawa y col., 2012).

Experimentos utilizando lurasidona en modelos animales de deéficit cognitivo
mediante la administracién subcrénica de antagonistas NMDA (MK-801) describen

mejorias en los déficits de memoria y aprendizaje y se atribuyen al antagonismo 5-HT>
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(Ishibashi y col., 2010; Horisawa Yy col., 2013). Otros estudios preclinicos 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-HT.a, presente el perfil de lurasidona. Se investiga la
mejora en indices de depresion en modelos de depresion en ratones (test de natacion forzada,
FST, y test de suspensién de cola, TST) tratados con lurasidona, que se relacionan con su

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

En la clinica, lurasidona se ha mostrado eficaz en el tratamiento de la esquizofrenia
(Meltzer y col., 2011; Potkin y col., 2011) y en la actualidad esta autorizado en Estados
Unidos con las indicaciones para el tratamiento de la esquizofrenia y de la fase de depresion
asociada al trastorno bipolar de tipo I. Ademas, esta autorizado en la Union 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/dia
para ir aumentandola paulatinamente hasta un maximo de 148 mg/dia. En caso de
insuficiencia renal e insuficiencia hepatica moderada e recomienda el inicio con 18.5 mg y
no mas de 74 mg/dia. En caso de insuficiencia hepatica severa el limite se sitta en 37.5 mg
/dia (Plan de seguridad de Latuda, 2014; Ficha técnica de Latuda, 2015).

En cuanto al perfil de seguridad de lurasidona, esta contraindicada su administracion
concomitante con inhibidores e inductores potentes del citocromo P450 isoenzima CYP3A4
y en supuestos de hipersensibilidad. Con respecto a embarazo esta clasificada como de
categoria B (Micromedex [base de datos], 2014). Con respecto a los efectos adversos
lurasidona puede provocar ansiedad, agitacion y somnolencia y otras reacciones adversas
derivadas del bloqueo dopaminérgico D2 tales como acatisia, discinesia, distonia, discinesia
tardia, hiperprolactinemia o sindrome neuroléptico maligno. También puede producir
hipotensidn ortostatica, insomnio y efectos adversos gastrointestinales (Micromedex [base
de datos], 2014).

Asimismo, se recomienda la toma de precauciones en pacientes con mania 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 farmacos antipsicoticos atipicos y
especialmente para las posibilidades de: cambios metabdlicos 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 antipsicéticos
atipicos, condiciones estas en las que se ha demostrado ademéas un aumento de la tasa de
mortalidad (debe recordarse que lurasidona no esta aprobada para el tratamiento de psicosis
asociada a demencia); desregulacion 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 clinica de lurasidona se han realizado varios ensayos clinicos
de eficacia en el tratamiento de la esquizofrenia (Fig. 3) tenidos en cuenta para su
aprobacién inicial (Micromedex [base de datos], 2014). Con respecto a la eficacia en el
tratamiento agudo lurasidona se comparé frente a ziprasidona mediante un ensayo doble
ciego, prospectivo y de tres semanas, siendo los resultados similares para ambos farmacos
en cuanto eficacia en el tratamiento de la esquizofrenia aguda (puntuacion en escala de
sindromes positivos y negativos, PANSS; puntuacion en la Escala de Calgary para
depresion en esquizofrenia, CDSS; en la puntuacién de severidad e impresiones globales
clinicas, CGI-S), cambios en parametros metabolicos o cardiacos, tasa de efectos adversos
severos 0 tasas de discontinuacion (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 demostré no inferior a
quetiapina en cuanto a recaida tras un tratamiento de doce meses en estudios controlados
con placebo en pacientes con esquizofrenia crénica que mostraron respuesta al tratamiento
inicial de seis semanas con uno u otro farmaco. El tratamiento con lurasidona tuvo una tasa
de hospitalizacion 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 demostré un perfil similar de efectos adversos y de eficacia para ambos en el
tratamiento de esquizofrenia cronica y estable y de trastornos esquizoafectivos (Potkin y
col., 2011). La indicacién de lurasidona para el tratamiento de la fase depresiva del trastorno
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bipolar I en adultos en monoterapia 0 como terapia complementaria a litio o valproico viene
avalada, entre otros, por dos estudios con pacientes con episodio depresivo mayor asociado
a trastorno bipolar | sin psicosis y seis semanas de tratamiento con lurasidona en
monoterapia 0 como terapia complementaria a litio o valproico frente a placebo. Se
demostré mejoria en las puntuaciones en la escala de depresion Montgomery-Asberg
(MADRS) y en la escala de impresion global clinica 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 clinicos con lurasidona en el tratamiento agudo y cronico de la esquizofrenia

realizados (Harvey, 2015).

Study 006*
(6 weeks)

Study 049'5

(6 weeks)

Study 196
(6 weeks)

Study 229E**
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Fig. 3. Resumen de los ensayos clinicos 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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1.1.2.2.4. Otras patologias en las que estan indicados los farmacos
antipsicoticos o éstos tienen potencial utilidad

Con respecto a otras indicaciones de los antipsicéticos de primera generacion
distintas de esquizofrenia, destacar que las benzamidas tienen interés en el tratamiento de
neurosis, vertigo, depresion (sulpirida), el sindrome de abstinencia alcoholica y trastornos
del movimiento (tiaprida). Otros antipsicdticos (cl&sicos) pueden tener aplicacion en
patologias concretas y éstos se adecuan por poseer un perfil farmacoldgico y de
comportamiento clinico especifico, aunque pueden en la préctica estar relegados por otros
farmacos. Asi, haloperidol esta indicado en el tratamiento de agitacién psicomotora y
determinados movimientos anormales (tics y corea). Levomepromazina (fenotiazina con
cadena alifatica) se utiliza en estados de agitacion psicomotriz, y ademas en ansiedad y
depresion. Perfenazina (piperazina) esta indicada en depresion mayor con componente
psicotico y periciazina (piperidina) en episodios agudos de neurosis. Droperidol se utiliza
para prevenir nauseas Yy VvOmitos provocados por la anestesia. Pimozida
(difenilbutilpiperidina) esta indicada en ansiedad (Antipsicoticos, Catalogo CGCOF, 2015).

De otras indicaciones de los antipsicéticos de segunda generacion distintas de
esquizofrenia, destacar su eficacia en la reduccion de episodios de mania y depresivos y en
la disminucion de recaidas, 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 linea
(YYatham, 2009). Quetiapina y clotiapina se utilizan en depresion. La primera tanto en fases
depresivas del trastorno bipolar (Yatham y col., 2009; estudios BOLDER | y Il y
EMBOLDEN 1 y II: para los dos altimos Young y col., 2010; McElroy y col., 2010) (al
igual que lurasidona) como en trastorno depresivo mayor (indicacion). En general en el
tratamiento de la depresion unipolar utilizados como terapia complementaria con
antidepresivos el aumento de la tasa de remision 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 linea en el control de los sintomas de

agitacion en esquizofrenia y mania (Rocca y col., 2006).
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Necesidad terapéutica en esquizofrenia: énfasis en la sintomatologia

negativa y cognitiva

Ademas de ser necesario mejorar la tolerabilidad de los fArmacos antipsicéticos y su
perfil de seguridad, se reconoce una importante necesidad terapéutica en relacion a la
sintomatologia negativa y cognitiva de la esquizofrenia. En este sentido, son potenciales
dianas para el tratamiento de los sintomas cognitivos los inhibidores de acetilcolinesterasa,
los receptores nicotinicos a7 y muscarinicos M1. También el sitio de union de glicina del
receptor NMDA y el transportador de glicina, los receptores dopaminérgicos D1y D4 y los
adrenérgicos o, Pero el mayor interés en el tratamiento de sintomas cognitivos asociados a
esquizofrenia lo presentan los receptores de serotonina modulados por los antipsicéticos
atipicos, tales como 5-HTia, 5-HT2a, 5-HT4, 5-HTs y 5-HT7 (Gray y Roth, 2007).
Especialmente el receptor 5-HT1a que se localiza en hipocampo, &reas cortico limbicas y
neuronas del rafe. Son de interés los agonistas parciales y su modulacion de la actividad de
neuronas piramidales (mejoria cognitiva en animales) y los antagonistas, para los que
también se ha descrito mejoria cognitiva probablemente bloqueando autorreceptores del rafe
(Gray y Roth, 2007).

Se han generado modelos animales de sintomatologia cognitiva de esquizofrenia
mediante la administracion subcrénica 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 antipsicoticos atipicos son capaces de revertir
este deficit. Existe evidencia de que la serotonina puede estar implicada tanto en la
generacién del déficit cognitivo mediante antagonistas NMDA como en la accion de los
antipsicéticos atipicos para revertirlo (Meltzer y col., 2011; Horiguchi y col., 2012;
Horiguchi y col., 2013).

Existe la teoria de que los déficits en la liberacion de dopamina en la corteza e
hipocampo estan relacionados con los déficits cognitivos. Esta bastante aceptado que los
antipsicoticos atipicos aumentan la liberacion de dopamina en el cortex. Se considera que
los antipsicoticos atipicos incrementan la liberacion de dopamina en el cortex e hipocampo

debido a su agonismo (parcial) 5-HT1a y el antagonismo 5-HT.a (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 reversion de los déficits en el test NOR y también en otros modelos de administracion
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 mejorias en el test
de reconocimiento de objetos nuevos por si solos (Vanover y col., 2006). Su accién
procognitiva en determinadas condiciones podria estar relacionada con la capacidad de
modular la actividad de vias 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 antipsicéticos atipicos 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 implicacion en procesos de aprendizaje y memoria (Roberts y Hedlund, 2012;
revision). Los hallazgos encontrados en experimentacion con ratones carentes del gen 5-
HT7 (5-HT7"; 5-HT7 “knock-out ) son la presencia de un peor rendimiento en ensayos de
nueva localizacién (mayor indiferencia a los cambios espaciales) con respecto al ratén
normal, indicios de comportamiento egocéntrico en la prueba del laberinto de Maze (este
comportamiento alocéntrico se considera dependiente del estriado, un area con baja
expresion 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 administracion
del antagonista SB269970.

Otros estudios han encontrado que el antagonismo del receptor 5-HT7 produce
mejorias en el test NOR, concretamente se ha demostrado para los antagonistas 5-HT-
SB269970, lurasidona y amisulprida (Abbas y col., 2009; Ishibashi y col., 2010). AS-19, un
agonista del receptor 5-HT7, bloquea la mejoria producida por estos dos ultimos. Sin
embargo, para este Gltimo ensayo existen resultados que indican que no existe diferencia
(Roberts y Hedlund, 2012).

En cuanto a ensayos clinicos en pacientes con esquizofrenia destacar el metaanalisis
de Woodward y col. (2005), que ha determinado que los antipsicoticos atipicos producen

una mejoria de la funcion cognitiva, concretamente de la memoria declarativa.
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1.2. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G (GPCRS) OBJETO DE ESTUDIO,

RELEVANTES EN LA PATOLOGIA Y LA TERAPEUTICA DE LA ESQUIZOFRENIA

1.2.1. Introduccion a los receptores acoplados a proteinas G

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) estan formados por una sola cadena
polipeptidica constituida por hasta 1100 aminoacidos. Todos los miembros de esta
superfamilia de proteinas de membrana comparten una estructura de 7 dominios a-hélice
transmembrana hidrofobicos (segmentos TM), un dominio extracelular amino-terminal y un
dominio intracelular carboxi-terminal. Esta estructura general se confirmé con la
determinacion de la estructura cristalina de un GPCR en el afio 2000, la rodopsina bovina
(Fig. 4) (Palczewski y col., 2000).
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Fig. 4. Estructura de la rodopsina bovina, con los 3 bucles extracelulares (E-1, E-11 y E-111),
el extremo N-terminal (extracelular), los 3 bucles citoplasmaticos (C-1, C-I1, C-111) y el
extremo C-terminal (citoplasmatico). 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 unién entre los segmentos
transmembrana intra- y extracelulares y en particular el espacio entre los segmentos TM5—
TMG6 (tercer bucle intracelular, IL3) y el extremo amino-terminal. La longitud del extremo

amino-terminal es relativamente pequefia (10-50 aminoacidos) para receptores de
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monoaminas y receptores peptidicos, y mas larga (300-600 aminoacidos) para receptores de
hormonas glicoproteicas. Una clasificacion de los GPCRs en base a la homologia de las
secuencias (Bockaert y Pin, 1999) agrupa dentro de la clase A o de tipo rodopsina, a GPCRs
de aminas bidgenas 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 [B-adrenérgicos, los receptores de serotonina (a excepcion del receptor 5-HT3) y
de dopamina, y entre ellos los receptores estudiados en este trabajo como 5-HT2a, 5-HT7y
D.>. Se caracterizan por poseer el sitio de unién de ligandos localizado en un bolsillo formado

por las a-hélices en la zona transmembrana.

La clasificacion GRAFS de GPCRs (Fredriksson y col., 2003) clasifica los GPCRs
humanos en 5 familias en base a criterios filogenéticos: Glutamato, Rodopsina, Adhesién,
Frizzled/taste2 y Secretina (Fig. 5), siendo la familia rodopsina la mayor. A ella
pertenecerian los receptores para aminas bidégenas antes citados, cuyos ligandos de pequefio
tamafio se unen preferentemente a zonas entre las regiones transmembrana, asi como
receptores para glicoproteinas (como la hormona luteinizante (LH) o la hormona
estimulante del foliculo (FSH)) cuyo sitio de union se encuentra en el extremo N-terminal
del receptor (Morris y col., 2008). Se han descrito 4 grupos dentro de esta familia: a, B, vy

d. Los receptores 5-HT2a, 5-HT7, D2 y Aoa pertenecen al grupo o (Fig. 6).
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Fig. 5. Representacion de la relacion filogenética entre los GPCRs del genoma humano
(Fredriksson y col., 2003).
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Fig. 6. Representacion de la relacion filogenetica entre los GPCRs de los grupos o y p de la

familia rodopsina del genoma humano. Todos los receptores estudiados en este trabajo

pertenecen al grupo a (Fredriksson y col., 2003).

1.2.1.1. El ciclo de vida de un GPCR

En términos generales se puede describir un ciclo de vida para GPCRs (Fig. 7) que

constaria de las siguientes fases (Terrillon y Bouvier, 2004):

1.-Sintesis en el reticulo endoplasmico y transporte a la membrana plasmatica. La

inhibicion de la sintesis de GPCR mediante la inhibicion de la transcripcion génica

constituye un mecanismo de regulacion de la actividad de estos receptores (Sallés y Florez,

2014).

2.- Activacion. Existe un acoplamiento entre receptor-proteina G-sistema efector que

es el que define la respuesta bioquimica a nivel de tipo celular y tisular especifica. Cada

receptor puede sefalizar a través de varias proteinas G y cada una de estas puede activar o

inhibir distintos sistemas efectores. Con respecto a las proteinas G heterotriméricas, se

recuerda que estan formadas por tres subunidades: o, p y y; formando las dos ultimas un
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dimero. La subunidad a contiene el sitio de union de GDP y GTP y posee actividad GTPasa.
Se han descrito 23 formas de subunidades o distintas, 7 de subunidades B y 12 de
subunidades y. Los subtipos de subunidad a Se agrupan en cuatro subfamilias as, ais, 0q Y

a12 que dan nombre a las proteinas G heterotriméricas (Sallés y Florez, 2014).

La proteina heterotrimérica permanece unida en estado inactivo con el GDP unido a
la subunidad a. El proceso de activacion provoca que el GDP se intercambie por GTP de
forma dependiente de Mg*2. Esto provoca la disociacion de la subunidad o del dimero By, y
ambos actlan sobre los sistemas efectores hasta que la actividad GTPasa de la subunidad a
provoca la hidrélisis del GTP a GDP, tras lo que la subunidad a se reasocia al dimero By
(Sallés y Florez, 2014).

Son sistemas efectores (y su mediador) de las proteinas G la adenilil ciclasa (sintesis
de AMPCc), la fosfolipasa C- (hidrolisis de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato PIP, y liberacién
de inositol-1,4,5-trifosfato 1Pz y diacilglicerol DAG), la fosfolipasa A (liberacion de acido
araquiddnico), fosfolipasa D (produccion de acido fosfatidico), las fosfodiesterasas (PDE),
las proteinas cinasas RhoA/Rho o las proteinas cinasas activadas por mitdgeno (MAP
cinasa). El dimero By puede sefializar a traves de sistemas efectores como ciertas formas de
fosfolipasa C-pB, inhibir ciertas formas de adenilil ciclasa y contribuir a la activacion de
cinasas como las de receptores acoplados a proteinas G (GRK) o MAP cinasas, entre otros

efectores, o regular canales 10nicos modulados por dimeros By (GIRK).

3.-Desensibilizacion. En términos generales, los GPCRs se pueden desensibilizar
tras su exposicién a agonistas, aunque la velocidad y extension del proceso varia para cada
receptor y tipo celular. El proceso conduce a un desacoplamiento funcional y posiblemente
fisico entre el receptor y las proteinas G. Las quinasas dependientes de segundos mensajeros
(PKA, PKC) son responsables de los procesos denominados desensibilizacion heterdloga,
mientras que las GRKs son responsables de la desensibilizacion homdloga de estos
receptores. La fosforilacion mediada por GRKs es en general insuficiente para una
desensibilizacion total del receptor, requiriéndose para ello el reclutamiento de B-arrestinas,
que interaccionan con el receptor fosforilado interfiriendo con su acoplamiento a las

proteinas G.

4.-Internalizacion. Numerosos GPCRs internalizan en un proceso que implica la

fosforilacion del receptor por GRKSs, su posterior unién de B-arrestinas 1 y/o 2 y la

36



Introduccion

formacion de vesiculas de clatrina, en un proceso particularmente bien establecido para el
caso del receptor Po-adrenérgico (Luttrell y col., 2001) aunque no necesariamente comun a
todos los GPCRs.

5.-Degradacion y/o reciclaje. La facilitacion de los mecanismos de degradacion
constituye una forma de regulacion de la actividad de GPCRs, mediante la disminucion del
numero de receptores complementaria a la inhibicidn de la sintesis. Ambas producen una
regulacion a la baja del nUmero de receptores, un proceso que se desarrolla en el intervalo
de horas (Sallés y Florez, 2014).
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Fig. 7. Ciclo de vida de un GPCR. (1) Los receptores sintetizados por la célula alcanzan la
membrana plasmatica. (2, 3) En la membrana interaccionan con diversos ligandos agonistas y
antagonistas. (4) Eso desencadena la transduccion de una serie de sefiales especificas al interior de
la célula. (5) Simultaneamente, la expresion y la funcion de los GPCRs en la membrana plasmatica
estan sometidas a una continua regulacién por mecanismos de desensibilizacion, fosforilacion,
interaccion con otras proteinas u otros GPCRs, internalizacion, reciclaje o degradacion. Estos
mecanismos operan tanto a nivel basal como a consecuencia de la interaccion del receptor con sus

ligandos. (Tomado de Terrillon y Bouvier, 2004).
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1.2.1.2. Dimerizacion y oligomerizacion de GPCRs

En la ultima década se han realizado numerosos estudios que corroboran que los
GPCR son capaces de formar dimeros u oligobmeros, de naturaleza tanto homo- como
heteromérica. Estas crecientes evidencias han llevado a proponer una terminologia
recomendada actualmente para receptores cuyas unidades funcionales estan formadas por
maés de una subunidad y entre los que habria ejemplos de GPCRs (Ferré y col., 2009). Los
términos receptores heteroméricos y receptores homomeéricos hacen referencia a complejos
(diméricos u oligoméricos) cuya unidad minima funcional estd formada por 2 o maés
subunidades (diferentes o iguales, respectivamente) que no serian funcionales
individualmente (Fig. 8). Un ejemplo de este tipo entre los GPCRs seria el receptor
metabotrépico del acido y-amino-butirico GABAg, cuya minima unidad funcional esta
necesariamente formada por dos subunidades de proteinas con 7 dominios transmembrana
(GABAB: y GABAR2), que no resultan funcionales como GPCR por si mismas. Los
términos heterémero u homdémero receptorial se refieren a complejos macromoleculares
compuestos por dos (dimero) o mas (oligomero) unidades receptoriales que son funcionales
por si mismas. Dan lugar a un complejo con propiedades farmacoldgicas de algin modo
distinguibles de las propiedades que presentan individualmente las unidades que lo
componen, en aspectos como union de ligandos, regulacion del heteromero o vias de

sefializacion.
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Fig. 8. Ejemplos de receptores heteroméricos y heterémeros receptoriales: (a) receptor

heteromérico ionotrépico NMDA de glutamato; (b) receptor heteromérico GABAs (de tipo
GPCR); (c) heterémero Aza-D2 (unidades funcionales de tipo GPCR); (d) heterdmero D;-NMDA
(combina una unidad de tipo GPCR y una unidad de tipo receptor ionotropico). (Tomado de Ferré
y col., 2009).

La dimerizacion es un proceso descrito para numerosos GPCRs en las dos ultimas

décadas; a la vez se ha podido demostrar la funcionalidad de monémeros 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 fisiol6gica y consecuencias

funcionales de la dimerizacién y oligomerizacion de GPCRs son objeto de estudio de forma

muy activa actualmente. Que un determinado GPCR forme homo- o heterooligomeros

posibilita la aparicion de una farmacologia distinta que puede presentar el complejo respecto

a las unidades minimas funcionales (Schwartz y Holst, 2007).

Se ha descrito la homodimerizacion de los receptores 5-HT2a (Brea y col., 2009), 5-
HT7 (Teitler y col., 2010; Smith y col., 2011), D, (Lane y col., 2014) y Aza (Canals y col.,

2004; Fanelli y col., 2011). Con respecto a la heterodimerizacion, esta se ha descrito para

las siguientes parejas de receptores: Ai-Aqxa (Ferré y col., 2008); Aza-D2 (Canals y col.,
2003); 5-HT2a-mGlu2 (Gonzélez-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 dimerizacion es relevante en los distintos aspectos del ciclo de
vida de un GPCR. La dimerizacion juega un papel esencial en la maduracién del receptor y
permite un correcto transporte de los receptores desde el reticulo endoplasmatico a la
superficie celular. La dimerizacion en el reticulo es determinante en el caso del receptor
GABABg (subunidades GABAg: y GABAg;) para su transporte a la membrana plasmatica.
(Terrillon y Bouvier, 2004). En algunos casos, la derivacion del receptor internalizado hacia
una ruta de degradacion y/o reciclaje puede verse regulada por dimerizacion. Asi,
recientemente se ha demostrado que el heterodimero formado por el protomero receptor
canabinoide CB:1 y el protdbmero receptor de orexina 1 presenta una localizacion
predominante en endosomas. El tratamiento con un antagonista de cualquiera de los

protdmeros provoca que cambie su localizacion a la membrana (Ellis y col., 2006).

1.2.1.3. Cambios conformacionales en GPCRs y selectividad funcional

Los GPCRs son moléculas dindmicas en las que ocurren fluctuaciones estructurales
rapidas y pequefias. La activacién de un GPCR por union 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 contribucion 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
aminoacidos de los dominios transmembrana (TM) (Kobilka, 2007). La unién de ligandos
induce cambios conformacionales y en las interacciones que estabilizan el estado inactivo,

de manera que se estabiliza una nueva conformacion del receptor (Nygaard y col., 2013).

A modo de ejemplo, en la estructura cristalina de la rodopsina determinada por
primera vez en el afio 2000 (Palczewski y col., 2000), que corresponde al estado inactivo
del receptor, se constata la estabilizacion de este estado mediante la interaccion del 11-cis-
retinal, unido covalentemente en el sitio de union del receptor, con residuos especificos en
los dominios TM3, 6 y 7 del receptor. El motivo Asp/Glu-Arg-Tyr/Trp (motivo “DRY”) en
el segmento citoplasmatico final de TM3 también contribuye a la estabilidad de la
conformacion inactiva. Este motivo es comun entre GPCRs de la clase A y su aminoacido
Arg3.50 interacciona en rodopsina con Glu6.30 en el extremo citoplasmatico de TMB®,
formando una interaccion conocida como “ionic lock”, que estabiliza al receptor en el estado

inactivo (basal) (Meng y Bourne, 2001; Katritch y col., 2013). Asi, 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 conformacion 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 B2-adrenérgico,

el Hz de histamina, el aig-adrenérgico o el AT de angiotensina (Kobilka y Deupi, 2007).

Otras evidencias experimentales indican que Glul34 (3.49) del motivo “DRY” se
protona durante la activacion de la rodopsina, sugiriendo que la rotura de esta red de
interacciones es parte del proceso normal de activacion del receptor, de manera que se
acepta que, durante la activacion de los GPCRs, como mecanismo general variaria la
posicion relativa de TM3 y TM6, rompiéndose el “ionic lock”, entre otros cambios

conformacionales (Meng y Bourne, 2001).

A partir del afio 2007, con la publicacion de varias estructuras cristalograficas ha
podido saberse que en otros GPCRs el papel estabilizador del “ionic lock” podria ser mas
limitado ya que estd ausente en algunas estructuras de GPCRs como el receptor Pi-
adrenérgico (en alguna estructura unido antagonista) y el aminoacido con un grupo
carboxilo en 6.30 sélo se conserva en un 30% de los GPCRs (Katritch y col., 2013). Otra
interaccion relacionada con el motivo DRY, un enlace ionico 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 P2-adrenérgico. En
estos dos receptores en estado activo Arg3.50 experimenta un cambio en la conformacion

rotamérica e interactia con la hélice C-terminal de la subunidad G,.

Adicionalmente, se ha propuesto la existencia de otro cambio conformacional
asociado a la activacion 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 mas
altamente conservado entre los GPCRs en esta hélice y una rotacion de la hélice sobre su
eje. Estos movimientos transmembrana permitirian la exposicién de dominios en el lado
citosdlico (en IL3) que conducirian la sefializacién a través de proteinas G heterotriméricas
(Meng y Bourne, 2001). El reordenamiento de las helices 3 y 6 durante la activacion del

receptor ha sido cuantificado mediante técnicas biofisicas 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 comparacion de las estructuras de cristalizacion publicadas del receptor Po-
adrenérgico también permite comprobar el movimiento de TM6 (Fig. 9). Experimentos
biofisicos realizados con el receptor B2-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. Ademas, las evidencias indican que se requiere mas 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 aminoécido Pro comentado
y pertenecientes ambos al motivo Cys-Trp-x-Pro (“CWxP”’) de TM6, el aminoacido Trp6.48
experimenta un cambio rotamérico en algunas estructuras, y aunque fue inicialmente
relacionado con activacion en el receptor Pz-adrenérgico, se ha visto en estructuras
cristalograficas que no se correlaciona con el estado de activacion del receptor (Katritch y
col., 2013; Manglik y Kobilka, 2014).
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Fig. 9. Cambios conformacionales en TM6 tras la activacion del receptor p.-adrenérgico. El
segmento TM6 experimenta un movimiento hacia afuera y rotacién asociados a la activacion del
receptor (“rotamer toggle switch”). Se representan la conformacion de TM6 en las estructuras
cristalogréficas del receptor B2-adrenérgico inactivo (gris, codigo PDB: 2RH1), activo unido a
anticuerpo y de forma débil a proteina G (amarillo; cédigo PDB: 3POG) y activo unido de forma
completa a proteina G (verde; cddigo PDB: 3SN6). (Tomado de Katritch y col, 2013).

Durante el proceso de activacion hay un desplazamiento del segmento TM7 hacia el
interior del GPCR en direccion a su eje, especialmente acusado en rodopsina y Aza. El
motivo “NPxxY” (Asn-Pro-x-x-Tyr) se localiza en TM7 cerca del extremo C-terminal y
contiene el residuo Tyr7.53. Este experimenta un cambio en su conformacion rotamérica de
manera que pasa de estar dirigido hacia TM1, 2 o 8 (visto en todas las estructuras de
cristalizacion 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 unién 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 vias de activacion. En el caso del receptor 2-adrenérgico la
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union de un ligando al receptor puede estabilizar una conformacién que no se corresponde
con la conformacién completamente activa del receptor unido a proteinas Gs. De hecho, la
union de agonistas al receptor fz-adrenérgico que activan la via de sefializacion mediante
arrestinas provocan un cambio conformacional limitado (Liu y col., 2012). En relacion con
estructuras cristalograficas algun autor considera que las estructuras disponibles que
faciliten informacion acerca de la interaccion con proteinas G son escasas. Se espera que
futuras estructuras expliquen la selectividad por determinadas proteinas G, selectividad que

podria estar dirigida por ligando (Katritch y col., 2013).

La unidn de agonistas a un GPCR se relaciona con heterogeneidad conformacional
que es importante para permitir el acoplamiento a distintas proteinas de sefializacion
(Nygaard y col., 2013). Asi, un ligando A promoveria o estabilizaria una conformacion del
receptor ligeramente diferente a la estabilizada por un ligando B, lo que constituiria una
base molecular para la aparicion de una farmacologia especifica para cada uno de los
ligandos Ay B (Fig. 10). En el caso del receptor 5-HT2a, se ha descrito que algunos ligandos
como LSD sefalizacion preferencial a través Ggq11 (Cussac y col., 2008) y del efector PLA>-
AA (Berg y col., 1998) en comparacion con otros, que sefializan preferentemente mediante
el efector PLC-IP (Berg y col., 1998) y la liberacion de Ca*? (Cussac y col., 2008). Para este
receptor existen diferencias en la sefializacion entre ligandos alucinégenos (como DOI) y
no alucindégenos, siendo los primeros los unicos que sefializan a través de proteinas Gi,
aunque en este caso la potencia de la sefializacion es dependiente de otros factores como la
coexpresion de mGlu2 (aumenta) o la union de agonistas glutamatérgicos al dimero 5-HT2a-
mGlu2 (la inhiben) (Gonzélez-Maeso y col., 2007; Gonzalez-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

sefales.

1.2.1.4. Modulacion alostérica en GPCRs

Las caracteristicas farmacol6gicas tales como afinidad, potencia o via de
sefializacion regulada, de un ligando que se une a un GPCR en su sitio ortostérico de union
de ligandos, pueden verse modificadas por la union de moduladores alostéricos a sitios
alostéricos del receptor. Este fendmeno de modulacién puede darse tanto en sitios
localizados en un GPCR monomeérico como entre sitios en distintos protémeros de un GPCR
dimérico, y afectar tanto a la union de ligandos como a la sefializacion del receptor (Fig.
11). Asi, la dimerizacion de GPCRs amplia las posibilidades de regulacion alostérica,
pudiendo darse fendmenos de cooperatividad tanto positiva como negativa entre protdbmeros
(Schwartz y Holst, 2007; Kenakin, 2007a).
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Fig. 11. Representacion esquematica del fenomeno de modulacion alostérica. Un modulador

alostérico unido a un protémero alostérico modifica la afinidad, potencia o via de sefializacion del

ligando ortostérico unido al segundo protémero ortostérico de un dimero receptorial. (Tomado de
Schwartz y Holst, 2007).

Un ejemplo es la existencia de modulacion alostérica en el heterémero formado por
el protomero 5-HT2a y el protdmero receptor metabotropico de glutamato mGlu2 en la
corteza somatosensorial humana a nivel de la sefializacion G;, actuando los agonistas de
mGlu2 como moduladores alostéricos negativos de la sefializacion de determinados

ligandos alucindgenos (Gonzalez-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
sobredosificacion reducido, mantenimiento del patron fisiologico de actividad receptorial
ya que su actividad es dependiente del ligando enddgeno, 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 Florez, 2013).
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1.2.2. GPCRs implicados en la fisiopatologia de la esquizofrenia

1.2.2.1. El receptor 5-HT2a de serotonina

El subtipo de receptores de serotonina 5-HT.a pertenece a la Clase A de la
clasificacion de homologia y al grupo o de la familia rodopsina, y su tamafio es de 471
aminoacidos. Su gen (HTR2A) se encuentra en el locus 13914-g21. Se expresa de forma
amplia en el sistema nervioso central (SNC). Es el receptor de serotonina mas abundante en
las neuronas de la corteza somatosensorial. También se expresa en neuronas del sistema
nervioso periférico y en fibroblastos, asi como en plaquetas y en otros tipos celulares del

sistema cardiovascular (Hannon y Hoyer, 2008).

Se ha encontrado una elevada densidad de sitios de union de este receptor en areas
de la corteza, caudado, nucleo accumbens, tubérculo olfatorio e hipocampo (LOpez-
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 area tegmental ventral y sustancia negra y en
interneuronas gabaérgicas en la corteza y el hipocampo (Meltzer y col., 2003). En el campo
de la investigacion en esquizofrenia, en general se han encontrado disminuciones en la
expresion de este receptor en estudios post mortem en la corteza prefrontal humana (area de
Brodmann 9) (Matsumoto y col., 2005; Scarr y col., 2004). Se han encontrado tras la
administracién cronica de antipsicoticos atipicos tanto reducciones (Padin y col., 2006, en
rata) como aumentos (Hernandez y Sokolov, 2000; humano) en la densidad de los receptores
5-HT>a en corteza prefrontal.

En cuanto a la sefializacion de este receptor, decir que activa preferentemente la via
de transduccion de proteinas G del tipo Gg11 (Gonzélez-Maeso y col., 2008), regulando la
actividad del sistema efector fosfolipasa C (PLC-R) (Breay col., 2009). Esta ultima provoca
la hidrdlisis de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (P1P2) que libera inositol-1,4,5-trifosfato (1P3)
y diacilglicerol (DAG). Estos provocan un aumento de la concentracion de Ca*? intracelular
y la activacion de proteina cinasa C (PKC), cinasa sobre la que el Ca*?y el DAG ejercen
una accion activadora sinérgica (Brea y col., 2009). La activacion de receptores 5-HT2a
conduciria adicionalmente a la activacion de proteinas dependientes de Ca*?> como la

calmodulina, y a la fosforilacion de otras proteinas celulares (Bockaert y col., 2010).
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Adicionalmente, existen evidencias de que el receptor 5-HT.a también puede activar la via
efectora de la fosfolipasa-A2 (PLA?) (Felder y col., 1990), que libera acido araquiddnico al
medio intracelular. Respecto a las vias de sefializacion del receptor 5-HT2a implicadas en
la liberacion de IPz y AA, se ha descrito que distintos agonistas del receptor pueden
presentar selectividad funcional por una u otra via, 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 biologicos (Aloyo y col., 2009). Este receptor
interacciona con p-arrestinas (Bhattacharya y col., 2010) y otras proteinas (PSD95,
caveolina, RSK2) que regulan su localizacion y funcionalidad (revisado en Allen y col.,
2008), interacciones gque pueden ser diferencialmente promovidas por distintos ligandos del
receptor (Schmid y col., 2008). Interacciona con calmodulina en un dominio C-terminal que
regula su desensibilizacion (Turner y Raymond, 2005) y posee un motivo PDZ de unién a
PSD95, esencial para su localizacién en zonas dendriticas de las neuronas corticales

piramidales (Xiay col., 2003).

Asimismo, en neuronas del cértex somatosensorial, tanto los agonistas no
alucindgenos (lisurida, ergotamina) como alucinégenos (LSD, DOI, DOM) del receptor 5-
HT.a activan la via de sefializacion G4-PLC (Gonzalez-Maeso y col., 2008) e inducen por
esta via la expresion del factor de transcripcion de la familia de genes de respuesta inmediata
c-fos. Solo los agonistas alucindgenos del receptor activan en estas mismas neuronas la via
de sefializacion de G; e inducen la expresion del factor de transcripcion egr-2. Esta via de
sefializacion puede ser modulada alostérica y negativamente mediante agonistas del receptor
mGlu2. La activacion de la via Gi dependiente de ligando (alucindgeno) es un ejemplo de

selectividad funcional.

En cuanto a la regulacion del receptor 5-HT2a en respuesta a ligandos, el receptor
internaliza por mecanismos dependientes de GRKs y de R-arrestina-2 en determinados tipos
celulares (HEK293) (Bhattacharyay col., 2010). La interaccion del receptor con B-arrestinas
puede determinar otros tipos de sefializacion celular y respuestas in vivo, que pueden ser
dependientes o independientes de esa interaccion segln se trate de ligandos del receptor
alucindgenos o no alucindgenos, como se ha observado para 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) y

DOl 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 méas herramientas
farmacoldgicas, que cubren todo el espectro de eficacias (agonista total, agonista parcial,
antagonista neutro, agonista inverso) y engloban diferentes familias quimicas (indolaminas,
fenilalquilaminas, ligandos ergéticos, piperidinicos, de tipo dibenzodiazepina, etc.). Un
agonista selectivo de todos los subtipos 5-HT2 (5-HT2a, 28 v 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 (plICso en el rango 6.5-9.3)
(Alexander y col., 2013; Knight y col., 2004).

Fig. 12. Modelo del receptor 5-HT»a humano unido a su antagonista selectivo ketanserina
(Deziy col., 2007).

Por otra parte, nuestro grupo ha descrito la formacion constitutiva de homodimeros
del receptor 5-HT2a en lineas celulares expresando el receptor heterélogamente, mediante

técnicas de coinmunoprecipitacion y FRET (Brea y col., 2009). Estos datos bioguimicos y
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biofisicos de interaccion entre protdbmeros del receptor fueron coherentes con datos de
ensayos de union de radioligandos y funcionales compatibles con la existencia de
fendmenos de cooperacion entre protdbmeros de dimeros de 5-HT2a, obtenidos también en

lineas celulares expresando heter6logamente el receptor.

Para este receptor, recientemente se ha descrito la formacion de heterodimeros
(heteromero receptorial) con el receptor metabotrépico de glutamato mGluz, en lineas
celulares. Mas notablemente, se detectd su presencia en corteza somatosensorial humana
por técnicas de coinmunoprecipitacion (Gonzélez-Maeso y col., 2008), encontrandose
indicios de que la formacion de este heterodimero es determinante para la sefializacion del
receptor 5-HT2a por la via de Gi estimulada en respuesta a agonistas alucinégenos (Moreno
y col., 2011). Asi, se ha demostrado la existencia de alosterismo entre ambos protdmeros
para la respuesta por esta via, actuando los agonistas de mGlu2 (protdmero alostérico) como
moduladores alostéricos negativos de la activacion de G; inducida por agonistas 5-HT2a

alucindgenos (Gonzélez-Maeso y col., 2008).

Como se ha visto, las vias de neurotransmision serotoninérgica tienen interés en el
tratamiento de la esquizofrenia. El agonismo inverso 5-HT.a se ha relacionado con
liberacion de dopamina en cortex cerebral (ensayos in vivo) y con la reduccion de sintomas
en psicosis causada por L-DOPA. (Meltzer y col., 2010). Los antagonistas 5-HTza
(MDL100907 y ACP-103) son capaces de revertir la hiperactividad locomotora en el
modelo de sintomas positivos generado mediante la administracion aguda en ratones de un
antagonista NMDA (PCP, MK801 o ketamina) (Carlsson y col., 1999). También suprimen
las alteraciones en el modelo de disfuncion cognitiva generado mediante la administracion

subcronica en ratones de antagonistas NMDA (Meltzer y Massey, 2003).

La activacion de los receptores 5-HT2a aumenta la actividad dopaminérgica en las
vias mesocortical, mesolimbica y nigroestriatal (Alex y Pehek, 2007; Meltzer y col., 2003).
La mejoria de los sintomas negativos en el tratamiento de la esquizofrenia con antipsicoticos
atipicos se atribuye al antagonismo de receptores 5-HT2a (Kapur y Remington, 1996). Se
ha sugerido que el dimero 5-HT2a/mGlu2 en neuronas piramidales de la corteza cerebral
estaria implicado en procesos fisiopatoldgicos que ocurren en esquizofrenia (Gonzalez-
Maeso y col., 2008). En relacion con este receptor y area existen trabajos preclinicos

centrados en determinar los mecanismos de modulacion de la liberacién de dopamina y
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glutamato en la corteza prefrontal medial que indican que los antagonistas 5-HT2a inhiben
la liberacion 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 liberacion de glutamato en corteza causado por DOI (Scruggs y col., 2003). Otros
estudios in vivo consideran que en el papel del receptor 5-HT2aen relacién con la liberacién
de dopamina en la via mesocortical esta relacionado con la activacion de receptores de
glutamato a nivel del ATV (Pehek y Hernan, 2015).

1.2.2.2. El receptor de dopamina D>

Existen varios subtipos de receptores dopaminérgicos: los receptores D1 y Ds
(familia tipo D1) y acoplados a proteinas Gs Yy los receptores D2, Dz y D4 (familia tipo D>),

acoplados a proteinas Gip. Todos pertenecen al grupo o de la familia rodopsina.

El gen de este receptor (DRD2) se encuentra en el locus 11g23. El receptor D-
presenta dos isoformas Dasnort (COrta) y D2iong (larga) originadas mediante modificacion post-
transcripcional (“splicing™) que difieren en la presencia de un fragmento de 29 aminoacidos
en el tercer bucle intracelular a nivel del sexto exén (Beaulieu y col., 2015). Estas dos
isoformas D2s y D2 difieren en su localizacion; presinaptica en el caso de la forma corta y
preferentemente postsinaptica en el caso de la larga (Rouge-Pont y col., 2002). Existen
evidencias de que realmente se acoplan a proteinas G diferentes (Gi y Go para DL 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 nucleo
accumbens y en el area tegmental ventral. En los I6bulos anteriores de la hipéfisis regula la
liberacion de hormonas (prolactina). Sus niveles de expresion son moderados en globo
palido, nucleo subtaldamico, talamo e hipocampo (Jackson y col., 1994) y bajos en corteza
(Guillin y col., 2007). Esta relacionado con el tratamiento y fisiopatologia de otras
enfermedades del sistema nervioso como enfermedad de Parkinson y adicciones (Vallone y
col., 2000)

La via de sefializacion principal del receptor D2 consiste en la inhibicion de AC
mediante interaccion con proteinas Giso, 10 que resulta en una reduccion de la actividad de

PKA EIl dimero de subunidades Gg, de la proteina G, puede activar fosfolipasa C (PLC) con
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el consiguiente aumento de Ca*2 intracelular y activacion de la calcineurina (Hernandez y
Lopez., 2000; Lee y col., 2004; Beaulieu y Gainetdinov, 2011). Asimismo, este dimero
también modifica la actividad de los canales de calcio de tipo N- y L- y de canales de potasio
de rectificacion de entrada regulados por proteinas G (GIRK). El receptor D, también activa
vias de sefializacion de proteinas cinasas activadas por mitdgeno (MAPK) tales como ERK1
y 2 y promueve la fosforilacion de CREB (Banisashemi y Albert., 2002). Este receptor
también puede sefializar mediante mecanismos AMPc independientes a través de la proteina
B-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 D, al igual que espiperona, otra butirofenona que esta disponible como
radioligando tritiado. Racloprida es un antagonista selectivo del receptor D, también

disponible como radioligando.

Se ha descrito el heterémero 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 dimero 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 activacion del
protomero Aza de este dimero conlleva una reduccién de la sefializacion del receptor Do, y
una consiguiente activacion de neuronas gabaérgicas y disminucion de la actividad de la via
indirecta de los ganglios basales, de forma que el antagonismo A.a presenta potencial
interés en el tratamiento del Parkinson (Fuxe y col., 2007). Se ha demostrado la existencia
del dimero 5-HT2a-D2 (in vitro) y en el caso del dimero 5-HT2a-His452Tyr/D2 que incorpora
un protdbmero 5-HT.a mutado, se ha descrito una dimerizacion reducida corregida por

clozapina (Lukasiewicz y col., 2011).

En relacion con esquizofrenia, el blogueo de este receptor tanto a nivel postsinaptico
como presinaptico va a mediar las acciones terapéuticas de los antipsicoticos en las vias
mesolimbica y mesocortical. Se considera que el bloqueo presinaptico conlleva un
silenciamiento por bloqueo por despolarizacién, especialmente en la via mesolimbica y de
forma ausente en la via mesocortical, que se afiade al postsinaptico (Martinez-Cué y Flérez,
2014).
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1.2.2.3. El receptor de serotonina 5-HT~

Al igual que todos los anteriores, se trata de un receptor acoplado a proteinas G
(GPCR) perteneciente al grupo o de la familia rodopsina. El trabajo de clonacion del
receptor 5-HT> 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 esta en el orden nanomolar. Su
gen (HTR7) estd localizado en el cromosoma 10g21-g24. La modificacion post-
transcripcional del transcrito genera tres variantes del receptor en humano (5-HT7 ), 5-HT~
oY 5-HT7 )) que difieren sélo en el extremo carboxi-terminal (Heidman y col., 1997), que
presentan similares propiedades farmacoldgicas (Pytliak y col., 2011).

Se expresa a altos niveles en ndcleos del sistema limbico en el tdlamo (nucleos
anterior y mediodorsal) y formacion hipocampica (giro dentado). Otras regiones con
expresion intermedia son el hipotalamo, las regiones hipocampales CA1y CA2, el septum,
el nucleo basolateral de la amigdala, el giro anterior cingulado (Varnés y col., 2004). Son
areas de baja expresion ciertas areas de la corteza (células piramidales y neuronas
gabaérgicas) y células de Purkinje del cerebelo (Varnas 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 expresion en el nicleo caudado, putamen y en la sustancia
negra (ganglios basales) (Martin-Cora y Pazos, 2004). La mayoria se localiza en el soma y

axones terminales de neuronas gabaérgicas (Diaz y col., 2011).

Este receptor se ha implicado en la regulacion de los ritmos circadianos (Glass y col.
2003). También en la regulacion fisioldgica del humor, termorregulacion (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 depresion,
una patologia para la que las evidencias de su potencial utilidad son las mas numerosas
(Bonaventure y col., 2007; Sarkisyan y col., 2010; Naumenko y col., 2014). En relacién con
esta patologia se estudia su papel en la modulacion de la actividad de las neuronas del rafe.
De hecho, existen evidencias de que el antagonismo de este receptor es capaz de prevenir la
inhibicidn de neuronas del rafe (Mnie-Filali y col., 2011). Se sugiere que el receptor 5-HT>
esta localizado en los axones terminales de neuronas glutamatérgicas que llegan al mismo

nucleo, y que esta relacion 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 relacion con la actividad de la

vias dopaminérgicas mesocortical y mesolimbica (Mnie-Filali y col., 2007).

Ademas, se estudia su potencial utilidad en el tratamiento de patologias como
ansiedad, dolor, epilepsia y migrafia (Hedlund, 2009; Leopoldo y col., 2011). Fuera del SNC
se implica en la contraccién de células del musculo liso (Hedlund y col., 2004) y modula la

inflamacidn en el tracto gastrointestinal (Guseva y col., 2014a).

El receptor 5-HT+7 se acopla a proteinas Gs y estimula la AC, incluyendo algunas
isoformas de AC especificas de neuronas, estimuladas por Ca*?/calmodulina. Esto conlleva
el aumento de los niveles intracelulares de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) y la
activacion de proteina cinasa A (PKA) (Fig. 13), que finalmente provoca la activacion de
multiples cascadas de sefializacion como la de las cinasas reguladas por sefial extracelular
(ERK) y proteina cinasa B (Akt) de forma Ras-dependiente y Rap-1 independiente (Guseva
y col., 2014). La interaccion del receptor 5-HT7 con proteinas Gi2 activa pequefias GTPasas
(Rho y Cdc42) que controlan la expresion de genes o las modificaciones en los filamentos
de actina (Kvachnina y col., 2005). La deplecién de colesterol y de los constituyentes
esfingomielina, gangliésido 1 (GM1) o caveolina-1 de las balsas lipidicas modifican la

unién de serotonina a este receptor (Sjogren y col., 2006; Sjogren y Svenningsson, 2007).
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Fig. 13. Grafica que representa las principales vias de sefializacion del receptor 5-HT7. Se
muestra la sefializacion mediante acoplamiento a proteinas Gs como a proteinas Gi, Esta activa
pequefias GTPasas (Rho y Cdc42). (Tomado de Woehler y Ponimaskin, 2009).

Se ha descrito que el receptor 5-HT7 puede formar homooligdmeros en cultivos
recombinantes (Teitler y col., 2010). Sus homodimeros se han observado en cultivos

primarios de astrocitos de rata (Smith y col., 2011).

Varios antipsicoticos son antagonistas de receptores 5-HT7 (Roth y col., 1994), entre
otros aripiprazol (Hedlund, 2009), clozapina y risperidona (Diaz 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), aungue 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 produccion de AMPc (risperidona, 9-
hidroxirisperidona, metiotepina, bromocriptina, lisurida y metergolina) (Klein y Teitler,
2011). La union de risperidona y hidroxirisperidona puede ser revertida por antagonistas
competitivos (clozapina y mesulergina). Estas y otras peculiaridades de su comportamiento
podrian explicarse teniendo en cuenta la homodimerizacion (Teitler y col., 2010; Smith y
col., 2011; y Teitler y Klein, 2012).

Un agonista de alta afinidad y selectivo de 5-HT+ es el LP-211 (Leopoldo y col.,
2008). Este se distribuye ampliamente en el SNC (Hedlund vy col., 2010) y es (til para la
realizacion 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 farmacoldgico similar en algunos
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aspectos al descrito para algunos antipsicéticos antagonistas irreversibles del receptor 5-
HT-. Ambos ligandos antagonizan de forma no remontable la produccion de AMPc inducida
por 5-CT en células HEK293 y también inhiben la actividad de AC inducida por forskolina
en las mismas celulas. La union es resistente a lavados en ensayos en célula entera
(HEK293) de unién de radioligandos y también en ensayos de produccion de AMPc
bloguean 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
cudl es la traslacién de estas observaciones in vitro en relacion 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 distribucién cerebral (Hagan y col., 2000: en rata) y que se encuentra disponible como
radioligando tritiado (Kq = 1.2-10% Alexander y col., 2013) Estudios con este compuesto
utilizando ensayos de inhibicién prepulso (PPI) en ratones parecen indicar que el
antagonismo 5-HT7; ejerce una modulacion de la transmision dopaminérgica y
glutamatérgica con potencial utilidad en el tratamiento de la sintomatologia positiva en
esquizofrenia (Galici y col., 2008).

Con respecto al receptor 5-HT7 hay que destacar su relacion con la plasticidad
estructural de circuitos cerebrales (Volpicelli y col., 2014). Estd implicado en la
conformacion de la citoarquitectura neuronal y formacion de redes neuronales durante el
desarrollo embrionario y en la vida postnatal temprana. Su activacion en neuronas
hipocampales postnatales de raton produce un incremento del nimero de sinapsis y de la
actividad sinaptica (Kobe y col., 2012). Ademas, en estas mismas neuronas su activacion
modula la sefializacion 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
modulacion 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 nimero

total y densidad de espinas dendriticas en neuronas del estriado (Speranza y col., 2015).

Otra actividad con la que esta relacionada este receptor es la intelectiva-cognitiva.
En relacion con el aprendizaje y estudios preclinicos, el raton carente del gen 5-HT-

(“knock-out”) presenta una actividad normal en los test de reconocimiento de objetos
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nuevos, un test que evalta un tipo de memoria episddica que depende de la corteza cerebral
y que se relaciona con la memoria declarativa episddica humana. En estudios de aprendizaje
contextual en modelos animales, en general, se realizan pruebas tales como el test de nueva
localizacion o el de condicionamiento al miedo contextual; en éstos el raton 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 sintomas de esquizofrenia
desarrollados mediante la administracion de antagonistas NMDA, particularmente en el test
de reconocimiento de objetos nuevos (NOR) (administracion subcronica de antagonista) y
en modelo animal de sintomas positivos de hiperactividad locomotora (administracion
aguda de antagonista NMDA) (Horiguchi y col, 2011; Meltzer y Massey, 2011). Sin
embargo, los resultados no son concluyentes en el ensayo de inhibicion prepulso (PPI) en
modelo animal obtenido mediante la administracion 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
delecion genética y del tratamiento con antagonistas 5-HT7 en los ensayos de natacion
forzada (FST) y de suspensién de cola (TST) (Hedlund y col., 2005; Guscott y col., 2005).
De forma muy importante se ha atribuido al antagonismo 5-HT~ la accion antidepresiva de
amisulprida, una benzamida desarrollada inicialmente como antagonista D./D3 selectivo
para el tratamiento de la esquizofrenia (Abbas y col., 2009). Amisulprida esta autorizada en
Italia para el tratamiento de la distimia, una forma de depresion moderada, que se presenta
con sintomas de tristeza, anhedonia, pérdida de vitalidad, baja autoestima y que tiende a la
cronicidad. Algunos autores sugieren que el antagonismo 5-HT7 podria explicar la eficacia
antidepresiva (Abbas y col., 2009). De manera destacada, antidepresivos de nueva
generacion tales como vortioxetina (medicamento Brintellix) presentan entre sus
actividades farmacologicas el antagonismo 5-HT7, aunque vortioxetina presenta otras
actividades como antagonismo de los receptores 5-HT3, 5-HT7 y 5-HT1p, agonismo parcial
del receptor 5-HT1g, agonismo del receptor 5-HT1a € inhibicion del transportador de
serotonina (SERT). Los antipsicéticos clozapina, risperidona, olanzapina y amisulprida
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(farmacos atipicos) y clorpromazina, flufenazina y pimozida (antipsicoticos clasicos)
también tienen alta afinidad por este receptor. Su papel en el tratamiento de la disfuncion
cognitiva u otras acciones terapéuticas en el paciente con esquizofrenia necesita una mayor

investigacion (Gray y Roth, 2007).

1.2.2.4. El receptor de adenosina Aza

La familia de receptores de adenosina comprende los subtipos de receptores A1, Aza,
Azs Y As. El receptor Aoaes un GPCR de la clase A y grupo a de la familia rodopsina, con
relativamente alta afinidad por adenosina. Se han publicado valores de ECso de adenosina
de 0.7 uM (Fredholm y col., 2001) para el receptor Axa y de 34 uM en el caso del receptor
Azg. El gen de este receptor (ADORAZ2A) se encuentra en el cromosoma 22911.23.

El receptor Axa esta implicado en la fisiologia de la plasticidad neuronal, el control
del suefio 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
depresion (Cheng y col., 2014a).

Se encuentran elevados niveles de expresion de este receptor en el estriado dorsal y
ventral (fundamentalmente de localizacion postsinaptica) 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 presinaptica en terminaciones
corticoestriatales y en hipocampo de rata (Rebola y col., 2005). Se expresa también en
células inmunes y de la glia, sobre todo en respuesta a interleucina B (IL-B), donde controla

la neuroinflamacion (Cheng y col., 2014).

La principal via de sefializacion del receptor Aza se deriva de su acoplamiento a
proteinas Gs, con aumento de AMPc y activacion de PKA. Esta Gltima fosforila entre otras
el factor CREB vy activa la via Src/Ras/Raf-1/MEK/ERK (Schulte y Fredholm, 2003).
Interacciona con a-actinina, un regulador de la internalizacién y trafico B-arrestina
dependiente (Burguefio y col., 2003). Ademas, se ha descrito que este receptor interacciona
con proteinas que unen Ca*™? como NECAB2, NCS-1 y calmodulina (Canela y col., 2007;
Navarro y col., 2009; y Navarro y col., 2012).

El antagonismo Aza es una posible estrategia neuroprotectora (Cunha y col., 2008).

La activacion del receptor A2a también es necesaria para un correcto neurodesarrollo de los
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circuitos hipocampales (Silvay col., 2013). La activacion del receptor A2aen el hipocampo
modula la plasticidad sinaptica a través de multiples mecanismos (Cheng y col., 2014a).
Asimismo, existen claras evidencias de que su antagonismo o supresion mejora el

aprendizaje y la memoria en animales (Cunha y Agostinho, 2010; Cheng y col., 2014a).

En los Gltimos afios ha habido una intensa investigacion en el campo de dimerizacion
de este receptor. Se ha descrito la existencia de homodimerizacion de este receptor (Canals
y col., 2004), sobre el que se han predicho los dominios de interaccién mediante estudios
de simulacion (Fanelli y Felline, 2011). Del heterodimero Ai-Aza se ha propuesto su
implicacion en la regulacion de la liberacion de glutamato (Ciruela y col., 2006; Ciruela y
col., 2011). Se ha caracterizado el dimero A2a-D2 del que se ha propuesto (Fuxe y col., 2005;
Fuxe y col., 2010; Trincavelli y col., 2012) que podria actuar como diana de agonistas Aza
en neuronas gabaérgicas de la via estriatopalidal ventral para, en el tratamiento de la
esquizofrenia, reducir la hipofuncion glutamatérgica de las proyecciones desde el nucleo
talamico mediodorsal a la corteza prefrontal. También existe el dimero 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 ljzerman, 2000). Se sugiere que este farmaco puede
unirse al sitio alostérico de unién de Na*, sitio que presenta interés como potencial diana de
moduladores alostéricos (Gutiérrez-de-Teran 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 adenosinicos. 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 Aza disponibles como radioligandos (Kgq en los rangos 1.6-10% - 2.2.108 M y
8-101° — 1.8-10° M para cada radioligando respectivamente; Alexander y Millns, 2001;
Alexander y col., 2013).
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Fig. 14. Estructura quimica 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 determinacion estructural mediante técnicas
cristalograficas y los estudios de simulacion de dindmica molecular. Desde el afio 2008 se
han publicado una serie de trabajos que tienen por objeto la determinacidn de la estructura
y conformacion del receptor A2a mediante técnicas cristalograficas y de difraccion 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 especifico
ZM241385.

Con respecto al primero de estos trabajos (Jaakola y col, 2008), la incorporacion del
antagonista selectivo ZM241385 cumple una funcion de termoestabilizacion del complejo.
El receptor presenta una sustitucion del tercer bucle intracelular (IL3) por la lisozima del
bacteriofago T4 y la supresién de parte del extremo C-terminal para conseguir una
estabilidad conformacional adecuada para su cristalizacion (Jaakola y col., 2008) (Fig. 15).
En este complejo A2a-ZM241385, el ligando mostrd una considerable superficie de contacto
con Trp6.48, lo que sugeriria que el antagonista estabiliza al receptor en un estado inactivo
(Jaakola y col., 2008) (Fig. 16). En esta estructura no se observa la interaccion entre el
motivo D/ERY y Glu6.30 constitutiva del cierre i6nico (“ionic lock ) que, como ya se ha

dicho (ver mas arriba), se relaciona con la inactivacion del receptor (Vogel y col., 2008).
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Fig. 15. Modelo de la estructura del receptor de adenosina Aza-T4L-AC cristalizado por
Jaakolay col., (2008). Se muestran los dominios transmembrana (marrén), la proteina T4L
fusionada (azul claro) y los bucles extracelulares (verde). También se muestran el ligando
ZM?241385 (azul oscuro) y moléculas lipidicas (rojo). (Tomado de Jaakola y col., 2008).
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Fig. 16. Sitio de union de del receptor de adenosina Aza-T4L-AC uniendo el ligando
ZM241385. Notese que el ligando ZM241385 se dispone de forma casi perpendicular al plano de
la membrana y el fenol hacia la cara extracelular. EI grupo amino de la triazina interacciona con
Glul169 (5.30). Se representan los bucles que determinan el acceso al sitio de union 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
conformacién del receptor Aza, que también emplearon la cristalografia y la difraccién de
rayos X. El primero que se comenta (Doré y col., 2011) describe la estructura del receptor
de adenosina Aza termoestabilizado mediante mutaciones puntuales en complejo con el
ligando ZM241385 y cafeina. Describe un sitio de union similar al descrito por el trabajo
de Jaakola (2008). La ausencia del fragmento T4L hace posible la presencia del cierre idnico
y un sitio de unién mas accesible. La mayor accesibilidad al sitio de unién en comparacion
con la estructura del trabajo de Jaakola y col., se debe a un desplazamiento hacia fuera del
sitio de entrada al sitio de unién 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 conformacion rotamérica (Doré y col., 2011).
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Otros estudios (Lebon y col., 2011) describen el receptor A>a también termoestabilizado
mediante mutaciones puntuales pero unido a los ligandos adenosina y NECA, que
interaccionan con Glu169°2° de EL2 mediante puente de hidrégeno. Finalmente, otro
estudio también hace uso de la termoestabilizacion mediante fusion del fragmento T4L y

describe un receptor A2a unido al agonista UK 432097 (2-(3-[1-(piridin-2-il)piperidin-4-
ilJureido)etil-6-N-(2,2-difeniletil)-5"-N-etilcarboxamidoadenosina-2-carboxamida) (Xu y

col., 2011). El andlisis de estas estructuras que incorporan un agonista han determinado una
serie de cambios conformacionales en el sitio de union de Axa asociados a la activacion;
particularmente un acercamiento de los aminoacidos hidrofilicos 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. EI mismo estudio
describe una correlacién 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
posicion 5 del biciclo sustituyendo al fenol, realiza un analisis de las relaciones cinético-
estructurales (Structure-Kinetic Relationship, SKR), que a diferencia de los estudios
clasicos de relacion estructura-actividad (Structure-Activity Relationship, SAR) incorpora
la dimension tiempo en el analisis de las distintas estructuras. En este caso y para estos
ligandos no se encuentra una clara correlacion (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).

1.2.3. Aspectos estructurales y cinéticos de la interaccion ligando-receptor
en GPCRs

1.2.3.1. 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 cristalografia de rayos X, comenzando por la

rodopsina (Palczewski y col., 2000) y siguiendo con el receptor B2-adrenérgico (Rasmussen
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y col., 2007; Rosenbaumy col., 2007). Posteriormente, hasta el afio 2015 ha habido un gran
aumento del nimero de estructuras disponibles alcanzandose las més de 125 estructuras de
33 GPCR distintos (G protein-Coupled Receptors Data Base, GPCRDB; Isberg y col.,
2000). Del total del numero de estructuras, mas de un tercio corresponden a GPCR de
bioaminas (Rosenbaum y col., 2009; Piscitelli y col., 2015). En la actualidad estan
disponibles las estructuras de varios receptores de monoaminas y acetilcolina de la clase A
de GPCRs y grupo o de la familia rodopsina. Son ejemplos los receptores adrenérgicos 1
en complejo con cianopindolol (Warne y col., 2008; cédigo PDB 2VT4) y B2 unido a
carazolol (Cherezov y col., 2007; cédigo PDB 2RH1), de histamina Hy en complejo con
doxepina (Shimamuray col., 2011; c6digo PDB 3RZE), de dopamina Dz unido a eticloprida
(Chieny col., 2010; cédigo PDB 3PBL), muscarinicos de acetilcolina M2 (Haga y col., 2012;
cédigo PDB 3UON) y M3 (Kruse y col., 2013; codigo PDB 4DAJ) en complejo con 3-
quinuclidinilo bencilato y tiotropio respectivamente, y los serotoninérgicos 5-HT1g (Wang
y col., 2013; cddigo PDB 41AR) y 5-HT2e (Wacker y col., 2013; cédigo PDB 41B4) en
complejo ambos con ergotamina. Otros receptores cristalizados son varios subtipos de
receptores opioides (x, u y 8), 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 proteinas G (ver Tabla 2). En el
procedimiento de cristalizacion es determinante lograr una estabilidad conformacional
aceptable algo dificil debido a la flexibilidad estructural y maultiples conformaciones
termodinamicas de los GPCRs. Esto se logra recurriendo a modificaciones de los GPCRs
mediante técnicas como la fusion con proteinas facilmente cristalizables en dominios como
IL3, la introduccién de mutaciones puntuales (termoestabilizacién) o el uso de anticuerpos
como adyuvantes de la cristalizacion (Katritch y col., 2012). La estructura de la proteina
cristalizada se analiza mediante cristalografia de rayos X. Otras técnicas como la resonancia
magnética nuclear o el intercambio hidrégeno-deuterio asociado a espectrometria de masas
pueden aportar informacion sobre el equilibrio dinamico ligando—dependiente de los
distintos estados funcionales del receptor. La interpretacion de la informacidn obtenida ha
de tener en cuenta las caracteristicas del ligando (agonista o antagonista), y las

modificaciones del receptor sometido a cristalizacion, entre otros aspectos.
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[Receptor | Engineored” | Ligandtype® | Ligand | Year | Rel. | PDB ID (resolution, A)
Aza Adenosine A AR ICL3 fusion IAG ZM241385 2008 [15] 3EML (2.6)
(human) AGO”™ UK-432097 2011 [48] 30AK (2.71)
Point mutations AGO” Adenosine 201 [29] 2YDO (3.0)
AGO" NECA 2YDV (2.6)
IAG ZM241385 2011 [78] 3PWH (3.30)
ANT XAC 3REY (3.31)
ANT Caffeine 3RFM (3.60)
B4 Adrenergic Point mutations, ANT Cyanopindolol 2008 [14] 2VT4 (2.7)
B1AR (turkey) partial ICL3 deletion PAG Dobutamine 2011 [79] 2Y00 (2.5), 2Y01 (2.6)
AGO Carmoterol 2Y02 (2.6)
AGO Isoprenaline 2Y03 (2.85)
PAG Salbutamol 2Y04 (3.05)
IAG Carazolol 201 [62] 2YCW (3.0)
ANT Cyanopindolol 2YCX (3.25), 2YCY (3.15),
2YCZ (3.65)
B2 Adrenergic ICL3 fusion IAG Not resolved + Fab® 2007 [13] 2R4R (3.4), 2R4S (3.4)
B2AR (human) IAG Carazolol 2007 [11,12] 2RH1 (2.4)
IAG Timolol 2008 [23] 3D4S (2.8)
IAG 1C1118551 2010 [24] 3NY8 (2.84)
IAG Compound #1 [44] 3NY9 (2.84)
ANT Alprenolol 3NYA (3.16)
IAG Not resolved + Fab? 2010 [31] 3KJ6 (3.4)
AGO” BI-167107+ nanobody® 2011 [26] 3P0G (3.5)
AGO FAUC50° 2011 [80] 3PDS (3.5)
N-terminal fusion AGO" BI-167107 + Gapy 2011 [25] 3SN6 (3.2)
+ nanobody?
Chemokine CXCR4 ICL3 fusion ANT IT1t 2010 [16] 30DU (2.5), 30E6 (3.2),
(human) 30ES8 (3.1), 30E9 (3.1)
ANT CVX15 peptide 30E0 (2.9)
Dopamine D3R (human) ICL3 fusion ANT Eticlopride 2010 [17] 3PBL (2.89)
Histamine H;R (human) ICL3 fusion IAG Doxepin 2011 [18] 3RZE (3.1)
Rhodopsin (bovine) IAG 11-Cis retinal® 2000 (o1 1F88 (2.8)
2004 [81] 1U19 (2.2)

1GZM (2.65), L9H (2.6),
THZX (2.8), 2137 (4.0),
30AX (2.6), 3C9L (2.65)

N2C/N15D/D282C 3C9M (3.4), 2J4Y(3.4)
9-Cis retinal® 2007 [82] 2PED (2.95)
AGO All-trans retinal® 2006 [83] 2G87 (2.6), 2HPY (2.8)
E113Q AGO”™ ll-trans retinal® 201 [49] 2X72 (3.0)
+ Ga peptide® 2011 [50] 3PQR (2.85), 3PX0 (3.0)
Opsin (bovine) APO” 2008 [51] 3CAP (2.9)
APO” Ga peptide® 2008 [52] 3DQB (3.2)
Rhodopsin {squid) IAG 11-Cis retinal® 2008 [84] 2ZIY (3.7)
2008 [85] 2773 (2.5)

Tabla 2. Estructuras de GPCRs determinadas mediante cristalizacion. Receptores de
adenosina Aza, adrenérgicos B1 y B2, de quimiocina CXCR4, dopaminérgico D3 y de histamina Hy,
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
afio, el cddigo de identificacion de la base de datos de proteinas PDB (Protein Data Bank; PDB

ID) y la resolucion de la estructura en angstroms (A). (Tomado de Katritch y col., 2012).

Los datos de biologia estructural obtenidos en estos estudios acerca de la estructura
de receptores es un importante complemento para la informacion previa obtenida a partir de
estudios de mutagénesis, estudios de relacion estructura-actividad con series de compuestos
y de las aproximaciones bioinformaticas de modelizacién de los GPCRs o de los sitios de

unién. Esta informacion puede utilizarse para interpretar y explicar otros resultados
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experimentales biofisicos, bioquimicos o farmacoldgicos y permite abordar el
descubrimiento de farmacos cada vez desde una perspectiva méas racional, sobre todo

apoyandose en los métodos informaticos de modelizacion y simulacion.

El analisis de estas estructuras mediante cristalografia ha permitido determinar una
serie de caracteristicas 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 esta implicada en el reconocimiento y union de ligandos, presenta pocos cambios
conformacionales en el proceso de activacion del receptor y la mayor variabilidad de
secuencia entre los distintos GPCRs. La mitad inferior, implicada en la unién de proteinas
de sefializacién, presenta los mayores cambios conformacionales durante el proceso de
activacion y una menor variabilidad de la secuencia entre los distintos GPCRs (Katritch y
col., 2012) (Fig. 17).
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Area impicada en
la union de
ligandos
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entre los distintos
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la union a diversidad y los
proteinas de mayores cambios
senalizacion conformacionales

entre los distintos
GPCRs

Fig. 17. Areas, variabilidad y cambios conformacionales de los GPCRs. Se representa un
modelo del receptor de dopamina D5 realizado a partir de datos de cristalizacion (PDB ID: 3PBL).
La mitad extracelular aproximadamente desde el plano de la membrana es el area menos
conservada. La otra mitad presenta los mayores cambios conformacionales asociados a la
activacion del receptor. (Tomada y modificada de Katritch y col., 2012).

La informacion acerca de la conformacion y estructura de los bucles extracelulares
hasta ahora era limitada por una serie de factores: son dificiles de alinear y de modelizar
para elaborar modelos bioinformaéticos por la falta de informacion sobre sus elementos
estructurales y porque su estructura es dificil de determinar mediante estudios
cristalograficos debido a su flexibilidad. Asi, el area mas alejada de EL2 del receptor Aza
se asocia a inestabilidad (Jaakola y col., 2008). Estos bucles presentan una serie de
elementos que determinan la estructura del area 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 esta muy conservado dentro de la
superfamilia de GPCR (Rodriguez y col., 2011) y divide EL2 en dos partes: EL2a (la
proxima a TM4) y EL2b (la proxima a TM5) (Katritch y col., 2012). Los elementos

presentes en EL2a varian mucho entre receptores, pueden encontrarse desde la falta de
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estructura secundaria en H1 y D3, hasta una lamina f en A2a que interacciona con otra lamina
B de EL1. EL2b posee también variabilidad: posee solo 4 amino&cidos en Dz y siete en Aza,
en este caso con una hélice a. Otros bucles (EL1 y EL3) presentan una menor variabilidad.
En el caso de A2a, Yy al contrario que en otros receptores, EL1 esta desplazado hacia el
interior y define la entrada al sitio de unién (Katritch y col., 2012). En este receptor la
estructura secundaria de TM5 del receptor Axa también difiere de otros receptores: se trata
de una n-hélice (i+5) con mas aminoacidos por vuelta que la a-hélice estandar. El area de
la mitad extracelular de los receptores dispone de otras zonas de variabilidad, aunque de la
forma del haz de hélices podria decirse que se conserva, sobre todo comparandola con la

que presenta la mitad intracelular del receptor (Katritch y col., 2012).

Con respecto al sitio de union ortostérico decir que son dominios bastante rigidos en
los que ocurren cambios conformacionales limitados (Katritch y col., 2012). Esto podria
conllevar ventajas a la hora de plantear un descubrimiento racional de farmacos a partir de
la informacion de las estructuras publicadas. Los sitios de unién presentan variabilidad en
la localizacién en la estructura global del receptor, haces de hélices que lo conformany, por
supuesto, aminoacidos que lo forman. En el caso del receptor Aza, el sitio de union se
dispone de manera muy proxima a los bucles extracelulares y la interaccion de ligandos con
aminoacidos como Phel68 o Glu5.30 de EL2 y His264(7.29) de EL3 estan 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 Hi el sitio de union se
dispone en una zona profunda del haz de hélices y el i6n fosfato (PO4%) modula el acceso
al mismo (Katritch y col., 2012) (Fig. 18).
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Fig. 18. Representacion de los sitios de unién de los receptores de adenosina Aza (A,
izquierda, codigo PDB 3EML) y de histamina H; (B, derecha, cddigo PDB 2RH1). El sitio de
union de adenosina del receptor Aza se encuentra proximo a los bucles extracelulares y es similar a
un canal accesible. El sitio de unién de H; 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
0 el motivo NPxxY en TM7 (Katritch y col., 2012). Con respecto al grado de variabilidad
entre GPCRs en esta area, 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
comparacion de las formas activas e inactivas de los receptores aporta informacion acerca
de los cambios estructurales que ocurren durante el proceso de activacion (Fig. 19 y Tabla
3).
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Fig. 19. Distintas configuraciones debidas a cambios conformacionales en el proceso de
activacion de GPCRs caracterizadas cristalograficamente. Se representa: el estado inactivo
estabilizado por agonistas inversos o antagonistas (R); el estado inactivo con unién de baja
afinidad de agonistas (R"); el estado activo (R™); dos estados activos en los que hay union de la
proteina G heterotrimérica, siendo el dltimo un estado de union y sefializacion a través de
proteinas G completo tras la liberacion de GTP (R* y R*€). R*CRK y R*A son estados
conformacionales favorables a la unién a cinasas de GPCR y B-arrestinas. (Tomado de Katritch y
col., 2013).
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Ra(. {G
protein
R’ (inactive R” (active R* (active state, with signaling
Receptor R (inactive state) agonist-bound state) state) G o mimic) state)
A2sAR 3EML (47); 3REY, 3RFM, n/a JQAKE (20); n/a n/a
3PWH (46); 3VGA, 2YDOP,
IVGY (116); 3UZA, 2YDV" (21)
3UZC (117); 4EIY (79)
EiAR 2VT4(13); 2YCW, 2YCX, 2Y00, 2Y01, 2Y02, n/a n/a n/a
2YCY, 2YCZ (43); 4AMI, 2Y03, 2Y04 (49)
4AM] (45)
F2AR 2RHI1 (12, 28); 2R4R, 2R4S | 3PDS(114) n/a 3POG*E (23) 3SNG" (22)
(118); 3D4S (41); 3KJ6
(109); INYS, INY9,
3NYA (42)
Rhodopsin | 1F88 (9), 1U19 (40)° 2G87, 2ZHPY (39) ICAPF (15) IDQBAE (14), 2X72¢ n/a
(17); 3PQRE, 3PXO?
(18); 4A4M™E (19)

Tabla 3. Distintos estados de activacion caracterizados en las distintas estructuras
cristalograficas de GPCRs. El receptor A 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 unién de baja afinidad de agonistas (R”), el estado activo (R""), y dos estados activados en los
que hay unidn de la proteina G heterotrimérica, siendo el ultimo un estado de unién y sefializacién

a través de proteinas G completo tras la liberacién de GTP (R* y R*®). (Tomado de Katritch y
col., 2013).

En el area implicada en la unién a proteinas de sefializacion de GPCRs, la variacion
de la posicion de TM6 en los distintos estados de activacion se ha cuantificado desde 3.5 A
(receptor Aza) hasta 14 A (receptor Bo-adrenérgico acoplado a proteinas G) (Katritch y col.,
2013). Otros motivos estructurales de este area como el enlace idnico entre Arg3.50-
Asp(Glu)3.49 se han encontrado en todas las estructuras cristalizadas inactivas y también
en la activa de Aza (Katritch y col., 2013).

Mediante los estudios de cristalizacion pueden caracterizarse sitios alostéricos del
receptor, tales como el bolsillo alostérico presente en el receptor A2a en un canal que une el
area extracelular e intracelular del receptor y que aloja un atomo de sodio. Este bolsillo se
colapsa en el proceso de activacidn. Con respecto a la unién de Na se ha observado un efecto
modulador alostérico negativo de la unidn de agonistas en este y otros GPCRs (Katritch y
col., 2013). También presenta interées el estudio de la di- y oligomerizacién; un ejemplo es
la determinacion de dos grupos consenso de interfaces de simetria a partir del estudio de las
estructuras cristalograficas, las interfaces de simetria A (para rodopsinay el receptor opioide
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K 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 TMG, intracelulares de TM3y TM4
y a TM5y TM®6). La disposicion en el dimero de estas interfaces es antiparalela (Katritch y
col., 2013).

En la actualidad cobran importancia los estudios de simulacion de dinamica
molecular y otras aproximaciones bioinformaticas de modelizacién de GPCRs, realizados a
partir de datos obtenidos de las estructuras cristalograficas con meétodos informaticos
(Rodriguez 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 informacidn presente en los estudios
cristalograficos del receptor, como pueden ser enlaces idnicos entre aminoacidos o
interacciones entre dominios bien definidas. Se realizan analisis de las conformaciones mas
probables de determinados segmentos (TM) y se atribuyen valores de fluctuacion a cada
area que se incorporan a la dindmica del receptor simulado, pudiendo incluirse simulaciones

de la interaccion con agua y la membrana plasmatica (Rodriguez y col., 2011).

1.2.3.2. Aspectos cinéticos de la interaccion ligando-receptor: el tiempo de

residencia (tr)

Los pardmetros que caracterizan la union de un farmaco o ligando a un receptor en
el equilibrio, como las constantes de disociacion en el equilibrio (Kqy Ki), no aportan
informacidn acerca de la dimension temporal del proceso de union ligando-receptor. Los
ensayos de determinacién de estos parametros se realizan en sistemas cerrados en el
equilibrio, en los cuales las concentraciones de ligando libre practicamente se mantienen
invariables. Sin embargo, los sistemas in vivo son sistemas abiertos en los cuales la
concentracion de farmaco libre puede variar o ser objeto de una serie de fenGmenos que
modifican su unién al receptor con respecto a condiciones de equilibrio en ensayos in vitro,
tales como el rebinding (ver mas adelante). El parametro tr permite obtener una medida de
la duracion del complejo ligando-receptor, un parametro menos variable en las distintas
condiciones in vitro o in vivo. El pardmetro tiempo de residencia (tr) se define como el
tiempo de union medio al receptor de cada molécula de una determinada poblacion de las
mismas. Se define matematicamente como la inversa de la constante de velocidad de
disociacion (1/keff). También se define el parametro vida media de disociacion (t12%%%) como

la vida media del complejo ligando-receptor y se calcula como t12%9% = In 2/kofs (Tummino
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y Copeland, 2008). El parametro tiempo de residencia (tr) presenta interés en el proceso de
busqueda de farmacos, en el estudio de la farmacodinamia de farmacos y de su
farmacocinética y por su relacion con la eficacia, seguridad y selectividad de farmacos en

terapéutica (Copeland, 2010).

Con respecto a los fendmenos que condicionan la union del ligando al receptor en
in vivo es preciso destacar el fendmeno de rebinding. De acuerdo con algunos autores, el
fendmeno de unidn de determinados farmacos estaria condicionado por la formacion de una
capa de medio extracelular alrededor de la célula que actuaria como una barrera de difusion
de moléculas de farmaco promoviendo su union de nuevo al receptor. Este limite a la
difusion es favorecido por la complejidad anatémica y fisioldgica, la complejidad de la
matriz extracelular, interacciones electrostaticas e hidrofobicas y factores patoldgicos
(Vauquelin y Charlton, 2010). Basandose en este concepto, se propuso un modelo para
explicar el comportamiento farmacocinético de [®H]-diprenorfina (Perry y col., 1980)
caracterizado mediante un microcompartimento del receptor en el que se contiene la barrera
de difusion y en el cual ocurren fendmenos de asociacion y disociacion de acuerdo con las
constantes de velocidad de asociacion y disociacion kon Y kofr. ElI fArmaco difunde y se
reequilibra con el farmaco presente en otras areas del cerebro de acuerdo con las constantes
de primer orden kin y kout. Asi, y de acuerdo con este modelo, la probabilidad de rebinding
depende de la kon y no de la afinidad (Vauquelin, 2010). Otro modelo de explicacion del
rebinding que guarda similitudes es el de Goldstein y col. (1995). El fenémeno de rebinding
se considera un parametro fundamental a tener en cuenta en condiciones tanto in vitro como
in vivo y del que se espera que prolongue la duracion de la accion al hacer que aumente o
se estabilice la ocupacion del receptor en los distintos tiempos de la curva farmacocinética
de una administracion, pese a la barrera para la union del ligando al receptor que supone la
capa de difusion en los estadios iniciales de la administracion (Vauquelin, 2010). Con
respecto a la interpretacion de ensayos funcionales en los que se observa un antagonismo
no remontable existen dos explicaciones: la actividad moduladora alostérica o la existencia
de fendmenos de cooperatividad negativa y el recurso a tr elevado del competidor en el
receptor, sobre todo en ausencia de reserva de receptores o tratindose de un proceso de

unién del ligando al receptor de un solo paso (Vauquelin y Szczuka, 2007).
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La dimensién tiempo del fendmeno de unién del farmaco al receptor puede ser
caracterizado mediante las constantes de velocidad de asociacion y disociacién del farmaco
del receptor (kon y Koff, respectivamente). Ambas definen el valor de la constante de
disociacion cinética (Kq) de acuerdo con la ecuacion Kof/kon, ecuacion valida para referirse
al primer paso de union del complejo binario ligando-receptor (Tummino y Copeland, 2008)
(Fig. 20). La constante de disociacion (Kq) se relaciona, ademds, con parametros
termodinamicos como la energia libre de Gibbs (AG) ya que las diferencias de energia libre
entre los estados unido y libre del farmaco al receptor (AGq) determina el valor de afinidad.
Estas se relacionan mediante la ecuacion que define la variacion de energia libre como AGg
= R-T-In (Kg), siendo R = 8.314 (J-°K*-mol™?) y T la temperatura en grados kelvin (Pan y
col., 2013).

La constante de velocidad de disociacion (koff) informa acerca de la dimension
temporal del fenébmeno de unién del ligando al receptor, concretamente de la tasa de
disociacién de los elementos del complejo. La constante de velocidad de asociacion (Kon)
hace referencia a la velocidad de formacion del complejo farmaco-receptor. El célculo de
esta a partir de la constante de velocidad de asociacion observada (kobs) depende de la
concentracion del ligando que se asocia y del mecanismo cinético de union ligando-receptor
(Fig. 20). Se han definido tres mecanismos cinéticos de interaccion ligando-receptor

(Tummino y Copeland, 2008):

- El primero (mecanismo A) consiste en un mecanismo de asociacion y disociacion
de un solo paso de manera que el receptor (R) y el ligando (L) se unen para formar
el complejo (RL), y esta formacion es el Unico paso determinante cinéticamente. La
constante de velocidad de disociacion (koff) equivale a la constante de velocidad de
disociacion ko y la constante de velocidad de asociacion (kon) equivale a la constante
de asociacion ki, En este modelo el valor de la constante de asociacion observada
equivale a ki-[L]+kz, siendo [L] la concentracion de radioligando. EI modelo de
asociacion de un paso de union y otro de disociacion, se esquematiza en la siguiente
figura:

L+R — RL — L+R
kon kof f

Este mecanismo cinético de union se considera predominante en la mayoria de los

procesos de union ligando a GPCRs (Guo y col., 2014a).
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Un segundo modelo de interaccion ligando-receptor (mecanismo B) (Tummino y
Copeland, 2008) es analogo al modelo de interaccion enzima-sustrato con ajuste
inducido (Koshland y col., 1958). En este modelo hay una formacién inicial de un
complejo (RL), a partir del cual se forma mediante isomerizacién otro complejo
(R*L). Ambas fases determinan la velocidad de union del ligando. El valor de la
constante de velocidad de disociacion en este caso viene definido en funcion de una
ecuacion que incorpora las dos microconstantes de disociacion (kz, correspondiente
a la disociacion del complejo RL y ks correspondiente a la reversion de
isomerizacién del complejo R*L). Puede esperarse que en la mayoria de los casos
sea la reversion de isomerizacion ks el factor limitante de la disociacion del
complejo. Unos valores similares para ko y ks provocaria que ambas fueran limitantes
de la disociacion del complejo ligando-receptor. Puede determinarse una constante
de disociacion en el equilibrio correspondiente a la formacién del complejo RL (Kq)
y otra correspondiente a la afinidad del complejo final R*L (Kq¢*) (Fig. 20). Este
mecanismo cinético de asociacion de un paso de unién y otro de disociacion, se

esquematiza en la siguiente figura:

L+R - RL > R'L > RL - L+R
k1 k3 k4 k2

Este mecanismo cinético de unién se considera predominante en la mayoria de los
procesos de union ligando-receptor (Guo y col., 2014a).

El tercer mecanismo propuesto (mecanismo C) (Tummino y Copeland, 2008) se
trata de una seleccion 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
funcidn de la concentracién de L y de la microconstante ks decrece la poblacion de
receptores R*, que se forman a partir de receptores R segun la microconstante k.
Una caracteristica que lo diferencia de los mecanismos A y B es que el valor de la
constante de asociacion observada (kobs) disminuye al aumentar la concentracion de

L (aumenta en los modelos de mecanismos A 'y B).
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Kinetic Mechanism A" Mechanism B” Mechanism C*
Parameter
K" k L licabl
d i, A not applicable
k, __ K, k
o : - Ky
Ky not applicable K+ ks 1+£ k,
k—l k-1 ‘
ki [L] k k,  _ k,
hy + 0 =, +—2 k + =k +
d 4 4
K kL] + k, k, 1+ K [H kg[u} [, L1
[£] k, y
e k3k4
o b (k, +k, +k,) k
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Fig. 20. Mecanismaos cinéticos de union ligando-receptor y definiciones matematicas de

constantes para los modelos A (mecanismo de un solo paso), B (mecanismo de tipo ajuste-

inducido) y C (equilibrio conformacional). °Kq es la constante de disociacion en el equilibrio

referida al complejo inicial RL. °Kq* es la constante de disociacion en el equilibrio para el

complejo final binario R*L en un mecanismo cinético de union de dos pasos. %qps €s la constante

de velocidad de asociacion observada y ko la constante de velocidad de disociacion. ki1 y ko

equivalen a kon Y Kofren el mecanismo A. En el mecanismo B hay dos constantes de velocidad de
asociacion (ki y ks) y dos constantes de velocidad de disociacion (k2 y kas); ks y ka corresponden al

ajuste conformacional. En el mecanismo C hay dos constantes de velocidad de interconversion

entre estados de un receptor (ki y k2); una constante de velocidad de asociacion (ks) y una

constante de velocidad de disociacion (ks) al receptor competente para unir ligando (R*). 'r es el

tiempo de residencia (tr) y %1% la vida media de disociacion del complejo receptor-ligando.

A partir de la constante de asociacion observada (Kobs) puede determinarse la kon €n

(Tomado de Tummino y Copeland, 2008).

los distintos modelos de union de acuerdo con las ecuaciones apropiadas.

correspondiente al mecanismo A define kon como el cociente (Kobs - Koff)/[L], siendo [L] la
concentracion experimental del radioligando que se asocia. En relacion a los mecanismos

que se acaban de mencionar la kops presenta un perfil de variacion caracteristico en funcion

de la concentracion de ligando y los distintos mecanismos cinéticos de union (Fig. 21).
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Fig. 21. Valores observados experimentalmente de la constante de asociacion observada (Kobs;
constante de pseudoprimer orden) en funcion de la concentracion del ligando (inhibitor) y del
mecanismo de unién al receptor (A, B o C). La curva A (ajuste lineal) corresponde al modelo
cinético de asociacion simple o de un solo paso. La curva B corresponde al modelo cinético de dos
pasos (con isomerizacion tras la union) y es analogo 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 seleccion conformacional. (Tomado de Tummino y
Copeland, 2008).

Son determinantes a nivel molecular de la cinética de union de un ligando a un
receptor aspectos como: la accesibilidad del sitio de unién y las interacciones gue establece
el farmaco hasta llegar al sitio de unién; los cambios conformacionales de los distintos
dominios en el acceso del ligando al sitio de union; las interacciones del ligando con el
receptor de tipo idnico, mediante puentes de hidrégeno o de tipo van der Waals, no siendo
la complementariedad i6nica un factor determinante para una rapida union de ligandos
(Collins, 2012); y la presencia de moléculas de agua (Pan y col., 2013). En estudios de
simulacion computacionales en el receptor Aza se ha relacionado la presencia de moléculas
de agua con disminuciones del tr de antagonistas del receptor de adenosina Aza (Bortolato
y col., 2013). Las numerosas estructuras cristalograficas de GPCR, publicadas en los
altimos afios contribuiran a determinar aminoacidos o dominios que podrian ser

condicionantes de la cinética de union de ligandos.

En relacién con determinantes estructurales del tr y como ejemplo, destacar que se

ha relacionado la mayor flexibilidad del segundo bucle extracelular del receptor

77



Introduccion

muscarinico 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 ultimo (Kruse y col.,
2012). Como ejemplo, pueden tomarse los valores de tr en el receptor M3z de 90 min para
tiotropio, 50 min para aclidinio y de algo mas de medio minuto para ipratropio calculados a
partir de los valores de Koff publicados por Gavalda y col., (2009) que se obtuvieron mediante
ensayos de asociacion y disociacion en membranas. No debe olvidarse que la temperatura
y fuerza iénica del medio experimental o fisioldgico constituyen factores de primer orden
que influyen sobre la determinacion del tiempo de residencia. Como ejemplo y con respecto
al receptor M3, la determinacion del tiempo de ocupacion de farmacos como tiotropio en
ensayos cinéticos in vitro a 37°C y con concentraciones de Na* similares a las fisiolégicas
determina una vida media (t12) unas 10 veces inferior al obtenido en otras condiciones no

fisioldgicas (Sykes y col., 2012).

Los estudios de relacion estructura-actividad cléasicos relacionan parametros fisico-
quimicos o estructurales de ligandos con parametros de afinidad o eficacia funcional.
Similares en ciertos aspectos a aquellos, los estudios de relaciones cinético-estructurales
(Structure-Kinetic Relationship, SKR) incorporan la dimensién tiempo a la hora de describir
esas relaciones, entre ellas la variable tiempo de residencia y presentan indudable interés en
el area de descubrimiento de farmacos su implementacién en un formato de alto
rendimiento. Como ejemplo de este tipo de estudios y de manera destacada se ha descrito
una buena correlacién entre tr y eficacia funcional para determinados agonistas del receptor
Aza de adenosina (Guo y col., 2012). Otros trabajos de farmacologia molecular describen
relaciones entre la estructura y la cinética de union (SKR) utilizando el tiempo de residencia,
de derivados del ligando ZM241385 en el receptor Aza de adenosina (Guo y col., 2014) o

de ligandos del receptor muscarinico Mz (Tautermann y col., 2013).

El tiempo de residencia presenta interés en terapéutica: puede ser determinante para
la duracion, la eficacia o la idoneidad de una concreta indicacion terapéutica. Es importante
su integracion e interpretacion conjunta junto a otros parametros farmacocinéticos. Para un
modelo sencillo de distribucion monocompartimental que tiene en cuenta la asociacion y
disociacién del ligando al receptor, se concluye que para la disminucion de complejos
ligando-receptor o la disociacion del receptor o la tasa de eliminacién del compartimento

serian el paso limitante del proceso (Dahl y Akerud, 2013). Ademas, hay que tener en cuenta
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que la existencia del fendmeno de rebinding puede prolongar la duracion de accion
(Vauguelin y Charlton, 2010). De esta forma existe una dependencia de la eficacia de otros
parametros farmacocinéticos: para los broncodilatadores [-adrenérgicos (salbutamol,
indacaterol y salmeterol) se investiga, pero no se encuentra una relacion entre tiempo de
residencia y duracién de accion terapéutica (Sykes y Charlton, 2012). Existen modelos
farmacocinéticos que integran pardmetros cinéticos de unidn a receptores con conceptos de
farmacocinética clasicos. EI modelo disposicion del farmaco mediado por diana (target-
mediated drug disposition; TMDD) considera que la capacidad de union del farmaco a la
diana es limitada y saturable, y que esta union tiene implicaciones por si misma para los
fendmenos de disposicion (Levy, 1994; Peletier y Gabrielsson, 2009). Integran pardmetros
tales como concentracién de ligando (L), de receptor (R) o de complejo ligando-receptor
(RL), parametros de asociacion y disociacion del receptor (kon Y koff) y pardmetros de
velocidad de administracion y eliminacion. 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 disposicion 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 dafio neuronal en casos
de activacién patoldgica del receptor, mostrando un perfil de seguridad y tolerabilidad
aceptable y superior al de un antagonista de lenta disociacion, pues permitiria la
neurotransmision fisiologica (Lipton, 2006).

Se asocia la duracién de accion terapéutica del antihipertensivo inhibidor de renina
aliskirén con sus elevados tiempos de residencia como inhibidor enzimatico. También se
asocian la superior duracion de accion y eficacia terapéutica del antihistaminico Hi
desloratadina (Anthes y col., 2002) y del candesartan (antagonista de receptores AT: de
angiotensina) (Vauquelin y col., 2006) con un mayor tiempo de residencia en la diana. Se
han relacionado la aparicion de resistencias a farmacos anti-VIH como darunavir (inhibidor
de la proteasa) con disminuciones del tiempo de residencia de estos farmacos (Dierynck y
col.,, 2007). En la indicacion de &cido acetilsalicilico para la prevencién de eventos
aterotrombdéticos a bajas dosis, la idoneidad de esta concreta indicacion terapéutica se debe

a una accion farmacodindmica sostenida (irreversible) en plaquetas, que no sintetizan
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ciclooxigenasa. La baja dosificacion 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 antipsicéticos las diferencias en el perfil de
efectos adversos extrapiramidales de los antipsicéticos (Kapur y Seeman, 2001). El tr para
farmacos como clozapina y quetiapina en el receptor D> es inferior a un minuto; para otros
antipsicoticos clasicos como haloperidol y clorpromazina esta en torno a 30 min (Seeman,
2014). Se considera que el tiempo de residencia de los primeros controla los sintomas
positivos y no interrumpe la sefializacion dopaminérgica fisioldgica, lo que disminuye la
incidencia de efectos adversos extrapiramidales (Alamo y col., 2007a) Ademas en relacion
con este receptor y farmacos, en estudios de farmacologia se han encontrado relaciones de
correlacion entre una rapida disociacion del receptor D2 y menor lipofilia y menor peso
molecular estudiando compuestos como benzamidas, butirofenonas, compuestos triciclicos
anadlogos 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 sélo por
los posibles efectos derivados de la actividad en un tipo de diana, sino que en el caso de
farmacos con perfil multirreceptorial los distintos tiempos de residencia en las distintas
dianas pueden generar para cada farmaco un concreto perfil de selectividad cinética. Tras
la disposicién del farmaco el tiempo de residencia en cada diana podria ser determinante
para el perfil de efectos adversos o eficacia. Los farmacos para el tratamiento de
enfermedades del SNC (esquizofrenia, depresion o mania) suelen presentar un perfil de
selectividad complejo, responsable en general de superioridad terapéutica sobre todo en el
caso de los antipsicoticos atipicos, pero también del perfil de efectos secundarios. En el caso
de los broncodilatadores antagonistas muscarinicos tales como el tiotropio, el tiempo de
residencia de tiotropio en el receptor M3 es considerablemente mayor al de ipratropio. Esta
caracteristica inicialmente se utilizo para explicar su eficacia tras la administracion de una
sola dosis al dia ya que su perfil farmacocinético sistémico no ayudaba a explicarla (Disse
y col., 1999) aunque hoy se proponen que la larga duracién de accion de broncodilatadores
antagonistas muscarinicos debe estar provocada por otros fendmenos como el rebinding

(Sykes y col., 2012). Sin embargo, para esta clase de farmacos (ipratropio, tiotropio y
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aclidinio), las diferencias de tiempo de residencia entre los receptores M2 y Mz, con un
mayor tiempo de residencia de todos los farmacos en el receptor M3z con respecto al receptor
M2 y un ratio de kofr M2/M3 superior también en todos los casos a 4 (Gavalda y col., 2009),
confieren un perfil de selectividad cinética favorable a la produccién de menos reacciones
adversas cardiovasculares relacionadas con el antagonismo Mz (Gavalda y col., 2009).
Aunque respecto a esto Gltimo algunos autores consideran que aclidinio presenta un perfil
tendente a la produccién de menos efectos adversos cardiovasculares, no sélo por su menor
tiempo de residencia en el receptor M2 (al igual que ipratropio) con respecto a tiotropio, sino
por un fenémeno de metabolizacidn sistémica rapida que minimiza su distribucion en

corazon (Gavalda y col., 2009).

El tr se considera de elevada importancia en descubrimiento temprano de farmacos,
concretamente en los procesos iniciales de cribado de moléculas y de optimizacion de
cabezas de serie (Copeland y col., 2006; Luy Tonge, 2010). Se considera un predictor de la
eficacia (Lu y Tonge, 2010). Se considera que en actividades de investigacion de relaciones
entre la estructura y la actividad de moléculas (SAR) el parametro kon N0 presenta tanto
interés porque aun tratando de modificarlo la unién del farmaco al receptor puede estar
determinada por la difusion, la dosis u otros parametros farmacocinéticos (Copeland y col.,
2006). La optimizacion de Kqy de la constante de velocidad de disociacion (ko) en
derivados de un farmaco6foro no tiene por qué ser convergente (Copeland y col., 2006). A
esto se afiade que el parametro 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
duracion de accion o el perfil de selectividad (cinética). Por estas razones se recomienda
disponer de informacion acerca de la dimension temporal del fendmeno de unién ligando-
diana desde un primer momento, determinando el pardmetro tr a partir del valor de la
constante kofr. Algunos autores proponen en actividades de descubrimiento de farmacos
como validacién de dianas, generacién de cabezas de serie y su optimizacion, una
integracion sistematica de consideraciones de tipo farmacocinético y farmacodinamico
(farmacologia integrativa, farmacologia cuantitativa) mas amplia, en aspectos tales como
dosis-respuesta, margenes de seguridad y parametros de distribucion (Gabrielsson y col.,
2009). Como ejemplo en actividad de descubrimiento de farmacos de inhibidores de la

enzima Fabl de Francisella tularensis se ha visto correlacion entre tr y eficacia in vivo en

81



Introduccion

modelo animal de tularemia, pero no para parametros de afinidad (Ki) o concentracién
minima inhibitoria (MIC) (Lu y Tonge, 2010).

En cuanto a la realizacion de ensayos cobran importancia disefios experimentales
adecuados para llevar a cabo determinaciones en formatos de medio y alto rendimiento
(High-Throughput Screening, HTS). Los procedimientos m&s comunes para la
determinacion de las constantes de velocidad de asociacion y disociacién a receptores son
los “directos” mediante la iniciacion de la asociacion o disociacion a distintoS tiempos,
midiendo el radioligando unido a cada uno de ellos y el procedimiento de competicion
cinética (Motulsky y Mahan, 1984; Sykes y col., 2010), que consiste en llevar a cabo una
competicion de unidn/asociacion entre un radioligando y un ligando competidor del que
queremos determinar sus Kon Y Kotf., determinando a distintos tiempos el radioligando unido.
Este ultimo disefio experimental presenta la ventaja de que puede utilizarse para determinar
constantes cinéticas de ligandos no marcados. El desarrollo matematico del modelo parte de
que entre ambos ligandos y el receptor se produce una asociacion mediante un mecanismo

cinético de un solo paso.

Partiendo del método de competicion cinética se ha desarrollado un modelo de
ensayo que difiere en la ejecucion y en el analisis de los resultados del método cléasico: el
ensayo de asociacion competitiva de dos puntos (dual-point competition association assay;
Guo y col., 2012a). Se basa en el distinto perfil de las curvas de competicion cinética segln
el que la velocidad de disociacion del competidor sea mayor o menor que la del radioligando
(Fig. 22). El calculo de cocientes de union especifica a distintos tiempos permite determinar
si el ligando competidor posee una mayor o menor constante velocidad de disociacién de la
diana que el radioligando cuya constante es conocida. Permite simplificar las

determinaciones de union de radioligando y utilizarlo en ensayos de alto rendimiento.
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Fig. 22. Modelo de representacion de los resultados de un ensayo de competicién cinético de
dos puntos. La curva A representa una asociacion de radioligando simple. La curva B representa
un experimento de competicion en el que la constante de velocidad de disociacion del competidor
es menor que la del radioligando (k2 > ka), esto es, el tiempo de residencia del competidor es
mayor. La curva C corresponde a una competicion en la que la constante de velocidad de
disociacion del radioligando es la menor (kz < ks). (Tomado de Guo y col., 2012a).

Otro procedimiento in vitro que permite determinar la Kotr de ligandos sin marcar es
el de competicidn en dos pasos (two-step competition, TSC) (Packeu y col., 2010). Consiste
en una incubacion con un rango de concentraciones de competidor, un lavado y finalmente
una incubacion con una concentracion de radioligando durante un tiempo determinado. Se
produce un desplazamiento de la curva de competicion en funcién del tr del ligando
competidor y puede determinarse el valor de kot 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 determinacion del tiempo de
residencia, distintos a los ya abundantemente documentados basados en la unién de
radioligandos, esta desarrollado y establecido el método de resonancia de plasma de
superficie (surface plasmon resonance, SPR) que tiene en cuenta el indice refractivo y el
angulo critico de la luz polarizada (Hoffmann y col., 2015). Requiere la inmovilizacién de
la muestra, y en general la purificacion, en un entorno no bioldgico pero que posibilita
sistemas de flujo y la deteccion 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 union de ligandos (Hoffmann y
col., 2015). El primero es una técnica biofisica comparable a la SPR en muchas ventajas e
inconvenientes. Las técnicas de fluorescencia comprenden las basadas en la intensidad de
fluorescencia, la anisotropia de fluorescencia, la espectroscopia de correlacion de
fluorescencia y podrian clasificarse como tales las basadas en la transferencia de energia de
resonancia. Presentan como inconveniente general el que el uso de ligandos modificados
incorporando fluoréforos requiere realizar una caracterizacion farmacologica de los
mismos. Las técnicas de anisotropia y de espectroscopia de correlacion no necesitan la
separacion del radioligando no unido del unido. Para hacer uso de las técnicas basadas en
transferencia de energia entre ligando y receptor mediante fluorescencia o bioluminiscencia
se necesita el disefio, clonacion y validacion de los receptores incorporando la secuencia de
la proteina fluorescente adecuada. Las tres ultimas técnicas posibilitan el analisis en tiempo
real (Hoffman y col., 2015).
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Justificacion y Objetivos

2.1. ESTUDIO DE DETERMINANTES ESTRUCTURALES EN EL SITIO DE UNION DEL
RECEPTOR RELEVANTES PARA EL PERFIL DE AFINIDAD Y SELECTIVIDAD DE

ANTIPSICOTICOS SOBRE GPCRS DE SU RECEPTOROMA

La primera parte del trabajo presentado se centra en conocer la contribucion de
determinados componentes estructurales en el bolsillo de union de GPCRs pertenecientes
al receptoroma de antipsicéticos a la interaccion ligando-receptor para estos farmacos.

Clozapina es uno de los antipsicoticos mas eficaces, considerado el “gold standard”
entre los antipsicaticos 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 opcién ampliamente utilizada con una buena
eficacia clinica (Juliano y col., 2013). Con respecto al perfil multirreceptorial caracteristico
de estos farmacos existe un interés en conocer el perfil “ideal” asociado a eficacia y
disminucion de efectos adversos. El estudio de este perfil siempre conlleva un aumento del
conocimiento acerca de la fisiopatologia y clinica de la enfermedad y permite comprender
aspectos como selectividad farmacoldgica y su relacion con las reacciones adversas 0 con
la eficacia clinica, vias de sefializacion molecular celulares y vias de sefializacion cerebrales,
relaciones estructura-actividad de farmacos y estructura de receptores. El primer objetivo
de nuestro trabajo fue conocer si determinados residuos localizados en el sitio de union de
GPCRs relevantes en la farmacologia de los antipsicéticos son determinantes para el perfil
de afinidad y selectividad de estos farmacos, centrandonos en los antipsicoticos de gran
relevancia terapéutica clozapina y olanzapina (Fig. 23) como modelo de estudio.

fCHa fCHj

N N

() »,
R

0 o

clozapina olanzapina

Fig. 23. Estructura quimica de la clozapina (dibenzodiazepina) y de la olanzapina

(tienobenzodiazepina). Aparecen sefialados los atomos de N en posiciones 5y 10.
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Este trabajo se llevo a cabo en el contexto de un proyecto de colaboracion con el
grupo de Informatica Biomédica del Dr. Manuel Pastor (IMIM/Universitat Pompeu Fabra).
Nuestro estudio partié de resultados previos obtenidos por dicho grupo, a partir de modelos
computacionales de 14 receptores GPCR diana de antipsicoticos (entre ellos los
serotoninérgicos 5-HT1a 'y 5-HT2a y el dopaminérgico D>) realizados por homologia en base
a la estructura cristalografica del receptor B2-adrenérgico unido a carazolol (cédigo 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 completd 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 analisis de la relacion

entre estos aspectos y la secuencia aminoacidica y estructura de los GPCRs a estudio.

El trabajo de Selent y col. (2008), base para nuestros estudios, abordd en primer
lugar un anélisis del perfil de afinidad de clozapina y olanzapina por 14 GPCRs del
receptoroma de antipsicéticos, en concreto, los serotoninérgicos 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT2g,
5-HT2c, 5-HTe y 5-HT7; dopaminérgicos D2, D3 y Da; muscarinicos M1 y Ma; adrenérgicos
a1y o2 € histaminérgico Hi. Los valores de afinidad tenidos en cuenta para la realizacion de
este estudio corresponden a datos experimentales que se recopilaron de la literatura, asi

como de bases de datos publicas, y son los que se recogen en la Tabla 4.
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Receptor Rhodopsin  [5, Adrenergic  Res. pk, pK
homology” homology™ 336 olanzapine” clozapine'”

5-HT,, 10.7 60.7 5 88 83

5-HT.q 10.7 57 5 8.2 8.5

5-HT,c 10.7 60.7 S 83 8.1

M, 17.8 25 5 80 8.2

M, 17.8 25 5 79 7.9

H, 14.2 464 5 82 8.1

5-HT,, 17.8 53.5 c s0Y 7.0

5-HT, 14.2 &0.7 C &1 81

5-HT, 10.7 53.5 c 71 7.7

D,* 14.2 57.1 c 7.7 6.9

D, 14.2 535 c 77 7.0

D 14.2 535 c 77 7.4

a, 14.2 571 C 76 8.0

; 14.2 50 C 65(655 7.1(7.82)"

Tabla 4. Caracteristicas de los GPCRs modelizados en el trabajo de Selent y col., 2008. °lLos
valores de afinidad (pKi) de clozapina y olanzapina se tomaron de Lange y col., (2007). ElLas
columnas de homologia se refieren al porcentaje de identidad de secuencia entre residuos del sitio
de union de los receptores. PlOlanzapina no presenta afinidad por el receptor 5-HTa,
asignandosele un valor de 5 (pK;) de cara a llevar a cabo posteriores analisis. [ILos valores de
afinidad por el receptor D, se refieren a la variante Dys. [ILos valores de afinidad por el receptor
Dy se refieren a la isoforma Da.. FILos valores de afinidad por el receptor a» 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 K; Database: http://pdsp.med.unc.edu/). (Tomado de Selent y col., 2008).

Posteriormente, en el citado trabajo de Selent y col. se realizd un analisis de la
estructura del sitio de union de estos 14 GPCRs en complejo con clozapina y olanzapina.
Se realizaron superposiciones de los modelos por homologia de los distintos receptores
generados que permitieron realizar una comparacion de la estructura del sitio de union de
los distintos GPCRs. También se incluyo un analisis de la superposicion de las posiciones
de acoplamiento de los antipsicoticos clozapina y olanzapina en los distintos receptores
(Fig. 24), lo que permiti6é hacer una comparacion de las interacciones que tienen lugar en

los distintos complejos ligando-receptor.
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Fig. 24. Superposicion de los modelos por homologia de los 14 GPCRs modelizados en el
trabajo de Selent y col., (2008). (a) Se muestran la disposicion de las cadenas laterales en el sitio
de union de los GPCRs y (b) la superposicion 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 caracteristicas estructurales comunes a los 14 GPCRs (Selent y
col., 2008): el aspartico en posicion 3.32 determinante para la union de ligandos; regiones
hidrofilicas en TM3 y TM5; regiones hidrofébicas como el agrupamiento aromatico entre
TM5 y TM6 vy residuos alifaticos en TM1 y TM2. Las regiones hidrofilicas identificadas
comprenden la posicion Cys/Ser 3.36 y las posiciones en TM5 5.42, 5.43 y 5.46, para las
que ya se habia descrito algun papel, tanto en la modulacion de la afinidad y el
posicionamiento de ligandos serotoninérgicos con determinadas caracteristicas estructurales
en el caso de la posicidn 3.36 en el bolsillo de union del receptor 5-HT2a (Almaula y col.,
1996) como en la selectividad por grupos aromaticos (fenol, catecol, imidazol, indol) de
ligandos enddgenos por el receptor beta-adrenérgico (posiciones 5.42, 543 y 5.46 )
(Kobilka, 2004) (Fig. 25).
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Fig. 25. Representacion de zonas y posiciones homdlogas identificadas en el estudio de Selent
y col. (2008) en el sitio de union entre los receptores modelizados. Se sefialan el residuo
Asp3.32 conservado en TM3 (naranja); regiones hidrofébicas (verde): agrupamiento aromatico en
TM5 y TM6 vy residuos alifaticos en TM1y TM2; regiones hidrofilicas (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
comparacion un alineamiento de la secuencia en el sitio de unién 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 modelizacion de GPCRs del receptoroma de los
antipsicoticos y de acoplamiento de ligandos (clozapina, olanzapina) en esos modelos
derivan tres hipotesis acerca de la interaccion ligando-receptor que fueron confrontadas
experimentalmente en este bloque de trabajo. Estas hipotesis plantean comprobar la
relevancia de aminoacidos en determinadas posiciones de GPCRs del receptoroma de
antipsicoticos para el perfil de afinidad y selectividad de clozapina y olanzapina, entre otros
ligandos, por esos GPCRs. Con el planteamiento y comprobacion de estas hipotesis se
espera que los resultados verifiquen y complementen la informacion disponible y obtenida
en los estudios de modelizacion y acoplamiento de ligandos (Selent y col., 2008). Se
considera que los resultados aportardn informacion acerca de la relevancia de los
aminoacidos 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 biologia estructural de receptores podria verse aumentado al igual

que podrian definirse mejor los determinantes del perfil multirreceptorial de farmacos
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antipsicaticos. Indirectamente, se podria ampliar la informacién disponible en el area de

descubrimiento de farmacos (optimizacion de cabezas de serie, modelizacién).

2.1.1. Relevancia del residuo en posicion 3.36 para la union de antipsicoticos

a GPCRs de su receptoroma

El estudio planteado en este subapartado de nuestro trabajo parte de observacion de
que los perfiles de afinidad de clozapina y olanzapina por distintos GPCRs guardan relacién
con la identidad del residuo en la posicién 3.36 del receptor. En concreto, la presencia de
Ser o Cys en dicha posicion definiria dos grupos de receptores por los que ambos
antipsicoticos presentarian mayor y menor afinidad, respectivamente. De acuerdo con esta
observacién, la importancia del residuo 3.36 ya habia sido evidenciada en estudios previos
en los que se demostro 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 union 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 posicion 3.36, entre los que se encuentran los receptores
5-HT2a, 5-HT2g, 5-HT2c, M1, Ma y H1, que por los receptores con un residuo Cys en esta
posicion (D2, D3, D4, 5-HT1a, 5-HTe, 5-HT7, a1 y 02), siendo el incremento medio del valor
de afinidad de olanzapina asociado a Ser3.36 de aproximadamente una unidad logaritmica

(algo menor en el caso de clozapina: 0.8) en unidades pK; (Fig. 26) (Selent y col., 2008).
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Fig. 26. La gréfica resume los valores de afinidad (pK;i) de olanzapina y clozapina por los
distintos receptores con Cys 0 Ser en posicién 3.36 (grupos C3.36 y S3.36, respectivamente).
Los dos antipsicéticos presentan mayor afinidad por los receptores con Ser en posicién 3.36 con
respecto a los receptores con Cys en esa posicion (test t de Student, p < 0.001). (Tomado y
modificado de Selent y col., 2008). Receptores Cys3.36: D, D3, D4, 5-HT1a, 5-HTs, 5-HT7, a1 y
ay; receptores Ser3.36: 5-HTa, 5-HT2g, 5-HT2c, M1, May Hi.

Dentro de los dos grupos de receptores identificados, destacan por su relevancia en
el perfil farmacoldgico de los antipsicoticos 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 antipsicoticos 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 establecian tanto con el receptor 5-HT2a como en el D2: disposicion
del anillo triciclico de forma perpendicular al plano de la membrana; formacion de un enlace
iGnico entre el &tomo de nitrégeno protonado en el anillo piperazina del ligando y Asp3.32;
la existencia de una zona de union hidrofobica que empareda al ligando conformada por los
residuos Phe6.52 y Val3.33; formacion de un enlace mediante puente de hidrogeno entre el
atomo de nitrégeno 5 del ligando y Ser5.46; y existencia de una interaccion aromatica entre

el anillo triciclico y Trp6.48 (Fig. 27).
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Fig. 27. Se representa un complejo clozapina-receptor 5-HT:a (a) y un complejo clozapina-
receptor D (b). Se indican las principales interacciones entre estos receptores y el ligando: una
union ionica entre el &tomo de N protonado en el anillo piperazina de clozapina con Asp3.32, el
sandwich hidrofébico entre Phe6.52 y Val3.33, el puente de hidrogeno entre el &tomo N5y
Ser5.46 y una interaccion aromética entre el sistema triciclico y Trp6.48. “X” sefiala la interaccion
mediante puente de H de Cys3.36 con el &tomo N10 de clozapina, méas débil o ausente en el

complejo con el receptor D,. (Tomado de Selent y col., 2008).

Un analisis 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 hidrdgeno que se establece entre el &tomo de nitrdgeno N10 de los ligandos y el

residuo 3.36 del receptor, que es mas débil en el caso de Cys3.36 (receptor D2) que en el
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caso de Ser3.36 (receptor 5-HT2a). Asi, la diferencia de afinidades de los antipsicoticos por
los dos grupos de receptores podria ser reflejo de la relevancia del aminoacido en posicion

3.36 para la unién de estos ligandos.

En base a estos datos, y con el objetivo de aportar informacion acerca de la
relevancia del aminoacido en posicion 3.36 (Ser o Cys) en GPCRs del receptoroma de
antipsicoticos para la interaccion con los ligandos clozapina y olanzapina, del tipo de
interaccion establecida y/o de componentes estructurales de los ligandos relevantes para su
perfil farmacoldgico, se plante6 comprobar experimentalmente si la identidad (Ser o Cys)
del residuo en posicion 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 D, (Cys3.36), sobre los que se llevo 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 posicion 3.36: el
receptor 5-HT2a-Ser3.36Cys y el receptor D2s-Cys3.36Ser, con el objetivo de verificar
mediante ensayos de union de radioligandos de competicion la relevancia del aminoacido

en posicion 3.36 para los perfiles de afinidad de clozapina y olanzapina.

2.1.2. Relevancia de los residuos en las posiciones 5.43 y 5.46 para la union

de antipsicoticos a GPCRs de su receptoroma

Al igual que en el caso anterior, la hipotesis que se plantea en este subapartado parte
de los resultados del estudio de modelizacion y acoplamiento multirreceptorial realizado
por Selent y col., (2008). Clozapina y olanzapina son dos antipsicéticos atipicos con un
perfil de afinidades por distintos GPCRs también bastante semejante y con estructura
quimica muy similar, siendo la principal diferencia estructural ente ambos ligandos el
reemplazamiento bioisostérico del anillo fenilo en el sistema triciclico 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, encontrandose
una afinidad mayor de olanzapina en comparacion con clozapina por una serie de receptores
entre los que se encuentran los receptores D> (el caso mas notable), D3, D4 y 5-HT2a (grupo
1) (Fig. 28).Por el contrario, clozapina presenté una afinidad mayor que olanzapina por

receptores tales como 5-HT1a (el caso mas notable), 5-HT2g, 5-HT7 y adrenérgicos o1 y o
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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 antipsicoticos permitieron hacer una preseleccion de posiciones
que conforman el sitio de unidn de antipsicoticos. Asi, el alineamiento multiple de la
secuencia aminoacidica en posiciones relevantes para la interaccion antipsicotico-receptor
de acuerdo con los estudios de acoplamiento sobre los modelos receptoriales generados,
para los receptores mencionados como pertenecientes a los dos grupos identificados,
permitio apreciar notables similitudes entre los receptores pertenecientes a cada grupo, asi
como algunas diferencias destacables entre los dos grupos. Especificamente, 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) podria decirse que comparten la
caracteristica estructural de presentar residuos mas hidrofébicos que Ser en estas posiciones
(Fig. 28). Asimismo, un residuo con propiedades de donante/aceptor de puentes de
hidrégeno (His/Asn) aparece conservado en la posicion 6.55 entre los receptores del grupo
1 y no entre los receptores del grupo 2 (Fig. 28).

96



Justificacion y Objetivos

>

0.9 cluster 1
o 07
£
& 05 {
) 0.3 Hll— !
2 _
g 0 { l il
§-0.1 : I_J l
o -0.3 1 =
&
- -05
% *
< -07

e [ﬂ cluster 2

N O T £ £ O m N~ ©O T - o~
0O 0o ;—;u;lﬁlg E = S 3 3 T
I II I
W W W B
B cluster 1: pKi olanzapine > pKi clozapine
YD VST I[§VE]s SFFWF FENGYY

D; DF VY TIRVEJSSFFWFFER@VY
D, DLMpRYCESE Y YSERP 2834 H IV Th4e
5-HT,, AWIlY TIPVESSFFWFFRIRYY

OOOANMNONOODN

Ot O — AN OO ™M
ANNOOOOITMOTNIHETTO 00N T

01 NIWAPRACEESRYV SIA SISRB3IM F F 4
O E|Y|LisACEHSE YV SIC SPRaseyy ' Fi4

*5-HT45 D|F|TRAYCESE Y| T SIT AJBRBIA G Np'e
5-HT,g PWILIAYSESEF|M G|S AVSAABIN L, Ve
5-HT; N|F|IpRYCEEdv|T ST AISRANRYS E L

cluster 2: pKi olanzapine < pKi clozapine

Fig. 28. Diferencias de pK; (olanzapina — clozapina) (+ DE) y secuencias de los receptores
considerados en los trabajos de Selent y col. (2008, 2014), tras su asignacion 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 pK; (pK;olanzapina - pK;clozapina). A

la hora de realizar la asignacion a grupos solo se consideraron receptores cuya diferencia de
afinidades era superior a 0.3 unidades logaritmicas. La grafica 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 B2-adrenérgico y generados por
Selent y col. (2008), muestran a ambos antipsicoticos aproximadamente en la misma
posicion, con olanzapina ligeramente mas enterrada en el bolsillo de unién debido a la
ausencia del atomo de cloro en esta estructura. Sin embargo, destaca en estos complejos que
las tres posiciones que representan las principales diferencias en secuencia aminoacidica
entre los grupos 1y 2 (5.43, 5.46. y 6.55) se encuentran muy proximas al anillo tiofeno de
olanzapina, que constituye la principal diferencia estructural de olanzapina en comparacion
con clozapina. Esto se puede observar en los complejos de cada ligando con el receptor 5-
HT.a (Ser5.43, Ser5.46, Asn6.55), un ejemplo de receptor perteneciente al grupo 1 (Fig.
29).
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Fig. 29. Ejemplo de modelizacién de las interacciones entre un receptor del grupo 1y
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, caracteristicos del grupo 1, y claves para las interacciones polares con el anillo tiofeno de
olanzapina. (Tomado de Selent y col., 2008).

Basandonos en la estructura de los complejos antipsicotico-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 heterodtomos N5 y S en el
sistema triciclico, 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 estabilizaria
el complejo. Adicionalmente, el posicionamiento mas enterrado de olanzapina en el bolsillo
de union podria favorecer sus interacciones con los residuos mas 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 maximo un residuo Ser en 5.43/5.46), lo
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que haria que interacciones mejor con el anillo fenilo de la clozapina que con el anillo

tiofeno mas polar presente en olanzapina.

Asi, teniendo en cuenta los datos aportados por los estudios de acoplamiento en
GPCRs diana de antipsicaticos 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 aminoacidos en las posiciones 5.43 y 5.46 de GPCRs
diana de antipsicéticos para el perfil farmacoldgico diferencial de clozapina y olanzapina
asi como las diferentes interacciones que estos dos ligandos distintos podrian establecer con
estos amino&cidos. Asi, en este subapartado de este trabajo se propuso comprobar si la
diferencia en la identidad de los aminoacidos 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 antipsicéticos olanzapina y
clozapina (mayor afinidad de olanzapina en comparacion con clozapina por el grupo de
receptores Ser5.43/Ser5.46 y mayor afinidad de clozapina en comparacion con olanzapina
por los receptores del grupo presentando aminoacidos mas hidrofobicos en estas mismas
posiciones). Para comprobar experimentalmente esta hipotesis, nuestro trabajo se centr6 en
los receptores D> (como prototipo de receptor del grupo Ser5.43/Ser5.46) y 5-HTia
(receptor del grupo con residuos hidrofébicos, en este caso Thr5.43/Ala5.46). De manera
que se plante6 un intercambio de estos aminoacidos en cada uno de los receptores mediante
mutagénesis dirigida, con el fin de comprobar mediante ensayos de unién de radioligandos
el impacto de las mutaciones en el perfil de afinidades de los antipsicéticos clozapina y

olanzapina por ambos receptores.

2.1.3. Relevancia del residuo en posicion 3.33 para la union de antipsicoticos

a GPCRs diana y antidiana de su receptoroma

Al igual que en los dos subapartados anteriores, la hipotesis de este trabajo parte de
los resultados del estudio realizado por Selent y col., 2008. Mediante estudios de
acoplamiento de los antipsicoticos clozapina y olanzapina en los distintos GPCRs
modelizados se determino que los ligandos, en su union a los receptores 5-HT2a y Do,
interaccionan con un sandwich hidrofébico 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 antipsicéticos como los dopaminérgicos D3 y D4, de serotonina 5-HT1a,
5-HT2a y 5-HT7 y adrenérgicos a2 (Tabla 5).

5

]

el R R o e e R < I R ol B B <R i (R < B o uj

eI L L L T B A B B e i A S S PR P

L o I S o1 o O o B L o B LT PR VI P L < < =B~ B~ T el e
Dz DIF VDV CTI I VS S5 S5T T WIFFTUTFIIYT
D3 OF VDIVICT L1 F VS S S PFFPF WEF FHYT
D4 DLMD VCTI YVSSS8SFF WFFHVT
5HTa AWI DV SETI FVGSE §$FF WFF NLYV
L EYLDV CTI YVS38 CSTFTF WFUTFTYTFTF
5HTn ODFI DV CTI YTSTAFTF WFF AGN
5HT~ NFI D VCTI YT STATFF WEFVF S EL
Hi LWLDY STI WFMTTIFF WYV FF MW
M DWL DY SNVII GTAFF WY NVWVEW

Tabla 5. Secuencia de amino&cidos de distintos GPCRs del receptoroma de los antipsicaticos.
La presente hipdtesis se centra en el residuo en posicién 3.33, ocupado por Val en muchos de los
GPCRs asociados a la accion terapéutica de los antipsicoticos. En receptores antidiana como el

histaminérgico H: o el muscarinico M; esta posicion la ocupa Tyr. (Tomado de GPCRDB, 2015).

El receptor Hi es uno de los receptores por el que los antipsicoticos clozapina y
olanzapina presentan una mayor afinidad; responsable en gran medida del efecto adverso
de sedacidn, causado especialmente por estos dos antipsicoticos, o de la ganancia de peso
(Kroeze y col., 2003; Deng y col., 2010; Benedi e Iglesias, 2012; Leucht y col., 2013). Este
receptor presenta en posicion 3.33 un residuo tirosina, aminoacido también presente en esa
posicién en otras antidianas de farmacos antipsicoticos como los receptores muscarinicos
M1, M2y Mg, relacionados con reacciones adversas de tipo cardiaco o ganancia de peso,
entre otras. El analisis multirreceptorial de las afinidades que presentan clozapina y
olanzapina por distintos GPCRs de su receptoroma junto con el alineamiento multiple de
las secuencias de esos receptores llevado a cabo por Selent y col (2008) viene a indicar que
clozapina y olanzapina presentarian una mayor afinidad por receptores con Tyr en posicion
3.33, una caracteristica estructural presente en los receptores aceptados como antidianas de

los antipsicoticos atipicos, que por receptores con Val en esa posicion, aspecto estructural
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compartido por diversos GPCRs considerados dianas asociadas a la eficacia terapéutica de

estos farmacos.

Para ilustrar esta observacion, 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 sittan al receptor de histamina Hy (Tyr3.33) como el GPCR

por el que ambos farmacos presentan la mayor afinidad.

5-HT2a D2 Hi
. Ki (nM)
. . K
Ki (nM) Ki (nM) Ki (nM) Ki (nM) | (Ishibashi
(Ishibashi y (Ishibashiy | (NM)
(PDSP) L 2000 (PDSP) O P
col., col.,
2010)
5.92 157

£ 125 | 202+
S | (1-11)! | 917+146° | (44—260)7° = 10827
N 0.206
oS
O
= 3.13 34.23
£ 3.83+
S  (1.31-58)' | 578089 @ (3.7-78)°  14.4%32°
N 0.526
S
@)

Tabla 6. Valores de afinidad (K;) de clozapina y olanzapina por los receptores 5-HTza, D2y

H: humanos, asi como de otras especies. *Media (rango) de valores de Ki (nM) tomados de

PDSP (National Institutes of Mental Health Psychoactive Drug Screening Program, PDSP K;

Database: http://pdsp.med.unc.edu/) (receptor humano clonado, [*H]-ketanserina). 2Valor de K;
(nM, media + EEM) tomado de Ishibashi y col., 2010 (cértex de rata, 1 nM [®*H]-ketanserina).

3Media (rango) de valores de Ki (nM) tomados de PDSP (receptor humano clonado, [*H]-

espiperona). “Valor de Ki (nM, media + EEM) tomado de Ishibashi y col., 2010 (estriado de rata,

0.05 nM [3H]-espiperona). *Valor de K; (nM) tomado de PDSP (membranas de cértex humano,
[®H]-doxepina). ®Valor de K; (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 H; mediante
cristalizacion determinan la interaccion hidrofébica de Tyr3.33 con un anillo bencénico del
ligando cristalizado doxepina (estructura dibenzoxepina) (Shimamura y col., 2011) y
también con su cadena alifatica lateral (Fig. 30). Es, por tanto, un aminoécido que participa
en la union de ligandos, al igual que se observa en estudios de modelizacion de este receptor
y del receptor M1 (ambos con Tyr3.33) con el antipsicético de estructura benzoisotiazol
lurasidona (Fig. 31, Ichikawa y col., 2012), realizados sobre modelos de receptores
generados tomando como base la estructura cristalografica 3PBL del receptor Dz (Chien'y
col., 2010). Por lo que respecta al sistema aromatico de lurasidona, decir que posee una
estructura similar al de olanzapina (benzoisotiazol). En este ultimo caso, el grupo
benzoisotiazol de lurasidona en ambos receptores esta proximo a Tyr3.33 (Ichikawa y col.,
2012).
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Fig. 30. Representacion del sitio de union del receptor de histamina Hi en complejo con
doxepina realizada a partir de los datos de cristalizacion aportados por Shimamuray col.
(2011). (a) Se muestra el ligando doxepina en amarillo. Los puentes de hidrégeno o uniones
idnicas se muestran mediante lineas punteadas en azul. Los atomos de oxigeno estan en rojo. (b)
Se muestra Tyr3.33, que se dispone hacia el interior del sitio de unién e interacciona con un anillo
bencénico y con la cadena lateral alifatica de doxepina. (Tomado de Shimamuray col., 2011).
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Fig. 31. Representacion de modelos del sitio de union de los receptores Hiy M; en complejo
con el antipsicotico atipico lurasidona, indicandose los aminoacidos que establecen
interacciones con el fArmaco, segun se describen por Ichikawa y col. (2012). El trabajo de
Ichikawa y col., (2012) realiza estudios de acoplamiento y simulacion de dinamica molecular con
modelos de estos dos receptores generados a partir de la estructura cristalografica 3PBL del
receptor D3 (Chien y col., 2010). En ambos receptores el residuo de Asp3.32 interacciona con el
atomo de N de la piperazina del ligando. Los residuos Tyr de la posicion 3.33 son Tyr108 (H1) y
Tyr106 (M), y ambos estan proximos al grupo benzoisotiazol. En gris se muestran los
aminodcidos hidrofébicos y en azul claro los hidrofilicos. (Tomado de Ichikawa y col., 2012).

Asi, en este subapartado se planted el estudio de la posible relevancia de la
interaccion que se establece entre los ligandos clozapina y olanzapina y el aminoacido en
posicidn 3.33 en receptores diana (tales como el receptor D) y antidiana (en particular el
receptor H1) como determinante de la distinta afinidad de estos antipsicéticos por receptores
presentando residuos Val o Tyr en esa posicion. En concreto y como primera aproximacion
a esta cuestion nos centramos en el receptor D2 y nos planteamos intercambiar mediante
mutagénesis dirigida el aminoacido Val en posicion 3.33 por Tyr con el fin de comprobar
mediante ensayos de unién de radioligandos de competicion el efecto de esta mutacion sobre

la afinidad de los antipsicoticos clozapina y olanzapina por este receptor.
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2.2. ESTUDIO DE LAS CINETICAS DE INTERACCION LIGANDO-RECEPTOR EN
GPCRS: TIEMPO DE RESIDENCIA DEL ANTIPSICOTICO ATIPICO LURASIDONA EN EL

RECEPTOR DE SEROTONINA 5-HT7

El pardmetro tiempo de residencia (tr) cuantifica el tiempo medio que una molécula
de ligando o farmaco permanece unida a la diana. En el caso de farmacos con perfil
multirreceptorial, una caracteristica en general muy deseable en farmacos antipsicoticos y
otros farmacos para enfermedades psiquiatricas complejas, el tr podria 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 farmaco ha de actuar en presencia de ligandos
enddgenos que pueden alcanzar concentraciones muy elevadas puntualmente, como en las
sinapsis, situacion en la que los tiempos de residencia pueden determinar la capacidad del
farmaco de competir de forma efectiva por la diana (Vauquelin y van Liefde, 2006;
Vauquelin y Charlton., 2010). En el caso de farmacos con un aclaramiento lento del
compartimento diana, un tr elevado puede constituirse en el factor determinante de la
duracion de accion, en particular en el caso de antagonistas (Dahl y Akerud, 2013), aunque
siempre valorado integrando otros aspectos farmacocinéticos y farmacodinamicos. De
hecho, el pardmetro tiempo de residencia presenta un enorme interés desde el punto de vista
de la farmacologia integrativa, que integra e interrelaciona la farmacodinamia y la
farmacocinética de forma cuantitativa, ayudandose de los nuevos modelos PKPD
(Derendorf y col., 2000; Ploeger y col., 2009; Gabrielsson y Green, 2009). La integracion
de este parametro podria ayudar a definir y explicar un determinado perfil clinico en relacién

a eficacia o reacciones adversas.

En investigacion y desarrollo de farmacos, el tiempo de residencia de farmacos sobre
sus dianas o antidianas se considera un parametro que podria aportar una caracterizacion
mas fiable y representativa del proceso de unién ligando-receptor en condiciones in vivo
que otros parametros clasicos de afinidad calculados en condiciones in vitro de equilibro.
En cribado de moléculas y en optimizacion de cabezas de serie, se valora actualmente
adoptar criterios de seleccion de moléculas que incorporen pardmetros cinéticos como tg,
una vez que se han desarrollado métodos experimentales relativamente sencillos para su

determinacion como los ensayos de union de radioligandos de competicién cinética de dos

105



Justificacion y Objetivos

puntos (Guo y col., 2012a). Asimismo, han podido establecerse correlaciones del tr con
otros pardmetros 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 podrian
estar ligadas al tiempo de residencia del ligando en el receptor. Por todo ello, hoy se aboga
en general por la introduccion sistematica de medidas de tr en fases tempranas de cribado
de moléculas y de generacion y optimizacion de cabezas de serie (Copeland y col., 2006;
Luy Tonge, 2010).

La lurasidona como farmaco antipsicotico atipico presenta un perfil
multirreceptorial, considerado como la base de la superioridad de estos farmacos respecto a
la aproximacién terapéutica de los antipsicéticos clasicos. Conocer las cinéticas de
asociacion y disociacion, los tiempos de residencia en las distintas dianas y la selectividad
cinética cobra especial interés para farmacos con un perfil de selectividad complejo como
son los antipsicoticos atipicos, pues es una informacion que podria interesar para su
incorporacion en el proceso de desarrollo de nuevos farmacos. Un primer ejemplo de la
relevancia del tr de los farmacos antipsicoticos para su eficacia y perfil de efectos adversos
lo constituye la teoria de que un tiempo de residencia corto de los antipsicéticos atipicos en
el receptor D> se relaciona con su baja incidencia de reacciones adversas extrapiramidales

(Kapur y Seeman, 2001).

Como farmaco antipsicotico, lurasidona es el antipsicotico de segunda generacion
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 antipsicoticos con un componente destacado de afinidad por 5-HT7 en
su perfil farmacologico como amisulprida (K; = 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) (L6pez-
Mufioz y Alamo, 2013). Clozapina, risperidona y ziprasidona también presentan afinidades

destacables por este receptor, con un valor de Kj en torno a 10 nM (Kroeze y col., 2003).

En estudios preclinicos, lurasidona se ha demostrado capaz de mejorar los resultados
en ensayos de reconocimiento de objetos (NOR) en modelos de disfuncidon cognitiva
inducidos mediante la administracion subcrénica de antagonistas NMDA como MK-801
(Ishiyamay col., 2007; Horisawa y col., 2013) o fenciclidina (PCP) (Horiguchi y col., 2011),

lo que constituye un modelo farmacoldgico de sintomatologia 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 clinicos, el estudio comparativo de lurasidona frente a quetiapina y
placebo administrados en un periodo de 6 meses también encuentra mejoria en sintomas
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
mejoria de sintomas cognitivos también se ha relacionado con otras actividades
farmacologicas presentes en el perfil farmacoldgico de lurasidona, como el antagonismo 5-
HT.a 0 el agonismo 5-HT1a, tanto en estudios preclinicos in vivo como en ensayos clinicos
(Meltzer y Massey, 2011). Asimismo, en el perfil multirreceptorial de lurasidona la falta de
afinidad por receptores como Hy y M también seria favorable en este sentido (Yasui-
Furukori, 2012). Por otra parte, existe la hipotesis de que la mejoria en sintomatologia
negativa y cognitiva podria deberse a una mejoria de los sintomas positivos (Alamo y col.,
2007; Alamo y col., 2007a). Con todo, el antagonismo 5-HT7 se considera un componente
muy relevante en la eficacia terapéutica de lurasidona frente a la sintomatologia de la
esquizofrenia y en particular, en una dimensién mal cubierta por los farmacos antipsicoticos

actualmente disponibles como es la negativa/cognitiva.

Algunos antipsicoéticos atipicos con una afinidad destacada por el receptor 5-HT7 se
han mostrado moderadamente eficaces en el tratamiento de la depresién, 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 farmacos
estan aprobados para el tratamiento del trastorno depresivo mayor en Estados Unidos, pero
solo como terapia complementaria antidepresivos y quetiapina en la forma de liberacion
prolongada. De éstos, solo quetiapina tiene la indicacion para el tratamiento del trastorno
depresivo mayor aprobada en Espafia. Lurasidona, al igual que quetiapina, esta aprobada
para el tratamiento de la fase depresiva del trastorno bipolar en Estados Unidos
(Micromedex [base de datos], 2014). Para esta indicacion, lurasidona se ha demostrado
eficaz tanto en monoterapia como de forma complementaria a litio o valproico (Micromedex
[base de datos], 2014), mejorando la puntuacion en la escala de calificacion de la depresion

de Montgomery-Asberg (Citrome y col.,, 2014a). Este farmaco también mejord la
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puntuacion en la misma escala en el tratamiento de la esquizofrenia (Citrome y col., 2014b;
Samalin y col., 2014).

La accidén antidepresiva constituye quizas el efecto terapéutico asociado a
antagonismo 5-HT7 de mayor interés hoy en dia. En ensayos in vivo en ratones, la accién
antidepresiva del antagonismo 5-HT7 se ha demostrado con el antagonista SB269970 y
empleando ratones carentes del gen HTR7, mediante ensayos de suspension de cola y de
natacion forzada (Hedlund y col., 2005). En otro estudio con lurasidona, empleando los
mismos ensayos de evaluacion de actividad antidepresiva en ratones, se observo cierto
efecto antidepresivo que se relaciond igualmente con el antagonismo 5-HT- del farmaco
(Cates y col., 2013).

Consistentemente con estas observaciones preclinicas, antidepresivos de nueva
generacion 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 (Sanchez y col., 2014) al presentar otras
actividades como el agonismo parcial 5-HT1a € inhibicion de la recaptacién de serotonina
que podrian contribuir a este efecto (Sanchez y col., 2014). Lo mismo ocurriria con
lurasidona, del que tampoco puede concluirse que el antagonismo 5-HT- sea totalmente
responsable de su accién antidepresiva (Fountoulakis y col., 2015), sobre todo cuando estan
presentes otras actividades potencialmente relacionadas con tal accion como el agonismo 5-
HT:a y el antagonismo 5-HT.a (Fountoulakis y col., 2015). En cualquier caso, otros
antidepresivos como mianserina, fluoxetina, maprotilina o imipramina también incorporan
un componente de antagonismo 5-HT+7 en su perfil farmacoldgico, aunque no se considere

el principal responsable de su accion terapéutica.

En base a todo lo expuesto, en este apartado de nuestro trabajo partimos de la
hipétesis de que el conocimiento de los tiempos de residencia del antipsicético atipico de
reciente aprobacion lurasidona en sus distintos receptores diana puede aportar informacion
acerca de su mecanismo de accion y de las bases farmacoldgicas de su perfil clinico de
eficacia y seguridad. Esta informacién puede resultar de interés tanto desde el punto de vista
terapéutico en relacion al uso clinico de este farmaco como desde el punto de vista de la
investigacion y desarrollo de nuevos farmacos antipsicéticos. Asi, como un primer paso en

esta direccion, hemos abordado el objetivo de cuantificar el tr de lurasidona en el receptor
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5-HT7 humano, que nos podria servir como modelo de partida para la puesta a punto
metodoldgica necesaria y que podria aportar informacion de interés al tratarse de un receptor

muy relevante en el perfil farmacologico caracteristico y distintivo de este farmaco.
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2.3. ESTUDIO DE LAS CINETICAS DE INTERACCION LIGANDO-RECEPTOR EN
GPCRS: RELEVANCIA DEL RESIDUO HI1s264 EN EL3 PARA LAS CINETICAS DE

ASOCIACION Y DISOCIACION DE [?H]-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
cristalizacion y sometimiento a difraccion de rayos X (cédigo PDB 3EML) (Jaakola y col.,
2008), asi como en la informacion aportada por estudios de modelizacion y dinamica
molecular llevados cabo por el grupo colaborador de los doctores D. Rodriguez y H.

Gutiérrez sobre los receptores de adenosina Az2a y Azgs (Rodriguez 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 aminoacidos localizados en dichos bucles, pueden condicionar el modo
de acceso de los ligandos al sitio de unién o su salida del mismo y condicionan estéricamente
y mediante interacciones la disposicion global del haz de hélices (Wheatley y col., 2012).
En general, los bucles extracelulares presentan una estructura secundaria definida e
igualmente, la conformacion 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
tamafo. Pese a las posibles restricciones en la conformacién de los bucles, se ha visto que
el EL2 interviene en el acceso de ligandos al sitio de union para receptores como el

muscarinico Mz (Avlani y col., 2007).

La estructura del receptor A>a determinada en el trabajo de cristalizacion de Jaakola y col.,
(2008) aport6 importante informacion, no bien conocida hasta ese momento, acerca de los
elementos que confieren una ordenacién estructurada a los dominios extracelulares del
receptor Aza. En esta estructura falta una parte de la secuencia de EL2 mas alejada de los
segmentos transmembrana (Jaakola y col., 2008) y en la misma, EL2 carece de una
estructura secundaria destacable, aunque otras estructuras cristalograficas del receptor han
permitido determinar que este bucle contiene una a-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 conformacion y la union 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 His264"?° (posicion designada alternativamente
como 6.66 en algunos trabajos) en EL3 hacia la zona de acceso de ligandos al sitio de unién
del receptor. En cuanto a la disposicion del sitio de unién en el receptor Aza, €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 comparacion 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).

ECL2 Q148-S156

A,, Adenosine

Cys77 - Cys166

<7ZM241385

IV

Fig. 32. Posicion e interacciones del ligando ZM241385 con el receptor de adenosina Aza
humano en la estructura cristalografica 3EML (codigo PDB) del complejo. El ligando
interacciona principalmente con areas de los segmentos transmembrana 6y 7 (TM6 'y TM7)
(sombreado en rojo) y se dispone proximo a los bucles extracelulares 2 y 3, con los que también

interacciona. (Tomado de Jaakola y col., 2008).
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Enrelacion con las interacciones del receptor Az2a 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 Phe168%>%°, Leu2495°! (Jaakola y col., 2010) e 11e27472° interacciones
hidrofdbicas y con Asn253%% un enlace mediante puente de hidrégeno (Jaakola y col.,
2008).

2. El grupo amino exociclico se une al residuo Glu169°*° mediante un enlace

de puente de hidrégeno.

3. El grupo fenolico se une a residuos de TM7 (Leu267732, Met27073°) y se
dispone hacia la cara extracelular del receptor.

4. El furano se dispone hacia el interior del receptor, mas enterrado en la
membrana celular, e interacciona con residuos en TM6 (Asn2535%°, His250°°2, |eu2496-°1
y Trp246°48) (Jaakola y col., 2008).
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Fig. 33. Representacion bidimensional del complejo receptor A2a:ZM?241385 donde se
detallan las interacciones del ligando con residuos del receptor seguin se determinaron en el
estudio de cristalizacion de Jaakola y col. (2008). Es destacable la interaccion entre Glu5.30 en
EL2 y el grupo amino exociclico de la triazolotriazina. El grupo fendlico 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 lineas con rayas rojas que conectan con &tomos en

blanco del ligando y que rodean a algunos amino&cidos sefialan interacciones hidrofébicas. Las
columnas de amino&cidos sefialan el aminoacido que ocupa la posicion indicada en los receptores

Ag, A2a, A2s Y As, en este orden. (Figura tomada de Jaakola e ljzerman, 2010).

Con respecto a los enlaces mediante puente disulfuro descritos para los receptores

Aony Azg, el estudio de modelizacion de receptores de adenosina (Rodriguez y col., 2011,
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ver mas abajo) indica que dos de ellos (EL2-EL1 y uno de los enlaces EL2-TM3) serian
comunes a ambos receptores. Estos serian los enlaces entre los residuos Cys71%%-
Cys159%2° en el receptor Aza y Cys72-Cys167 en el receptor Azs, en el caso de EL2-EL1,
y entre los residuos Cys7732°-Cys166°%" (Aza) y Cys77-Cys171 (Azg) en el caso de EL2-
TM3. Este Gltimo elemento estructural también estd presente en otros GPCRs (Jaakola y
col., 2008; Rodriguez y col., 2011). Sin embargo, el enlace adicional EL2-TM3 que se
establece en el caso del receptor Aza entre las posiciones Cys74*22-Cys146%%7 y que
restringiria a mayores el movimiento de este bucle no esta presente en el receptor Azg. Este
presenta un enlace intrabucle en EL2 entre Cys154-Cys166 (Rodriguez y col., 2011). El
receptor Azp careceria de un enlace intra-EL3 analogo al del receptor Aza (Cys259-Cys261)
y que orienta His264 en el receptor Aza hacia la entrada del bolsillo de union del receptor
(Jaakola y col., 2008).

En el afio 2011 se public6 un estudio realizado por colaboradores de nuestro grupo
de investigacion (Rodriguez y col., 2011) que modelizaba los receptores Aza y Acg
partiendo de los datos de la estructura obtenidos en el trabajo de Jaakola y col., (2008)
(c6digo PDB 3EML). La secuencia de estos receptores presenta un grado de homologia del
59% y 70% para todo el receptor y los segmentos transmembrana, respectivamente
(Rodriguez 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 estereoquimicos y energéticos de las dos estructuras, al igual que
la simulacion de insercion en membrana, la equilibracion de la estructura o el acoplamiento
del ligando ZM241385. Tras ello, se realizaron simulaciones de dindmica molecular para
los receptores Aoa y Azg Y se estudiaron las interacciones y conformaciones en ausencia de
ligandos o en presencia del antagonista Axa selectivo ZM?241385. Particularmente
importante en relacion a la hipdtesis de este apartado fue la interaccion descrita en el modelo
de simulacion del receptor Aza entre el aminoécido Glu169°%° en EL2 e His26472° en EL3.
En el modelo de simulacion dindmica de A2g presentado por Rodriguez y col. tal interaccion
se estableceria entre los residuos de Glu>* de EL2 (conservado entre los receptores Aza 'y
Az) y Asn266’? de EL3, apreciandose diferencias en la naturaleza de estas dos
interacciones: en el caso del receptor Axa se trataria de un enlace mediante puente de
hidrégeno mientras que en el caso del receptor Azg se trataria de una interaccion polar
(Rodriguez y col., 2011) (Fig. 34).
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Fig. 34. Representacion de la interaccion entre Glu5.30 en EL2 de los receptores Aza 'y Azs
con el aminoacido en posicion 7.29 en EL3 (His264 en Aza, Asn266 en Azg), de acuerdo con
los modelos de Rodriguez y col. para los dos receptores. (Tomado de Rodriguez y col., 2011).

El estudio de simulacién de dindmica molecular mencionado sugeria que la
interaccion entre Glu5.30 y His7.29 en el receptor Aza determina la movilidad y posicion
de los bucles extracelulares del receptor, que podrian adoptar una conformacién a modo de
tapa sobre el sitio de union del receptor estabilizando el complejo A2a-ZM241385. La
implicacion de los bucles extracelulares en el acceso y estabilizacion del ligando en el sitio
de union estaria sustentada, en el caso del receptor Aza, por las interacciones descritas para
el ligando ZM241385 con los bucles EL2 y 3 (Jaakola y col., 2008), asi como por la
conformacién parcialmente restringida que necesariamente adopta el bucle EL2 debido a
varios enlaces puente disulfuro, lo que podria condicionar el acceso de ligandos al sitio de
unién o su salida del mismo. Asimismo, las simulaciones de dindmica molecular del trabajo
de Rodriguez y col. sugieren que la interaccién entre Glu5.30-His7.29 en el receptor Aza,
de caracter fuerte, cumple una funcion estabilizadora del complejo A2a-ZM241385 que
podria reflejarse en una disociacion lenta del ligando. Sin embargo, en el caso del receptor
Azg, la interaccion Glu5.30-Asn7.29 seria de caracter mas débil dotando de mayor

flexibilidad estructural a ese dominio del receptor (Rodriguez y col., 2011).

En base a esta informacion, en este apartado del trabajo se planted la hipétesis de
que la interaccion entre los residuos 5.30-7.29 del receptor Aza es relevante para las
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cinéticas de asociacion y/o disociacion del ligando ZM241385 en este receptor y, en este
sentido, puede resultar un determinante estructural diferencial respecto al receptor Azg. Asi,
nos planteamos determinar las cinéticas de asociacion y disociacion del radioligando [*H]-
ZM241385 en el receptor A2a humano y en un receptor Axa mutado en el que el residuo His
en posicion 7.29 se ha intercambiado por el residuo que ocupa esta posicion en el receptor
Azg (Asn).
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2.4. HIPOTESIS

> Hipdtesis I. Determinados aminodcidos del bolsillo de union de GPCRs
pertenecientes al receptoroma de antipsicoticos pueden ser relevantes para el

perfil de afinidad y selectividad de estos farmacos.

> Hipdtesis I1. El tiempo de residencia de antipsicoticos en sus GPCRs diana es
un pardmetro cinético cuantificable in vitro que puede aportar informacion de

interés farmacolégico.

> Hipdtesis 111. Determinados elementos estructurales en la mitad extracelular de
los GPCRs pueden ser relevantes para las cinéticas de asociacion y disociacion

de sus ligandos.
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2.5. OBJETIVOS

El Objetivo general de este trabajo fue investigar las tres hipotesis enunciadas
anteriormente, relacionadas con aspectos estructurales y cinéticos de la interaccion ligando-
receptor relevantes en la farmacologia de la esquizofrenia. Para ello, se generaron las
herramientas (receptores mutados puntualmente, lineas celulares) y se pusieron a punto las
metodologias (ensayos cinéticos de union de radioligandos) necesarias para abordar los

siguientes Objetivos especificos:

I.i.  Comprobar experimentalmente si la identidad (Ser o Cys) del residuo en
posicion 3.36 en GPCRs del receptoroma de antipsicéticos 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 planted llevar a cabo este estudio sobre los receptores 5-HT2a Yy
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 D2sen los que se intercambiaron los residuos Ser o Cys en la posicion 3.36 con el
fin de determinar la afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores mediante ensayos
de unidn de radioligandos de competicion. Sin embargo, experimentalmente no fue posible
completar el trabajo sobre el receptor D> mutado, por lo que la hipdtesis se comprobd
experimentalmente sobre la pareja de receptores 5-HT2a y 5-HT2a-Ser3.36Cys. Con el fin
de obtener informacion estructural adicional de cara a la interpretacion 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 antipsicéticos 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
comparacion con clozapina) y “Thr5.43/Ala5.46” (mayor afinidad de clozapina

en comparacion con olanzapina).
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En un principio, se plante¢ llevar a cabo este estudio sobre los receptores D y 5-
HT 14, 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 posicion 5.43 y los
residuos Ser o Ala en posicion 5.46, con el fin de determinar la afinidad de clozapina y
olanzapina por los receptores mediante ensayos de unién de radioligandos de competicion.
Sin embargo, experimentalmente no fue posible completar el trabajo sobre el receptor 5-
HT1a mutado, por lo que la hipotesis se comprobd experimentalmente sobre la pareja de
receptores D, y D2- Ser5.43Thr/Ser5.46Ala.

I. iii. Comprobar experimentalmente si la identidad (Val o Tyr) del aminoécido en
posicion 3.33 en GPCRs diana (tales como el receptor D) y antidiana (en
particular el receptor Hi) de antipsicéticos es relevante para el perfil de

selectividad de clozapina y olanzapina por estos receptores.

Se planted llevar a cabo este estudio sobre el receptor D, seleccionado como
prototipo de GPCR diana que presenta el aminoacido Val en posicion 3.33. Mediante
mutagénesis dirigida se gener6 un receptor Dz en el que se intercambio el residuo Val3.33
por un residuo Tyr que ocupa la posicion 3.33 en el receptor Hi, con el fin de determinar la
afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores mediante ensayos de union de

radioligandos de competicion.

. Cuantificar el tiempo de residencia (tr) del antipsicotico atipico lurasidona en el

receptor 5-HT>

Se planted 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 competicion cinética descrito por Motulsky y Mahan (1984), que se
puso a punto con este proposito. Asi, se determinaron las constantes de velocidad de
asociacion y disociacion (kon Y Kof) del radioligando 5-HT7 selectivo [?H]-SB269970 en el

receptor 5-HT7 humano expresado heter6logamente en una linea celular estable para, a
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continuacion, determinar las constantes kon Yy koff de lurasidona mediante ensayos de

competicion cinética y asi, a partir de la kott, conocer el tr del farmaco.

II. Investigar experimentalmente si la identidad del aminoacido que ocupa la
posicion 7.29 del receptor Aza es relevante para las cinéticas de asociacion y/o
disociacion del ligando ZM241385 en este receptor, y si esta constituye un
determinante estructural diferencial respecto al receptor Azg en términos de las

cinéticas de union del ligando.

Se planted determinar las cinéticas de asociacion y disociacion de radioligando [3H]-
ZM?241385 en el receptor Aza 'y en un receptor Aoa mutado generado mediante mutagénesis
dirigida, en el que el residuo His en posicion 7.29 se ha intercambiado por el residuo que
ocupa esta posicion en el receptor Azg (Asn). Paraello, se llevaron a cabo ensayos cinéticos
de unidn del radioligando sobre los receptores expresados heter6logamente en una linea

celular estable.
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3.1. MATERIALES Y COMPUESTOS

Comenzando por los ensayos con receptores diana de antipsicoticos mutados en el
sitio de union, 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
restriccion fueron de New England Biolabs, al igual que la fosfatasa antartica y la ligasa de
ADN T4. El conjunto de reactivos para la extraccion de ADN de geles de agarosa (GenElute
gel extraction kit) y ampicilina fueron de Sigma-Aldrich. El conjunto de reactivos de
extraccion y purificacion de plasmidos (Genopure plasmid midi kit) fue de Roche. Las
bacterias Escherichia coli fueron de New England Biolabs. Otros reactivos quimicos no

mencionados aqui fueron de Sigma-Aldrich.

Se empleo 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), solucién de penicilina y
estreptomicina (Sigma-Aldrich) y geneticina (G-418) (Gibco). Se utiliz6 NaCl (Sigma-
Aldrich), KH2PO4 (Probus), Na,HPO4 (Panreac) y KCI (Probus). Para la transfeccion
mediante el método de calcio fosfato se utilizaron BES (acido N,N-bis(2-hidroxietil)2-
aminoetanosulfénico, para cultivo celular, Sigma-Aldrich), Na2HPO4 x 2 H>O (Ultra para
biologia molecular, Fluka BioChemika) y CaCl, (para cultivo celular, Sigma-Aldrich).
Otros reactivos utilizados en la preparacion de tampones fueron el coctel de inhibidores de
proteasas, MgCly, Tris HCI, sacarosa, EDTA, EGTA (hasta aqui todos de Sigma-Aldrich) y
NaHCO3 (Panreac).

Los radioligandos empleados fueron: [*H]-espiperona (16.2 Ci/mmol) (Amersham);
[*H]-ketanserina HCI (67.0 Ci/mmol) (Perkin Elmer) y [*H]-8-OH-DPAT (154.2 Ci/mmol)
(Amersham). Otros ligandos comerciales empleados fueron: serotonina (Sigma), sulpirida
(Sigma), mianserina HCI (Sigma) y clozapina (Sigma). La olanzapina se obtuvo mediante
extraccion a partir de comprimidos del medicamento Zyprexa (Eli Lilly) por cromatografia

en columna de gel de silice (Padin [tesis doctoral], 2007).

En cuanto a los ensayos con el receptor 5-HT7, lurasidona fue suministrada por
Sumitomo Dainippon Pharma (Japdn). Se empled 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. EI radioligando [*H]-SB269970 (39.9 Ci/mmol) fue adquirido a Perkin-Elmer.
Otros reactivos utilizados fueron CaCl (Probus), &cido L-ascérbico (Sigma) y pargilina
(Sigma). Algunos reactivos utilizados en la investigacion con este receptor ya han sido

mencionados mas arriba.

En el caso de los experimentos con el receptor Aza, la enzima de restriccién Notl
fue adquirida de Fermentas. La formulacién comercial del antibiotico de seleccidn
fleomicina D1 (Zeocin) fue de Invitrogen. NECA fue de Sigma-Aldrich. La enzima
adenosina deaminasa (ADA) fue de Roche. El radioligando [*H]-ZM241385 (50 Ci/mmol,
1 mCi/mL) fue adquirido a ITISA (ARC). El ligando ZM241385 fue de Tocris.
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3.2. METODOS

3.2.1. Mutagénesis dirigida

Los receptores mutados se generaron por técnicas de mutagéenesis 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 yPCR Il, solapantes en la secuencia conteniendo las mutaciones. Estos fragmentos
de ADNCc sirvieron como molde para una PCR total en la que se amplificd la secuencia total
del receptor mutado, producto de PCR que se purificé siguiendo las instrucciones del kit
comercial GenElute y constituyé el inserto para el paso de clonaje en el vector
correspondiente. El inserto y el vector se cortaron con las enzimas de restriccion
correspondientes y se purificaron al igual que el producto de la PCR. Antes de la ligacién
vector-inserto, se pretratd el vector con fosfatasa antartica para eliminar los grupos fosfato
del extremo 5°. Las bacterias trasformadas se cultivaron en medio LB con ampicilina (100
ug/mL). Las colonias positivas se identificaron por restriccion y el constructo se amplifico
y purificé siguiendo las instrucciones del kit comercial Genopure. Todas las construcciones

se comprobaron mediante secuenciacion.

Para la realizacién de cada mutagénesis dirigida se partié del ADNc del respectivo
receptor humano insertado en un vector pcDNA3. En la siguiente tabla se indican las
construcciones generadas, asi como los cebadores, vectores y sitios de restriccion utilizados

en el proceso de clonaje (Tablas 7 y 8).
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Sitios de
restriccion

Constructo Cebadores?®
empleados

Interno forward 5"- GACGTGCTCTTCTGCACGGCCTCC
Interno reverse 5"- GATGGAGGCCGTGCAGAAGAGCAC

pcDNA3-5-
Externo forward 5°- BamHI/
HT2a- AAAAAAAAAGGATCCGCCACCATGGATATTCTTTGTGAA Xbal
Ser3.36Cys GAAAATAC

Externo reverse 5”-
AAAAAAAAATCTAGATCACACACAGCTCACCTTTTC

Interno forward 5"-GACGTCATGATGTCCACGGCGAGC
Interno reverse 5'-GATGCTCGCCGTGGACATCATGAC

PCDNAS3-Dos- Externo forward 5°-
Cys3.365er | AAAAAAAAAGGTACCGCCACCATGGATCCACTGAATCTG
TCC

Kpnl/ Xhol

Externo reverse 5’ -
AAAAAAAAACTCGAGTCAGCAGTGGAGGATCTTCA

Interno forward 5°-
TGGTCTACTCCACCATCGTCGCCTTCTACGTG
pcDNA3-D,-

Interno reverse 5°-

Ser5.43Thr/Ser Kpnl/ Xhol
ACGTAGAAGGCGACGATGGTGGAGTAGACC
5.46Ala

Los cebadores externo forward y externo reverse fueron los

mismos que los utilizados en el caso de pcDNA3-D2s-Cys3.36Ser

Tabla 7. Construcciones, secuencias de cebadores y enzimas de restriccion utilizadas para la
generacion de receptores mutados mediante mutagénesis dirigida.? Se subrayan las bases que

introducen la mutacion. °Se sefialan en negrita los sitios de restriccion.
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Sitios de
Constructo Cebadores®® restriccion
empleados
Interno forward 5”-
CTATCTATTCCTICCTTTGGATCTTTCTACATCC
pcDNA3-5- Interno reverse 5”-
HT GATGTAGAAAGATCCAAAGGAGGAATAGATAGTGT
1A-
Thr5.43Ser/ Externo forward 5 Kpnl/ Xhol
AAAAAAAAAGGTACCGCCACCATGGATGTGCTCAGCCCT
Ala5.46Ser GG
Externo reverse 5-
AAAAAAAAACTCGAGTCACTGGCGGCAGAACTTACA
Interno forward 5"-TCACTCTGGACTACATGATGTGCAC
PCDNAS3-D2- Interno reverse 5-TGCACATCATGTAGTCCAGAGTGAC
Kpnl/ Xhol
Val3.33Tyr
Los cebadores externo forward y externo reverse utilizados fueron los
mismos que en el caso de pcDNA3-Ds-Cys3.36Ser
Interno forward 5’-CGACTGCAGCAACGCCCCTCTCTG
PIRESneo3- Interno reverse 5’-CAGAGAGGGGCGTTGCTGCAGTCG
BamHI/
Aaa- Externo forward 5 Notl
His7.29Asn AAAAAAAAAGGATCCATGCCCATCATGGGCTCCTCG
Externo reverse (SP6) 5-ATTTAGGTGACACTATAG

Tabla 8. Continuacién de la tabla 7 de construcciones, secuencias de cebadores y enzimas de

restriccion utilizadas para la generacion de receptores mutados mediante mutagénesis

dirigida. ¢ Se subrayan las bases que introducen la mutacion. ®Se sefialan en negrita los sitios de

restriccion.
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3.2.2. Cultivo celular y generacién de lineas celulares expresando
establemente los receptores a estudio

Como lineas parenterales disponibles en el laboratorio y utilizadas para la
realizacion de transfecciones se utilizaron CHO-K1 (DMSZ) y HeLa229. La linea CHO-K1
se mantuvo en medio de crecimiento DMEM-F12 suplementado con 10% (v/v) de FBS, 100
U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y Glutamax (1X). La linea HeLa229 se
mantuvo en medio de crecimiento DMEM alto en glucosa (Sigma-Aldrich) suplementado
con suero fetal bovino FBS a una concentracion final del 10%, penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 100 pg/mL y L-glutamina 2 mM.

Las lineas estables ya disponibles en el laboratorio correspondientes a receptores no
mutados objeto de estudio como Dzs, 5-HT2a, 5-HT7 0 Aza fueron CHO-5HT 24, CHO-D2s,
HEK-5-HT7 y HeLa-A2a En el caso del receptor 5-HT1a se utiliz6 una linea 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 investigacion del doctor
William P. Clarke de la Universidad de Texas (EE.UU.) al grupo Biofarma. Las lineas CHO
expresando establemente los receptores D2s y 5-HT1a se mantuvieron en el medio sefialado
para la linea parental CHO-K1, pero suplementado con geneticina 200 pg/mL. En el caso
de la linea correspondiente al receptor 5-HT2a (CHO-5-HT2a) el medio de cultivo no
contenia geneticina sino higromicina B (300 pg/mL). La linea celular HEK293 expresando
establemente la isoforma del receptor humano 5-HT7@) (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 pug/mL,
piruvato sodico 1 mM, Glutamax (1x), L-glutamina 2 mM vy el antibiético de seleccion
geneticina a una concentracion de 500 pg/mL. La linea HeLa-Aza se mantuvo en medio
DMEM alto en glucosa suplementado con suero fetal bovino FBS al 10%, penicilina 100
U/mL, estreptomicina 100 pg/mL, L-glutamina 2 mM vy el antibidtico de seleccion

fleomicina a una concentracion de 300 pg/mL.

Para la generacién de lineas celulares correspondientes a receptores mutados se
utilizaron las lineas parentales CHO-K1 y HelLa. En concreto, se generaron las lineas CHO-
5-HT2a-Ser3.36Cys, CHO-D2s-Cys3.36Ser, CHO-D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala, CHO-Dos-
Val3.33Tyr, CHO-5-HT1a-Thr5.43Ser/Ala5.46Ser y HelLa-Aza-His7.29Asn. La generacion
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de las mismas se baso en la transfeccion del plasmido adecuado en todos los casos mediante
el método de fosfato célcico (Graham y Van der Eb, 1973). EI método consiste en una
transfeccion en placas de 150 mm de diametro con un grado de confluencia en torno al 70%
mediante la adicion de 2 mL de la mezcla de transfeccion compuesta por 10-15 g de
ADN/placa, 900 pL de H>.O milliQ, 100 ul de CaCl, 2.5 M y 1 mL de tampdn BBS (2x)
(tampdn BBS (2X): BES 50 mM, NaCl 280 mM, Na2HPO4 (x 2 H20) 1.5 mM, pH 6.95,

conservado a TA).

Con respecto al procedimiento de transfeccion, 24 horas después de la misma, se
procedid en todos los casos a lavar la placa con PBS y al cambio del medio por medio de
seleccidn, compuesto por los medios de crecimiento mencionados para las lineas parentales
CHO y HelLa229 y 400 pg/mL y 500 pg/mL de geneticina respectivamente para ambos
medios. En estos medios se mantuvieron en seleccion durante 15 dias tras lo que se redujo
la concentracién a 200 pg/mL. Tras ello se seleccionaron clones mediante inspeccion visual
para su recuperacion. De cada clon se guardd un stock a -80°C y también se expandieron en
un medio igual al de seleccion salvo en la concentracion de geneticina (200 pg/mL).
Finalmente, de los cultivos se prepararon membranas celulares para la comprobacion de la

expresion del receptor mediante ensayos de unién de radioligandos.

Todas las lineas 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 pg/mL de estreptomicina, 200 pg/mL de geneticina y
Glutamax. La linea HeLa-A2a-His7.29Asn se mantuvo en medio de crecimiento sefialado
para la linea HelLa-A2a, pero suplementado con geneticina a 500 pg/mL., en vez del

antibiético fleomicina D1.

El pase de los cultivos celulares se realiz6 una vez alcanzado un grado de
confluencia casi completo (generalmente a los dos dias) utilizando en los lavados tampdn
de fosfato salino (PBS: NaCl 137 mM, KH2PO4 2 mM, Na;HPO4 10 mM y KCI 2.7 mM,
pH 7.4). En todos los casos las lineas celulares tanto parentales como expresando
establemente un receptor se mantuvieron a 37°C en una atmosfera humidificada

conteniendo un 5% de CO».
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3.2.3. Preparacion de membranas para ensayos de union de radioligandos

3.2.3.1. Preparacion de membranas de lineas celulares CHO-5-HT2a ¥y

receptores CHO-D2s

Este apartado corresponde a las preparaciones de membranas obtenidas a partir de
las lineas celulares CHO-5-HT2a, CHO-5-HT2a-Ser3.36Cys, CHO-D2s, CHO-Dzs-
Ser5.43Thr/Ser5.46Ala y CHO-D2s-Val3.33Tyr. El cultivo celular se realizo en placas de
150 mm de diametro cuyo medio de crecimiento se reemplaz6 por medio con FBS dializado
al menos 24 horas antes de comenzar la preparacion. Para comenzar la preparacion, se volco
el contenido en medio de las placas y se lavaron las células dos veces con PBS. Tras esto,
las células se resuspendieron en tampén de homogeneizacion (Tris-HCI 5 mM, EDTA 2
mM, pH 7.4) a 4°C con ayuda de un raspador de células, se recogieron en el mismo tampén
y se homogeneizaron utilizando un homogeneizador de membranas (Polytron PT 10-35GT,
Kinematica) a 30000 rpm dos veces durante 30 s manteniendo la preparacion en hielo. La
suspension de células se centrifugd a 1090 x g durante 10 min a 4°C en una centrifuga
(Avant Centrifuge J-26XPl, Beckman Coulter) para eliminar restos celulares y el
sobrenadante se recuper6 y centrifugd a 48400 x g durante 1 hora a 4°C. El pellet obtenido
se resuspendid en un pequefio volumen de tampon de resuspension (Tris-HCI 50 mM, pH
7.4)a4°C.

3.2.3.2. Preparacion de membranas de lineas CHO-5-HT1a

Este apartado corresponde a las preparaciones de membranas obtenidas a partir de
las lineas celulares CHO-5-HT1a y CHO-5-HT1a-Thr5.43Ser/Ala5.46Ser. El cultivo celular
se realizé en placas de 150 mm de diametro cuyo medio de crecimiento se reemplazé por
medio con FBS dializado al menos 24 horas antes de comenzar la preparacion. De forma
similar a lo descrito en el anterior protocolo, se volcé el contenido en medio de las placas y
se lavaron las células dos veces con PBS. Tras esto, las células se resuspendieron en tampon
de homogeneizacion (compuesto por NaHCO3z 10 mM, EDTA 10 mM, EGTA 10 mM, pH
7.4, coctel de inhibidores de proteasas (1 mL de solucion de coctel/100 mL tampon) a 4°C
y se homogeneizd la suspension con un homogeneizador manual de émbolo y tubo de
teflén/vidrio (50 movimientos del émbolo). EI homogeneizado se centrifugé a 500 x g

durante 5 minutos a 4°C para eliminar restos celulares y recoger el sobrenadante. Este se
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centrifugd a 25000 x g durante 20 minutos a 4°C. EIl pellet obtenido de esta forma y
resuspendido en tampon se sometio a otra centrifugacion en las mismas condiciones que la
centrifugacion inmediatamente anterior. Finalmente, el pellet se resuspendio en tampén de
resuspension (Tris-HCI 25 mM, MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4, 4°C).

3.2.3.3. Preparacion de membranas de la linea celular que expresa el receptor
5-HT7

Este apartado corresponde a las preparaciones de membranas obtenidas a partir de
la linea celular HEK-5-HT?>. El dia anterior a la preparacion, y una vez alcanzado un grado
de confluencia adecuado, se cambi6 el medio de crecimiento por otro preparado con FBS
dializado. Para comenzar la preparacion se vacio el medio de cultivo y se lavo el cultivo
celular dos veces con 10 mL de PBS a 4°C. Se resuspendio el cultivo celular con un raspador
en 10 mL de PBS por placa. Se centrifugd la suspension durante 3 min a 1500 x g y el pellet
de células se resuspendi6 en tampon de homogeneizacién (EDTA 10 mM, EGTA 10 mM,
NaHCOs 10 mM, pH 7.4, céctel de inhibidores de proteasas) a 4°C. Esta suspension se
procesd con un homogeneizador manual de émbolo y tubo de teflon/vidrio 50 veces. A
continuacion, se centrifugé la suspension de células a 500 x g durante 5 min y se recogi6 el
sobrenadante. Este se centrifugd a 25000 x g durante 20 min a 4°C. Se resuspendié el pellet
obtenido de nuevo en tampdn y se volvio a centrifugar en las mismas condiciones que en el
paso anterior. Finalmente, se resuspendio el pellet en tampon de resuspension (Tris-HCI 25
mM, MgCl25 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4) a 4°C.

3.2.3.4. Preparacion de membranas de lineas celulares expresando

receptores Aoa

Se parti6 de cultivos de las lineas celulares estables HeLa-A>a y HelLa-Aoa-
His7.29Asn en placas de 150 mm de diametro. El dia anterior a la preparacion de
membranas se cambid el medio de cultivo por otro sin antibi6tico de seleccion y con FBS
dializado. Para comenzar la preparacion, tras retirar el medio de cultivo, se lavaron las
placas dos veces con 10 mL de tampdn de homogeneizacion (Tris-HCI 5 mM, EDTA 2 mM,
pH 7.4) a 4°C y se recuperaron las células con otros 10 mL de tampo6n de homogeneizacion
con ayuda de un raspador de células. La suspension de células se homogeneizé 2 veces

durante 30 s con un homogeneizador de membranas (Polytron). Posteriormente se

131



Materiales y Métodos

centrifugd a 1150 x g durante 10 min a 4°C para eliminar restos celulares. El sobrenadante
resultante se centrifugd a 45275 x g durante 1 h a 4°C. El pellet obtenido tras esta

centrifugacion se resuspendio en tampon de resuspension (Tris-HCI 50 mM, pH 7.4) 4°C.

3.2.3.5. Determinacion de la concentracion de proteina en las preparaciones

de membranas

En todos los casos, tras la resuspension final, las preparaciones de membranas se
conservaron en alicuotas a -80°C hasta su uso, y se determind la concentracion de proteina
total en cada preparacién 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 proteina de albimina serica bovina (BSA). La absorbancia
de la reaccion colorimétrica se determin6 a 595 nm en un espectrofotémetro (Ultrospec
4000 UV/Visible Spectrophotometer, Pharmacia Biotech).

3.2.4. Ensayos de union de radioligandos

3.2.4.1. Ensayos sobre receptores 5-HT2a, D2 y 5-HT1a para el estudio de
determinantes estructurales en el sitio de unién del receptor relevantes para el

perfil de afinidad y selectividad de antipsicoticos

3.2.4.1.1. Determinaciones de unién especifica para la seleccion de

clones celulares expresando receptores mutados

Seleccion de clones expresando el receptor 5-HT»4-Ser3.36Cys

La comprobacion de la expresion del receptor se llevo a cabo en preparaciones de
membrana de al menos 8 clones, obtenidos tras seleccion por crecimiento celular en medio
con antibidtico de seleccidn. Los ensayos de union de radioligando se llevaron a cabo por
triplicado en tubos conteniendo 70 pg de proteina y el radioligando [3H]-ketanserina 10 nM
en tampdn de incubacién (Tris-HCI 50 mM, pH 7.5). La union inespecifica se determind en
presencia de metisergida a una concentracion de 10 uM. Los tubos se incubaron en un bafio
a 37°C en agitacion durante 30 minutos, tras lo cual su contenido se filtro a través de filtros
Whatman GF/B tratados con PEI al 0.5%, en un aparato de filtracion (Brandel Cell

Harvester). Los filtros se lavaron 3 veces con 3 mL de tampdn de filtracion (Tris-HCI 50
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mM, pH 6.6, 4°C) y se secaron en una estufa durante una hora a 60°C. Se colocaron en
viales de centelleo a los que se afiadié 4 mL de liquido de centelleo (Universol). Los viales
se agitaron y trancurrido un periodo de al menos 4 horas se conté la radioactividad en un
contador de centelleo (Beckman LS 6000 LL).

Los clones que mostraron una buena ventana de union especifica (en general, en
torno al 90% de la union total) fueron seleccionados para su empleo en los posteriores
ensayos, caracterizandose su union especifica en ensayos de linealidad de proteina. Asi, se
llevaron a cabo ensayos en las mismas condiciones que las descritas anteriormente, pero
empleando distintas cantidades de proteina de membrana (15, 30, 60 y 120 pg
proteina/tubo). Estos ensayos permitieron determinar la cantidad de proteina 6ptima para
realizar posteriores ensayos de union y de competicion en el equilibrio con los clones
seleccionados, y a partir de ellos se selecciond un Unico clon (clon #2) para posteriores
estudios.

Seleccion de clones expresando receptores Das-Cys3.36Ser, Dos-
Ser5.43Thr/Ser5.46Ala'y Dss-Val3.33Tyr

En estos casos se empled el radioligando [®H]-espiperona a una concentracion de 2
nM, en tampdn de incubacion Tris-HCI 50 mM, NaCl 120 mM, KCI 5mM, MgCl, 5 mM,
EDTA 1mM, pH 7.4 (“tampo6n de incubacion D2”). La union inespecifica se determin6 en
presencia de sulpirida 10 uM y la incubacién se realizé durante 2 horas a 25°C. El contenido
de los tubos se filtrd a través de filtros Whatman GF/B tratados con PEI al 0.5% y fueron
lavados empleando el tampdn de filtracion Tris-HC1 50 mM, NaCl 0.9%, pH 7.4 (“tampon
de filtracion D2”) a 4°C. El procesamiento de los filtros y contaje de la radiactividad se llevo

a cabo como en el caso anterior.

Igualmente, para los clones seleccionados se llevaron a cabo ensayos de linealidad
de proteina que permitieron hallar la concentracion de proteina Optima para realizar
posteriores ensayos de saturacion y de competicion. Mientras que en el caso del receptor
D2s-Cys3.36Ser no se identificd ningln clon celular que mostrase un nivel de expresion
compatible con posteriores estudios, de los receptores D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala y Dos-

Val3.33Tyr se seleccionaron los clones #29 y #16, respectivamente.
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Seleccion  de  clones expresando el  receptor  5-HTia-
Thr5.43Ser/Ala5.46Ser

En este caso, la seleccion de clones se realizd mediante experimentos de union de
[*H]-8-OH-DPAT (2 nM). Estos experimentos se realizaron en tampén de incubacion Tris-
HCI 50 mM, MgSO4 5 mM, pH 7.4. Los tubos de ensayo se incubaron durante 2 horas a
37°C y la unién no especifica se determind en presencia de 10 uM de serotonina. Tras la
incubacidn, los tubos se filtraron con tampon de filtracion (Tris-HCI 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 identificd ningun clon celular cuyos niveles de expresion permitiesen su

empleo en posteriores estudios.
3.2.4.1.2. Ensayos de saturacion

Ensayos de saturacion en receptores 5-HT2a y 5-HT24-Ser3.36Cys

Mediante estos ensayos se cuantifica el nimero maximo de sitios de union por mg
de proteina (densidad de sitios de union, Bmax) Y la afinidad del radioligando por el sitio de
union, expresada mediante la constante de disociacion en el equilibrio (Kg). Los
experimentos de saturacion en los distintos receptores 5-HTa se realizaron en
preparaciones de membrana de las lineas estables CHO-5-HT2a y CHO-5-HT24-Ser3.36Cys
(clon #2) utilizando [3H]-ketanserina como radioligando a concentraciones en el intervalo
de 0.1 a 40 nM, en tampon de incubacion compuesto por Tris-HCI 50 mM, NaCl 120 mM,
KCI5mM, MgCl, 1 mM, acido ascorbico 0.05%, pH 7.4 (“tampon de incubacion 5-HT2a”).
Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado, en tubos conteniendo 30 pg de proteina
(receptor 5-HT2a) y 80 pg de proteina (receptor 5-HT2a-Ser3.36Cys). La unidén no
especifica se determind en presencia de 60 uM de mianserina. Los tubos de ensayo se
incubaron durante 1 hora a 25°C e inmediatamente se procedio a su aspiracion, filtrado y
lavado con tampon de filtracion Tris-HCI 50 mM, pH 7.4 (“tampén de filtracion 5-HT2a”),
procesandose a continuacién los filtros como se ha descrito anteriormente para ensayos de

unién de radioligandos.
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Ensayos de saturacién en receptores Djs, D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala 'y
D2s-Val3.33Tyr

Los experimentos de saturacion en los distintos receptores Dos se realizaron en
preparaciones de membrana de las lineas estables CHO-D2s, D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala
(clon #29) y CHO-D2s-Val3.33Tyr (clon #16) utilizando [*H]-espiperona como
radioligando a concentraciones en el intervalo de 0.02 a 3 nM, en tampdn de incubacién Da.
Los tubos contenian 2 pg de proteina en el caso del receptor D2s, 4 g en el caso del receptor
D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala 'y 7.5 g en el caso del receptor Dos- Val3.33Tyr. La unidn no
especifica se determind en presencia de sulpirida 10 uM en todos los experimentos. Los
tubos de ensayo se incubaron durante 2 horas a 25°C e inmediatamente tras la incubacion
se filtrd su contenido lavando con tampén de filtracién D> y los filtros se procesaron como

en los ensayos anteriores.
3.2.4.1.3. Ensayos de competicion

Ensayos de competicion en receptores 5-HT2a y 5-HT2a-Ser3.36Cys

Los ensayos de competicion se realizaron en las mismas condiciones que los ensayos
de saturacion para estos receptores, pero empleando [°H]-ketanserina a una concentracion
3 nM, en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de los competidores: 0.01 nM
— 10 uM para clozapina y olanzapina, 10 nM — 300 uM para serotonina y 0.01 nM — 100

UM para N-desmetil-clozapina.

Ensayos de competicion en receptores D2s, D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala
y D2s-Val3.33Tyr

Los experimentos de competicion se realizaron en las mismas condiciones que los
ensayos de saturacion para estos receptores, pero utilizando 2 nM [3H]-espiperona, en
ausencia o presencia de concentraciones en el rango 0.1 nM a 100 uM de clozapina u

olanzapina.
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3.2.4.2. Ensayos sobre el receptor 5-HT~

3.2.4.2.1. Ensayos de saturacion

Mediante estos ensayos se cuantifica el nimero maximo de sitios de union por mg
de proteina (Bmax) Yy la afinidad del radioligando por el sitio de union, expresada mediante
la constante de disociacion en el equilibrio (Kq). Mediante estos ensayos se comprob6
rutinariamente la capacidad de unir radioligando de las preparaciones de membrana de la
linea HEK-5-HT7 (clon 14) empleadas en nuestros experimentos, a modo de validacion de
las mismas. Para ello, se determiné la union especifica de radioligando [*H]-SB269970 en
un rango de concentraciones de 0.03 nM a 30 nM a una cantidad de proteina de membrana
de 2.5 pg por pocillo. La union inespecifica se determind en presencia de clozapina 25 uM.
Los ensayos se llevaron a cabo en placa de fondo plano por duplicado en un volumen final
de 250 pL utilizando el tampon de incubacién compuesto por Tris-HCL 50 mM, CaCl. 4
mM, &cido L-ascorbico 1 mM, pargilina 0.1 mM, pH 7.4 (“tampoén de incubacion 5-HT7”).
La placa se incubo 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 tampon de incubacion 5-HT5. El contenido de
los pocillos se filtr6 mediante un aspirador de placas procediéndose a lavar el filtro con el
tampdn de incubacion 5-HT+ cuatro veces. La placa se seco en una estufa a 60°C durante 1
h y se afiadieron 30 pL de liquido de centelleo por pocillo. Transcurridas al menos cuatro
horas se midié 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 disociacion en el equilibrio (Kq) del radioligando
[3H]-SB269970 en la linea celular HEK-5-HT7 obtenido para nuestras preparaciones de
membrana fue de 1.53 £ 0.16 nM y el valor de la union especifica maxima (Bmax) fue de
21.8 £ 0.76 pmol/mg de proteina (Fig. 35). Otros valores de constante de afinidad (Kq) 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 talamo humano (Thomas y col., 2002), por tanto, de acuerdo con

nuestros datos.
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Fig. 35. Validacién de una preparacion de membranas HEK-5-HT; mediante ensayos de
saturacion con el radioligando [?H]-SB269970. Se representa la media = EEM de un

experimento representativo realizado por duplicado.

3.2.4.2.2. Ensayos de competicion en el equilibrio

En este tipo de ensayos se determina la concentracion de ligando competidor que es
capaz de producir un desplazamiento del 50% del radioligando unido (ICso). A partir de esta

se calcula la constante de disociacion en el equilibrio para el ligando competidor (Ki;).

En este caso, se incubaron 2.5 g de proteina de membranas HEK-5-HT+ por pocillo
con [*H]-SB269970 a una concentracion de 1 nM y diez concentraciones de ligando
competidor (lurasidona) en el rango de 107*? a 10 M, por octuplicado. Las membranas se
incubaron como se indico en el apartado anterior. La unién no especifica se determino en
presencia de clozapina 25 pM. Los experimentos se realizaron en placas de fondo plano de
96 pocillos, siendo el procedimiento seguido tras la incubacién igual al descrito en el

apartado anterior.

3.2.4.2.3. Ensayos cinéticos de disociacion de [*H]-SB269970 para la

determinacion de la constante de velocidad de disociacion del radioligando

Con estos ensayos se pretende determinar la constante de velocidad de disociacion
Koft (Unidades de tiempo™) del radioligando [®H]-SB269970. En estos ensayos se parte de
una situacion de equilibrio de union del radioligando [*H]-SB269970 al receptor, alcanzado

tras un tiempo de preincubacién de 75 min a 37°C de las membranas HEK-5-HT7 con el
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radioligando a una concentracion 1 nM. Transcurrido ese tiempo se inicia la disociacion
adicionando el ligando metiotepina 10 uM a distintos tiempos, hasta un maximo de 150 min
de tiempo de disociacion en nuestras condiciones experimentales, con el fin de obtener
valores de unidn 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 g
de proteina por pocillo y tampon de incubacion 5-HT7 en un volumen final de 250 pL. La
unién inespecifica de radioligando se determind a los distintos tiempos de adicion de
metiotepina en presencia de clozapina 25 pM. Tras la incubacion, el procesamiento de la
placa fue idéntico al realizado en el caso de los experimentos de unién en el equilibrio,
computando ademas el tiempo transcurrido hasta la filtracion para el ajuste y representacion

de los datos.

3.2.4.2.4. Ensayos cinéticos de asociacion de [*H]-SB269970 para la
determinacion de la constante de velocidad de asociacion del radioligando

Estos experimentos se realizan para determinar en primer lugar la constante de
velocidad de asociacion observada kops (Unidades de tiempo?) del radioligando [*H]-
SB269970. A partir de este valor, posteriormente se procede a calcular la constante de

velocidad de asociacion (Kon).

En el procedimiento, la asociacion se inicia adicionando el radioligando [*H]-
SB269970 (1 nM) a distintos tiempos, de forma que el tiempo maximo de asociacion en
nuestras condiciones experimentales fue de 150 min. Se utilizaron 2.5 pg de proteina de
membranas por pocillo en un volumen final de 250 pL de tampon de incubacion 5-HT+, en
placa de 96 pocillos de fondo plano que se incub6 a 37°C. La union inespecifica de
radioligando se determin a los distintos tiempos en presencia de clozapina 25 puM. Tras la
incubacion la placa se procesd siguiendo los mismos pasos que en el caso de los
experimentos de union en el equilibrio, computando ademas el tiempo hasta la filtracion

para el ajuste y representacion de los datos.
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3.2.4.2.5. Ensayos de competicion cinética para la determinacion de las
constantes de velocidad de asociacion (kon, k3) y disociacion (Kofr, ka) de

lurasidona

La determinacion del tr de lurasidona en el receptor 5-HT7 se abordd mediante el
método experimental de ensayo de competicion cinética (Motulsky y Mahan, 1984).
Mediante el ajuste de los datos al modelo de ecuacion descrito por estos autores se pretenden
determinar las constantes de velocidad asociacion (kon, k3) y disociacion (Kofr, ka) 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
radioisétopo u otro marcaje, como es nuestro caso para lurasidona, y permite una
miniaturizacion con la suficiente simplicidad como para realizar determinaciones de tr en

formatos de medio y alto rendimiento (Guo y col., 2012).

El disefio experimental consiste en un ensayo cinético de asociacion, en el que dos
ligandos, el radioligando y un ligando competidor no marcado a estudio, compiten por su
unién al receptor. Estos ensayos se llevan a cabo para distintas concentraciones del
competidor, en presencia de una concentracion fija de radioligando. La asociacién se inicia
adicionando juntos a distintos tiempos el radioligando [*H]-SB269970 (1 nM) y el ligando
competidor lurasidona a una concentracion entre varias preseleccionadas en torno a su Ki;
(0.5, 2.5, 8 y 25 nM), con el fin de obtener una curva de competicién cinética para cada

concentracion de competidor.

Este ensayo se realiz6 en placas de 96 pocillos de fondo plano a 37°C y se utilizaron
2.5 ug de proteina de membranas por pocillo en un volumen final de 250 pL de tampén de
incubacion 5-HT7. La union inespecifica de radioligando se determiné a los distintos
tiempos en presencia de clozapina 25 pM. Tras la incubacion se realizd el mismo
procedimiento relativo al manejo de la placa que en el caso de los experimentos de union
en el equilibrio, computando ademas el tiempo hasta la filtracion para el ajuste y

representacion de los datos.
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3.2.4.3. Ensayos sobre receptores Aza

3.2.4.3.1. Determinaciones de unién especifica para la seleccion de

clones celulares expresando el receptor Axa-His7.29Asn

Tras realizar la transfeccion de las células HeLa229 con el vector pIRESneo3-Aza-
His7.29Asn y mantener las lineas en medio con antibidtico de seleccion, se comprobé la
expresion del receptor de los distintos clones seleccionados tras la preparacion de las
correspondientes membranas. Se determind la union especifica a unas cantidades de
proteina en el rango de 5 pg a 45 pg utilizando como radioligando [*H]-ZM241385 a una
concentracion final en el ensayo de 3 nM. La union inespecifica se determino en presencia
de NECA 50 pM. Los ensayos se realizaron por duplicado en un volumen final de 250 pL
en tampon de incubacion compuesto por Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, MgCl, 10 mM,
pH 7.4 y 2 U/mL de adenosina deaminasa (“tampon de incubacion A2a”). La placa se incubo
a 25°C durante 30 min. Transcurrido ese tiempo se realizo una filtracion través de la propia
placa (Filtros GF/C) y cuatro lavados consecutivos de la placa con 250 uL de tampon de
filtracion Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, MgCl> 10 mM, pH 7.4. Los filtros se secaron
durante 1 h a 60°C. Posteriormente se afiadieron 30 uL de liquido de centelleo, LSC
Universol y se esper6 al menos 4 h antes de su contaje. Transcurrido ese tiempo se midio la
radiactividad (dpm) en un contador de centelleo para placas (Microbeta Trilux 1450. Perkin
Elmer).

De los clones seleccionados por mostrar una ventana de union especifica en torno al
90% se realizaron preparaciones de membranas que se emplearon en la realizacion de
ensayos de union de radioligandos, concretamente en la realizacién de curvas de linealidad
de proteina para realizar una caracterizacion mas detallada de la capacidad de estos clones
de unir ligandos especificos. En la realizacion de estos ensayos se determind la union
especifica a unas cantidades de proteina en el rango de 5 pug a 60 pg y usando como
radioligando [*H]-ZM241385 a una concentracion 3 nM. La determinacion de la union
especifica se llevo a cabo por duplicado en un volumen final de 250 pL en tampon de
incubacion Aqa. La placa se incubo a 25°C durante 30 min. El procedimiento tras la
incubacion de la placa fue igual al seguido tras la misma etapa en el ensayo de
comprobacion. Al evaluar los resultados se selecciono el clon #5 de la linea HeLa-Aza-

His7.29Asn para posteriores estudios.
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3.2.4.3.2. Ensayos de saturacion

En estos experimentos las membranas HelLa-Axa y Hela-Axa-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 pL de tampdn de incubacion
Aoa. Los ensayos se llevaron a cabo en placa con pocillos de fondo GF/C pretratada con
tampdn de incubacion Aza y por duplicado. La unidn especifica se determind en presencia
de NECA 50 puM. El procesamiento de la placa después de la incubacion fue igual al descrito

en el apartado anterior.

3.2.4.3.3. Ensayos cinéticos de disociacion de [*H]-ZM241385 para la

determinacion de la constante de velocidad de disociacion del radioligando

En estos experimentos se incubaron las cantidades de proteina de membrana de 8
pa/pocillo en el caso de HeLa-Aza y 12 0 16 g en el caso de HeLa-Azxa-His7.29Asn. La
disociacion de [®H]-ZM241385 se llevé a cabo a una concentracion 3 nM en tampén de
incubacion Aza en un volumen final de 200 pL. La union inespecifica se determind en
presencia de NECA 50 uM. La placa de fondo GF/C de 96 pocillos del ensayo se incubd a
4°C con agitacién (750 rpm) durante 75 min para completar la asociacion y previamente a
una disociacion iniciada mediante la adicion del ligando no marcado ZM241385 para
obtener una concentracién final 1 uM y a distintos tiempos para la construccién de una
curva de disociacion (hasta 150 min). El procesamiento de la placa tras la incubacién fue
igual al descrito en los apartados anteriores, computando ademas el tiempo hasta el instante

de la filtracion para el ajuste y andlisis de los datos.

3.2.4.3.4. Ensayos cinéticos de asociacion de [*H]-ZM241385 para la

determinacion de la constante de velocidad de asociacion del radioligando

En estos experimentos se incubaron unas cantidades de proteina de membrana de 8
pg/pocillo de HeLa-Axa y 12 0 16 pg de HeLa-Aza-His7.29Asn. Los pocillos de union total
contenian [®H]-ZM241385 a una concentracion 3 nM en tampdn de incubacion Aza en un
volumen final de 200 pL. La union inespecifica se determind en presencia de NECA 50 pM.
La placa de fondo GF/C de 96 pocillos del ensayo se incubo a 4°C con agitacion (750 rpm)

durante un tiempo de asociaciéon méximo de 150 min. El ensayo se inici6 mediante la
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adicién de membranas, manteniendo adecuadamente la suspension. El procesamiento de la

placa después de la incubacion fue igual al descrito en los apartados anteriores.
3.2.4.4. Andlisis de los resultados de ensayos de union de radioligandos

3.2.4.4.1. Ensayos de saturacion

La constante de disociacion en el equilibrio (Kq) del radioligando y el nivel de
expresion del receptor (Bmax) Se determinaron ajustando los datos de los experimentos de
saturacion a un modelo de regresion no lineal hiperbdlico, bien para un sitio de union o bien
para dos sitios de union, de acuerdo al modelo preferido segun el test de F de suma extra de
cuadrados. El modelo de un sitio de union viene definido por la siguiente ecuacion:

— Bmax X
(Kq + X)

[ec.1]

en la cual Bmax €s el nimero o la densidad de los sitios de union, Kq es la
concentracion de radioligando necesaria para alcanzar la mitad de la unién maxima, X la
concentracion de radioligando libre en los distintos puntos del ensayo e Y el radioligando

unido.
El modelo de dos sitios de unién viene definido por la ecuacion:

BmaXHI - X BmaXLO -X

Y =
(Kqui + X)) (Kgqro + X)

[ec.2]

ecuacion en la que BmaxHi Y BmaxLo son el numero o la densidad de cada uno de los
sitios de union y Kari Y Kdro es la concentracion de radioligando necesaria para alcanzar la

mitad de la unién méaxima en cada sitio de unién.

3.2.4.4.2. Ensayos de competicion en el equilibrio

La constante de disociacion en el equilibrio (Kq) del radioligando y el nivel de
expresion del receptor (Bmax) se determinaron ajustando los datos de los experimentos de
competicion a un modelo de regresion no lineal, comparandose el modelo de dosis-respuesta

de inhibicion sigmoide con el modelo de dosis-respuesta de inhibicién sigmoide de
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pendiente variable. Ademas, se compard el ajuste de los datos al modelo de un sitio de unién
con el correspondiente a dos sitios de unién. En todos los casos, se eligio el modelo de ajuste
preferido segun el test F de suma extra de cuadrados (nivel de significacion P < 0.05). El
modelo de dosis-respuesta de inhibicion sigmoide (coeficiente de Hill = 1) viene definido
por la siguiente ecuacion:

Ymax - YO

Y =T+ (1 + 10(logX—logIC50))

[ec.3]

El modelo de dosis-respuesta de inhibicion sigmoide de pendiente variable se define

mediante la ecuacién que incorpora el coeficiente n (coeficiente de Hill), que es la siguiente:

Ymax_ YO
Y =71+ (1 + 10(logX—logIC50)~n)

[ec.4]

En el caso del modelo de dos sitios de union, éste se define mediante la ecuacion:

Y = (Ymax— Yo) - (fracciony;) (Ymax— Yo)-(1—fracciony;)
Y (1 + 10(10gX - logIC50H)) (1 + 10(ogX —logIC50L0))

[ec.5]

Mediante el ajuste a estas ecuaciones se determina la ICsp, esto es, la concentracion
de ligando competidor necesaria para inhibir en un 50% la unién especifica de radioligando.
X es la concentracion de ligando competidor en los distintos puntos del ensayo, Ymaxla union
especifica méxima e Yo la union especifica minima. En el caso de la ecuacion del modelo
de dos sitios de unidn fraccionni corresponde a los sitios de alta afinidad. En este modelo se
determinan la 1Csoni € ICsoLo, correspondientes a los sitios de alta y baja afinidad

respectivamente.

El célculo de la constante de disociacion en el equilibrio (Kj) se realizo de acuerdo
con la ecuacion descrita por Cheng y Prusoff (1973):

ICsg
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[ec.6]

siendo ICsg la concentracion de competidor no marcado que inhibe en un 50% la
unién especifica, [L] es la concentracion del radioligando presente en el ensayo, y Kq es la

afinidad del radioligando por el receptor.

3.2.4.4.3. Ensayos cinéticos de disociacion para la determinacion de la
constante de velocidad de disociacion del radioligando

Estos experimentos se realizaron con el fin de determinar la constante velocidad de
disociacion (koff) del radioligando [*H]-SB269970 del receptor 5-HT7 y del radioligando
[*H]-ZM24385 de los receptores Aza. Esto se consiguié mediante el ajuste de los datos de
ensayos cinéticos de disociacion de radioligandos a un modelo de regresion no lineal de
disociaciéon exponencial, bien el modelo monofasico, o bien el modelo biféasico. Para la
eleccion de uno de ambos ajustes se aplicé un test F de suma extra de cuadrados (nivel de
significacion P < 0.05). ElI modelo de disociacion monofasico viene descrito por la

ecuacion:

Y = (B —plateau)("koff't) + plateau
[ec. 7]

La ecuacion describe la variacion en el tiempo de la union especifica de radioligando
desde los valores iniciales (Bo, una vez alcanzado el equilibrio en la union tras el periodo de
preincubacion) hasta el valor de union minima al que tiende la disociacion (plateau) en

funcion de la constante de velocidad de disociacién (koff) y del tiempo (t).

Asimismo, el modelo de disociacion biexponencial viene descrito por la siguiente

ecuacion:
Y = Bl(_kl't) + BZ(_kz't) + plateau
[ec. 8]

Segun esta ecuacion biexponencial la union especifica decrece desde niveles
maximos de union definidos por la suma de dos amplitudes (B1 y B2) y del valor plateau en

funcion de dos términos exponenciales con sus respectivas constantes (ki y k).
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3.2.4.4.4. Ensayos cinéticos de asociacion para la determinacion de la

constante de velocidad de asociacion observada del radioligando

Estos experimentos se realizaron con el fin de determinar la constante de velocidad
de asociacion (kon) del radioligando [3H]-SB269970 al receptor 5-HT7 y del radioligando
[*H]-ZM24385 a los receptores Aza. Esto se consiguié mediante el ajuste de los datos de
ensayos cinéticos de asociacion de radioligandos a un modelo de regresion no lineal de
asociacion exponencial, bien el modelo monofasico, o bien el modelo bifasico. Para la
eleccion de uno de ambos ajustes se aplicd un test F de suma extra de cuadrados (nivel de
significacion P < 0.05). La regresion no lineal de las curvas de asociacion al modelo
monofésico proporciona los valores de constante de velocidad de asociacion observada
(kobs) (Motulsky y Christopoulos, 2003), a partir de los cuales puede obtenerse el valor de
Kon (ver seccion 3.2.4.4.5.). El modelo de asociacion monoexponencial viene descrito por la

ecuacion que figura a continuacion:
Y = Br.(1 — e(TkopsD)
[ec. 9]

La ecuacion describe la variacion en la union especifica de radioligando en funcion
del producto de la union méaxima (B) a la que tiende la asociacion por el término (1 - e tkobs
*9). El valor de éste depende de la constante de velocidad de asociacion observada (Kobs:
min) y del tiempo (t). B puede calcularse en funcion del valor de densidad de sitios de
unioén (Bmax) multiplicado por el factor [L]/([L]+Kaq), en el que [L] es la concentracion de
radioligando.

La ecuacion que define el modelo de asociacion bifasico es la siguiente:
Y =B,.(1—-eC k1Y) + B, . (1—elF2D)
[ec. 10]

Segun esta ecuacion biexponencial la unién especifica de radioligando aumenta
desde 0 a niveles maximos de unién definidos por la suma de dos valores de union especifica
final (B1 y B2) en funcion de dos términos exponenciales con sus respectivas constantes de

asociacion (k1 y ko).
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3.2.4.4.5. Calculo de la constante de velocidad de asociacion (kon) del

radioligando a partir de datos de Kot Y Kobs

A partir del valor de kobs obtenido y considerando el primer paso de union del
complejo binario ligando-receptor (Tummino y Copeland, 2008), se procedié a calcular el
valor de la constante de velocidad de asociacion del radioligando kon (M - mint) mediante

la siguiente ecuacion:

— (kobs - koff)
[L]

[ec. 11]

kOI’l

Por tanto, para el calculo del valor de la constante de velocidad de asociacion (Kon)
son necesarios ademas el valor de la constante de velocidad de disociacion Koff, calculado
previamente a partir de los ensayos cinéticos de disociacién, y el valor medio de la

concentracion de radioligando [L] en estos experimentos.

3.2.4.4.6. Cdlculo de la “constante de disociacion cinética” (Kqcin) del

radioligando y lurasidona a partir de datos de Koff Yy Kon

A partir de los valores de las constantes de velocidad de asociacion y disociacion
obtenidos experimentalmente en ensayos cinéticos de union de radioligandos se puede
calcular un valor de constante de disociacién para el radioligando referida al primer paso de
unién del complejo binario ligando-receptor (Tummino y Copeland, 2008), que aqui
llamaremos “constante de disociacion cinética” (Kd,cin) para distinguirla de la constante de
disociacion en el equilibrio (Kq) obtenida a partir de ensayos de saturacion. Asi, Kqcin S&

puede definir como el cociente:

kot
Kd,cin - k
on

[ec. 12]

El valor de Kq_in asi calculado se espera que sea similar al valor de K4 obtenido para
el radioligando en ensayos de saturacion, de manera que nos puede informar acerca de la

calidad de los resultados obtenidos en los ensayos cinéticos de union de radioligandos.
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En el caso de lurasidona, el célculo de la Kqcin Se realizo a partir de los valores de
las constantes de velocidad de asociacion y disociacion que se obtuvieron mediante la
ejecucion de ensayos de competicion cinética. Ese valor de Kqcin S& compard con la
constante de disociacion en el equilibrio (Ki) obtenida en los ensayos de competicion en el

equilibrio.

3.2.4.4.7. Determinacion de las constantes de velocidad Koff y Kon de
radioligandos a partir de los valores de constante de velocidad de asociacion

observada (kons) mediante regresion.

A partir de los valores de las constantes de velocidad de asociacion observada (Kobs)
obtenidas experimentalmente en ensayos cinéticos de asociacion de radioligandos
realizados a distintas concentraciones se puede calcular los valores de las constantes de
velocidad de asociacion y disociacion (Koft Y kon) de los radioligandos mediante el método

de regresion.

En este caso, tras representar los valores de kops frente a la respectiva concentracion
del radioligando utilizada experimentalmente en los ensayos, se procedié a comparar el
ajuste a un modelo de regresion lineal con el correspondiente a un modelo de hipérbola (se
trata del modelo de un sitio de unién utilizado para analizar las saturaciones). Estos modelos
describen, respectivamente, el comportamiento de la representacion de los valores de Kops
frente a la concentracién de radioligando, en el caso de que la union 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 union inicial del ligando
(mecanismo B). EI mecanismo A se considera el mas frecuente en procesos de unién de un
ligando a un GPCR, mientras que el mecanismo B se considera que predomina en el caso

de inhibidores enzimaticos 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 interseccion de la recta de regresion con el eje Y corresponde al valor de kot del
radioligando. El valor de la pendiente de la recta corresponde al valor de kon (Motulsky y
Christopoulos, 2003).
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3.2.4.4.8. Ensayos de competicion cinética para la determinacion de las
constantes de velocidad de asociacion (Kon, k3) y disociacion (Koff, ka) 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 asuncion de que entre ligando y
receptor se produce una asociacion simple o de un solo paso. Este método ha sido aplicado
previamente al analisis de la interaccion del antagonista ZM241385 con el receptor Aza
(Guo y col., 2012), asi como también a la interaccion de otros ligandos y GPCRs, como el
receptor muscarinico Mz y su antagonista tiotropio (Dowling y Charlton, 2006), el receptor
H: y dimetindeno (Malany y col., 2009) o el receptor B2-adrenérgico y una serie de agonistas
y antagonistas del mismo (Sykes y col., 2014).

A continuacion, se exponen las ecuaciones gque definen el modelo de competicion
cinética propuesto por Motulsky y Mahan (1984) (tomado y modificado de Motulsky y
Mahan, 1984):

KA = (kl’L’e_g) + k2

Ky = (ks-1-e9) + k,

S=+(Kys — Kg)®? + 4-ky ky-L-1-e18

KS == 05' (KA+KB_S)

DIFF = Kp — K

Bmax - k1 -L-e™?
DIFF

Q:

k4'DIFF k4_KF k4_KS
Y =0- + ~Kpt - == ‘KS't> .13
( KF * KS KF ¢ KS ¢ [eC ]
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La concentracion de radioligando (L) e inhibidor (I) se expresan en unidades
nanomolar (nM), convertidas a unidades Molar (M) mediante los factores 10°y 108 que
aparecen en la ecuacion. Las variables Ka, Ks, Kr y Ks aparecen definidas segun Motulsky
y Mahan (1984). Y es la cantidad de complejo receptor-radioligando (o complejo RL, esto
es, los niveles de unidon receptor-radioligando determinados experimentalmente); L es el
radioligando; I, el competidor; ki, la constante de velocidad de asociacion de radioligando;
ko, la constante de velocidad de disociacion de radioligando; ks, la constante de velocidad
de asociacion del competidor; ks, la constante de velocidad de disociacion del competidor;
y t, el tiempo. Bmax €s la unién maxima de radioligando, lo que equivale a la concentracion
de receptores. La ecuacion [ec. 11] define la variacion del radioligando unido (complejo

radioligando-receptor) en un ensayo de competicion cinética.

Todos los datos de unidn de radioligandos se analizaron con el programa GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, EE.UU.).
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Resultados

4.1. ESTUDIO DE DETERMINANTES ESTRUCTURALES EN EL SITIO DE UNION DEL
RECEPTOR RELEVANTES PARA EL PERFIL DE AFINIDAD Y SELECTIVIDAD DE

ANTIPSICOTICOS SOBRE GPCRS DE SU RECEPTOROMA

4.1.1. Relevancia del residuo en posicion 3.36 para la union de antipsicoticos

a GPCRs de su receptoroma

4.1.1.1. Unidn del radioligando [3H]-ketanserina a los receptores 5-HT2a Yy
5-HT2a-Ser3.36Cys

Se determinaron los valores de afinidad, en concreto, de la constante de disociacion
en el equilibrio (K4) de [*H]-ketanserina en los receptores de serotonina 5-HT2a y 5-HT2a-
Ser3.36Cys mediante ensayos de unién de radioligandos de saturacion. Estos ensayos, al
igual que los demas ensayos llevados a cabo para investigar las distintas hipétesis referidas
a determinantes estructurales en el sitio de union de GPCRs del receptoroma de
antipsicoticos (presente seccion 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 unién, preferido sobre el de dos sitios
de union (test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). Los valores de Kq de [*H]-
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 expresion del receptor 5-HT2a (densidad de sitios de union, Bmax) en su
correspondiente preparacion de membrana fue de 1590 + 90 fmol/mg de proteina (media £
EEM; n = 3), y de 1117 + 163 fmol/mg de proteina (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 union de radioligandos de saturacion para

cada uno de los receptores.

La diferencia entre los valores de Kg de [®H]-ketanserina obtenidos en las
membranas CHO-5-HT2a y CHO-5-HT24-Ser3.36Cys no fue estadisticamente significativa
(test t de dos colas no pareado, p > 0.05). La diferencia entre los valores de densidad de
sitios de union (Bmax) de las dos preparaciones de membranas tampoco fue estadisticamente

significativa (test t de dos colas no pareado, p > 0.05).

153



Resultados

Los valores de Kq de [3H]-ketanserina en membranas CHO-5-HT2a y CHO-5-HT -
Ser3.36Cys (2.15nM y 1.79 nM para el receptor no mutado y mutado, respectivamente) son
comparables a otros valores publicados para el mismo ligando, receptor y mutacion (valores
de Kq 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. Determinacion de la afinidad de [®*H]-ketanserina por los receptores 5-HTza no
mutado y 5-HT2a-Ser3.36Cys mediante ensayos de unién de [®*H]-ketanserina de saturacion.
Se muestra la media £ EEM de un experimento representativo realizado por triplicado para cada

uno de los dos receptores.
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4.1.1.2. Unidn del radioligando [*H]-espiperona a los receptores D2 y D,-
Cys3.36Ser

Como ya se ha mencionado en la seccion 3.2. Métodos, con respecto al receptor de
dopamina mutado D2s-Cys3.36Ser ninguno de los clones de la linea CHO-D2s-Cys3.36Ser
aislados mostraron union especifica de [3H]-espiperona en ensayos de union de
radioligandos dirigidos a la seleccion de clones. Por ello, la presente hipdtesis sobre la

relevancia del residuo 3.36 no fue evaluada experimentalmente en el receptor Da.

4.1.1.3. Afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores 5-HT2a y 5-
HT2a-Ser3.36Cys

Como ensayo determinante para la comprobacion de la hipotesis principal, el valor
de la constante de disociacion en el equilibrio (Ki) de los antipsicoticos clozapina y
olanzapina se determind en ensayos de union de radioligandos de competicion en el
equilibrio. Estos ligandos desplazaron completamente y de forma dependiente de la
concentracion la union de [3H]-ketanserina a los receptores 5-HT2a y 5-HT24-Ser3.36Cys.
Los resultados se ajustaron preferentemente a un modelo de dosis-respuesta de inhibicion
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
estadisticamente significativo (ANOVA de una via y test de comparacion multiple 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
+ 548 y 3.89 + 1.32 para clozapina y receptores 5-HT.a 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 competicion 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 [*H]-ketanserina como radioligando; Selent y col.,
2008, tomado de Lange y col., 2007; y media de valores de K; determinados en el receptor
5-HT2a clonado y el mismo radioligando [®H]-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 informacion estructural adicional, en estos experimentos se
incluyeron los ligandos serotonina y N-desmetil-clozapina. N-desmetil-clozapina
experimentd un aumento notable de la afinidad por el receptor mutado, ajustandose los
resultados preferentemente a un modelo de dosis-respuesta de inhibicion sigmoide (test F
de suma extra de cuadrados, P > 0.05). Se obtuvieron unos valores de K; (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 estadisticamente significativa (ANOVA
de una via y test de comparacion maultiple de Bonferroni, P > 0.05). El valor de K;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 altimo, la serotonina mostré una disminucion de la afinidad estadisticamente
significativa, ajustandose los resultados preferentemente a un modelo de dosis-respuesta de
inhibicion 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-
HT.ay 5-HT2a-Ser3.36Cys respectivamente (****P < 0.0001, ANOVA de una via y test
de comparacion mdltiple de Bonferroni) (véase Tabla 9). Los valores de afinidad de
serotonina son comparables a otros publicados anteriormente de K 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 competicion también con [*H]-ketanserina
con los mismos receptores. Las figuras 37 y 38 muestran un experimento de competicién
representativo de los realizados para los cuatro ligandos mencionados en cada receptor. Los
valores de la constante de afinidad (Ki, pK;) de los cuatro ligandos mencionados, asi como

el nimero de experimentos (n) se muestran en la Tabla 9.
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Fig. 37. Determinacion de la afinidad de los antipsicéticos clozapina y olanzapina por los

receptores 5-HT2a y 5-HT2a-Ser3.36Cys mediante ensayos de union de radioligandos de

competicion utilizando [*H]-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. Determinacion de la afinidad de N-desmetil-clozapina y serotonina por los receptores
5-HT2a ¥ 5-HT24-Ser3.36Cys mediante ensayos de unién de radioligandos de competicién
utilizando [®*H]-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-HT2ano mutado 5-HT2a-Ser3.36Cys
Ki Ki
. pKi ) pKi
(nM; media £ EEM) (nM; media £ EEM)
clozapina 25.02+548,n=5 7.60 3.89+1.32,n=4 8.41
olanzapina 7.68+0.67,n=5 8.11 216+ 0.57,n=4 8.66
serotonina 890+320,n=2 6.05 | 5077 £539**** n=4 | 5.29
N-desmetil-clozapina 16.45+225n=2 7.78 1.96+0.29,n=2 8.71

Tabla 9. Valores de la constante de disociacion en el equilibrio (Ki) (nM) y de pK;de distintos
ligandos obtenidos en ensayos de unién de radioligandos de competicion frente a [*H]-
ketanserina. Los valores se expresan como la media + EEM del nimero de experimentos
independientes indicado (n), realizados por triplicado. ****P < 0.0001 para los valores de K; de
serotonina en los receptores 5-HT2a no mutado y 5-HT2a-Ser3.36Cys (ANOVA de una via y test

de comparacion multiple de Bonferroni).

4.1.2. Relevancia de los residuos en las posiciones 5.43 y 5.46 para la union

de antipsicoticos a GPCRs de su receptoroma

4.1.2.1. Union del radioligando [*H]-espiperona a los receptores D2 y D;-
Ser5.43Thr/Ser5.46Ala

Se determinaron los valores de afinidad, en concreto, de la constante de disociacion
en el equilibrio (Kq) de [*H]-espiperona en los receptores de dopamina Dazs y Das-
Ser5.43Thr/Ser5.46Ala mediante ensayos de unién de radioligandos de saturacion. Los
datos se ajustaron al modelo de un sitio de unidn, preferido sobre el de dos sitios de unidn
(test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). Los valores determinados de Kq para [°H]-
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 Dzs y D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala,
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respectivamente. El valor de densidad de sitios de unidon (Bmax) correspondiente a las
membranas del receptor D2s no mutado fue de 2971 + 98 fmol/mg de proteina (media +
EEM; n = 3) y de 749 £ 93 fmol/mg de proteina (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 [*H]-espiperona por ambos receptores no fue
estadisticamente significativa (test t de dos colas no pareado, p > 0.05). La diferencia en los
niveles de expresion de las dos preparaciones de membranas CHO-Dys y CHO-Das-
Ser5.43Thr/Ser5.46Ala fue estadisticamente significativa (****p < 0.0001, test t no
pareado, dos colas). Con respecto a la comparacion de los resultados, el valor de afinidad
de [3H]-espiperona obtenido por el receptor Das es similar a otros publicados para el mismo
radioligando y receptor expresado en lineas celulares y determinados en membranas como
~0.05nM (Dal Toso y col. 1989), 0.015 nM (Armstrong y Strange, 2001) 0 0.065 nM (Payne
y col., 2002).

160



Resultados

D,sno mutado

2500 M
=8= Unidn total

== Unidén especifica

=B~ Union no especifica

["H]-espiperona, unién

3

0T T T T 1

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

[3H]-espiperona, [nM]

D,s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala
2500+ } =8~ Unidn total
== Union especifica

=B~ Unidn no especifica

[3H]—espiperona, unién

0 T T T 1

0.0 0.5 1.0 L5 2.0

[3H]—espiperona, [nM]

Fig. 39. Determinacion de la afinidad de [®*H]-espiperona por los receptores D2s no mutado y
D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala mediante ensayos de union de [*H]-espiperona de saturacion. Se
muestra la media £ EEM de un experimento representativo realizado por triplicado para cada uno

de los dos receptores.

4.1.2.2. Union del radioligando [*H]- 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
generacidn de la construccidn plasmidica y su transfeccion en la linea celular CHO-K1, los
clones aislados no mostraron union especifica del radioligando [*H]-8-OH-DPAT en
ensayos de unién 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.
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4.1.2.3. Afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores D2 y D»-
Ser5.43Thr/Ser5.46Ala

Para obtener los valores de afinidad que permitiran contrastar la hipdtesis planteada
se realizaron ensayos de union de radioligandos de competicion utilizando [*H]-espiperona.
Clozapina y olanzapina desplazaron completamente y de forma concentracion-dependiente
la unién de [®*H]-espiperona a los receptores Das y Das-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala. Los datos
para ambos antipsicéticos en los dos receptores se ajustaron preferentemente al modelo de
dosis-respuesta de inhibicion sigmoide (test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). La
afinidad de olanzapina por el receptor mutado disminuyé de manera estadisticamente
significativa y en una magnitud muy considerable con respecto al receptor no mutado. Los
valores de afinidad obtenidos y expresados mediante la constante de disociacion en el
equilibrio (K;) (media + EEM) fueron de 23.45 + 4.38 nM en el caso de olanzapina y el
receptor Dos yde 173.90 £ 31.56*** nM para el receptor Dos-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala y el
mismo ligando (***P < 0.001 para la diferencia entre ambas afinidades; ANOVA de una
via y test de comparacion multiple de Bonferroni). Por su parte, la afinidad de clozapina por
el receptor mutado aumentd, aunque de manera no estadisticamente significativa, con
respecto al receptor no mutado, obteniéndose unos valores de K; (media + EEM) de 88.65
+ 10.04 nM y 58.04 £ 9.65 nM para los receptores Das Yy D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala,
respectivamente (ANOVA de una via y test de comparacién multiple de Bonferroni; P >
0.05). La Fig. 40 muestra un experimento de competicion representativo de los realizados
para cada antipsicotico en cada receptor. Los valores de la constante de disociacion en el
equilibrio (Ki, pK;) asi como el nimero de experimentos (n) para ambos antipsicéticos en
los dos receptores se muestran en la Tabla 10.

Otros valores de afinidad (Ki) de clozapina y olanzapina por el receptor D> humano
clonado obtenidos mediante competicion en el equilibrio con [*H]-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 K; obtenidos para clozapina y olanzapina por el receptor
D2s, 88.65 y 23.45 nM respectivamente, son comparables a los valores medios de K;
publicados por la base PDSP anteriormente mencionados.

Los resultados muestran la verificacion de la hipdtesis inicialmente planteada, por

la que se esperaba una inversion del perfil de afinidades de ambos antipsicoticos por el par
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de receptores D2s y D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala. Asi, 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 Dos-
Ser5.43Thr/Ser5.46Ala.
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Fig. 40. Determinacion de la afinidad de los antipsicéticos clozapina y olanzapina por los
receptores D2s y D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala mediante ensayos de union de radioligandos de
competicion utilizando [*H]-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 Da2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala
Ki Ki
) pKi ; pKi
(nM; media £ EEM) (nM; media £ EEM)
Clozapina 88.65+10.04,n=5 7.05 58.04 £9.65,n=3 7.24

Olanzapina 2345+438,n=5 7.63 | 173.90 £31.56***, n=4 | 6.76

Tabla 10. Valores de la constante de disociacion en el equilibrio (Ki) (nM) y de pKi de
clozapina y olanzapina obtenidos en ensayos de unién de radioligandos de competicién frente
a [®*H]-espiperona. Los valores se expresan como la media + EEM del nimero de experimentos
independientes indicado (n), realizados por triplicado. ***P < 0.001 para los valores de K; de
olanzapina en los receptores D2s no mutado y D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala (ANOVA de una viay
test de comparacion maltiple de Bonferroni).

4.1.3. Relevancia del residuo en posicion 3.33 para la union de antipsicoticos
a GPCRs diana y antidiana de su receptoroma

4.1.3.1. Union del radioligando [*H]-espiperona al receptor D2s-Val3.33Tyr

Se determind el valor de la constante de disociacion en el equilibrio (Kq) de [3H]-
espiperona en el receptor D2s-Val3.33Tyr mediante ensayos de union de radioligandos de
saturacion. Los datos se ajustaron al modelo de un sitio de union, preferido sobre el de dos
sitios de union (test F de suma extra de cuadrados, P >0.05). Se obtuvo un valor de afinidad
(Kq) de [*H]-espiperona 0.057 + 0.002 nM (media = EEM; n = 4) para el receptor Das-
Val3.33Tyr. El valor de densidad de sitios de union (Bmax) de las membranas del receptor
D2s-Val3.33Tyr utilizadas en estos experimentos fue de 1027 + 58 fmol/mg de proteina
(media £ EEM; n = 3). Los valores de afinidad para el receptor D2s no mutado (valor de Kg
de [3H]-espiperona de 0.033 + 0.002 nM (media + EEM; n = 3) y de densidad de sitios de
unién (Bmax) de 2971 + 98 fmol/mg de proteina (media + EEM; n = 3), asi como la
comparacion del valor de afinidad con otros valores de la literatura, han sido descritos

previamente en la seccion 4.1.2.1. La Fig. 41 muestra un experimento representativo
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correspondiente a un ensayo de saturacion de [3H]-espiperona en el receptor Dos-
Val3.33Tyr.

La diferencia de afinidades [°H]-espiperona por los receptores Dzs y D2s-Val3.33Tyr
fue estadisticamente significativa (***p < 0.001, test t de dos colas no pareado). La
diferencia en los niveles de expresion de las dos preparaciones de membranas CHO-D2s y
CHO-D2s-Val3.33Tyr fue estadisticamente significativa (****p < 0.0001, test t de dos colas

no pareado)

D,s-Val3.33Tyr

® Unidén total
A Union especifica

B Unién no especifica

["H]-espiperona, union

3

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

[3H]-espiperona, [nM]

Fig. 41. Determinacion de la afinidad de [®H]-espiperona por el receptor D2s-Val3.33Tyr
mediante ensayos de union de [*H]-espiperona de saturacion. Se muestra la media + EEM de

un experimento representativo realizado por triplicado.

4.1.3.2. Afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores D, y D»-
Val3.33Tyr

La comprobacion de la hipotesis se abordo experimentalmente mediante la ejecucion
de los correspondientes ensayos de competicion en el equilibrio. Clozapina y olanzapina
desplazaron completamente y de forma concentracion-dependiente la union de [*H]-
espiperona a los receptores D2s y D2s-Val3.33Tyr. Los datos para ambos antipsicoticos en
el receptor D2s-Val3.33Tyr se ajustaron preferentemente al modelo de dosis-respuesta de
inhibicion sigmoide (test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). Se obtuvieron unos

valores de constante de disociacion en el equilibrio (K;) para clozapina de 88.65 + 10.04 nM
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y 307.73 £ 96.29** nM (media + EEM) en los receptores D2s no mutado y D2s-Val3.33Tyr,
respectivamente (**P < 0.01 para la comparacién entre ambos valores, ANOVA de una via
y test de comparacion multiple de Bonferroni). En el caso de olanzapina, se obtuvieron unos
valores de K; de 23.45 + 4.38 nM y 383.22 + 48.81*** nM (media + EEM) para los
receptores Dos no mutado y Dos-Val3.33Tyr, respectivamente (***P < 0.001 para la
comparacion entre ambos valores, ANOVA de una via y test de comparacion multiple de
Bonferroni). La Fig. 42 muestra un experimento de competicion representativo de los
realizados para cada antipsicotico en cada receptor. Los valores de la constante de afinidad
(Ki, pKi) para ambos antipsicéticos, asi como el numero de experimentos (n) se recogen en
la Tabla 11.

Se observa por tanto una disminucion de las afinidades de gran magnitud y
estadisticamente significativa de clozapina y olanzapina por el receptor D2s-Val3.33Tyr en
comparacion con el receptor Das. Esto contradice las predicciones basadas en la hipotesis
planteada que esperaban para ambos antipsicéticos un aumento de la afinidad por el receptor

mutado.
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Fig. 42. Determinacion de la afinidad de clozapina y olanzapina por los receptores Dzs y Dos-
Val3.33Tyr mediante ensayos de unién de radioligandos de competicién utilizando [*H]-
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 Ki
; pKi . pKi
(nM; media £ EEM) (nM; media £ EEM)

clozapina 88.65+10.04,n=5 7.05 307.73 £96.29**, n=3 6.51

olanzapina 2345+4.38,n=5 7.63 383.22 £ 48.81***, n=3 6.42

Tabla 11. Valores de la constante de disociacion en el equilibrio (Ki) (nM) y de pKi de
clozapina y olanzapina obtenidos en ensayos de unién de radioligandos de competicién frente
a [®*H]-espiperona. Los valores se expresan como la media + EEM del nimero de experimentos
independientes indicado (n), realizados por triplicado. **P < 0.01; ***P < 0.001 para los valores
de K; de clozapina u olanzapina en el receptor Dzs con respecto al receptor Dos-Val3.33Tyr
(ANOVA de una via y test de comparacion multiple de Bonferroni).
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4.2. ESTUDIO DE LAS CINETICAS DE INTERACCION LIGANDO-RECEPTOR EN
GPCRS: TIEMPO DE RESIDENCIA DEL ANTIPSICOTICO ATIPICO LURASIDONA EN EL

RECEPTOR DE SEROTONINA 5-HT7

4.2.1. Afinidad de lurasidona por el receptor 5-HT~

Antes de caracterizar la cinética de union de lurasidona al receptor 5-HT7 se abordd
la determinacion de su afinidad por el mismo en condiciones de equilibrio. Asi, mediante
ensayos de unién de radioligandos de competicion en el receptor 5-HT7, empleando el
radioligando [3H]-SB269970, se determiné la concentracion de lurasidona capaz de inhibir
en un 50% la unidn especifica de radioligando (ICso) y, a partir de este valor, se calculé la
constante de disociacion en el equilibrio (K;) de lurasidona.

Lurasidona desplazé al radioligando [*H]-SB269970 del sitio de union al receptor
completamente y de forma concentracion-dependiente, mostrando un ajuste al modelo de
dosis-respuesta de inhibicion sigmoide con una pendiente de Hill (ny) de 1. Este ajuste se
compard con respecto al modelo de dosis-respuesta de inhibicién sigmoide de pendiente
variable (test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). El valor de K; 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 determinacion de la
afinidad de lurasidona en mediante ensayos de union de radioligandos de competicién en el

equilibrio.

Otros valores de afinidad (K;) para lurasidona por el receptor 5-HT?> citados en la
literatura se encuentran también en el rango nanomolar bajo, por ejemplo K; =0.495 + 0.090
nM empleando el radioligando [*H]-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 [*H]-SB269970, disponemos de los datos de afinidad (Ki) de un
estandar 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 preparacion de membranas de células HEK293 (3.89 + 0.831 nM, media +
EEM) (Thomas y col., 2000).
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Fig. 43. Determinacion de la afinidad de lurasidona por el receptor 5-HT7 mediante ensayos
de unién de radioligandos de competicion en el equilibrio utilizando [*H]-SB269970. La
grafica representa la media £ EEM de los resultados correspondientes a un experimento

independiente representativo realizado por octuplicado.

4.2.2. Determinacion de parametros cinéticos de union del radioligando
[*H]-SB269970 y lurasidona al receptor 5-HT+

Con el objetivo de poder determinar las constantes de velocidad de asociacion y
disociacion de lurasidona al receptor 5-HT7 mediante el método de competicion cinética, se
procedié en primer lugar a determinar las constantes de velocidad de disociacion vy
asociacion (Kofr Y Kon) del radioligando [3H]-SB269970 en este receptor. Esto se llevo a cabo
mediante ensayos cinéticos de disociacion y asociacion del radioligando. Los valores de Kot
y kon del radioligando asi obtenidos se utilizaron posteriormente para la determinacion de
las constantes de velocidad de asociacion y disociacion de lurasidona mediante ensayos de

competicion cinética entre el radioligando y lurasidona.

4.2.2.1. Determinacion de la constante de velocidad de disociacion del
radioligando [®H]-SB269970 del receptor 5-HT~

Estos fueron los experimentos que se llevaron a cabo en primer lugar dentro de esta

seccion, pues el valor de la constante de velocidad de disociacion del radioligando (ko) seréa
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empleado en célculos posteriores de la constante de velocidad de asociacion del

radioligando (kon) Yy las constantes cinéticas de lurasidona.

La cinética de disociacion de [*H]-SB269970 del receptor 5-HT7 se ajustd a un
modelo exponencial, con unos valores de disociacion que se aproximaron asintéticamente
al valor de union minima, el cual alcanzaron en torno a los 80 min. Se continuaron los
experimentos hasta los 150 min. El ajuste al modelo exponencial monoféasico de disociacion
se compard con el correspondiente al modelo bifasico, resultando elegido el primero (test F
de suma extra de cuadrados, P > 0.05). La Fig. 44 muestra un experimento cinético de

disociacion de [3H]-SB269970 representativo.

Se obtuvo un valor de constante de velocidad de disociacion de 0.083 + 0.007 min™
(media £ EEM, n = 12 experimentos individuales realizados por triplicado). Este valor de
Koff Obtenido para [*H]-SB269970 es comparable al valor de 0.050 + 0.003 min™! (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. Determinacion de la constante de velocidad de disociacién (koff) del radioligando
[3H]-SB269970 del receptor 5-HT7 mediante ensayos cinéticos de disociacion. La grafica
representa la media = EEM de los resultados de un experimento representativo, realizado por

triplicado.
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4.2.2.2. Determinacion de la constante de velocidad de asociacién del
radioligando [3H]-SB269970 al receptor 5-HT~

En estos ensayos se determina la union especifica del radioligando [*H]-SB269970
a distintos tiempos. Mediante estos ensayos y el ajuste al correspondiente modelo se obtiene
un valor de constante de velocidad de asociacion observada (Kons), que junto con el valor de
Kofr ya determinado, permite obtener el valor de la constante de velocidad de asociacion Kon

del radioligando al receptor.

Los valores de unidn especifica siguieron en el tiempo una evolucion exponencial,
alcanzandose unos niveles de asociacién préximos a los valores de asociacion maxima en
torno a los 60 min. Los experimentos se continuaron hasta los 150 min y los resultados se
ajustaron al modelo monofasico de asociacidn al comparar el ajuste con respecto al modelo
bifasico de asociacion (test F de suma extra de cuadrados, seleccionando el modelo méas
simple al ser P > 0.05). El ajuste de los datos experimentales a este modelo aport6 un valor
de constante de velocidad de asociacion observada (Kebs). La Fig. 45 muestra un experimento

cinético de asociacion de [*H]-SB269970 representativo.

El valor de kon se obtuvo a partir de los datos de kons Obtenidos experimentalmente,
aplicando la ecuacion kon = (Kobs - koff)/[L], siendo [L] la concentracion experimental del
radioligando que se asocia (ver seccion 3.2.4.4.5.). El valor de kon para [°H]-SB269970 en
el receptor 5-HT7 asi obtenido fue de 0.086 - 10° + 0.014 - 10° M - min't (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 - min't (media + EEM) descrito
en la literatura para este radioligando y el receptor 5-HT- humano expresado en membranas
de células HEK293 (Thomas y col., 2000).
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Fig. 45. Determinacion de la constante de velocidad de asociacion (kon) del radioligando [*H]-
SB269970 al receptor 5-HT7 mediante ensayos cinéticos de asociacién. Con el ajuste al modelo
se obtiene el valor de la constante de velocidad de asociacién observada (Kops). La grafica
representa a media = EEM de los resultados de un experimento representativo, realizado por

sextuplicado.

4.2.2.3. Determinacion de las constantes de velocidad kot Yy kon del
radioligando [®H]-SB269970 a partir de valores de constante de velocidad de

asociacion observada (kobs) mediante regresion

La representacion de los valores de constante de asociacion observada en funcion de
la concentracion de radioligando obtenidos en ensayos de asociacion con distintas
concentraciones del radioligando [*H]-SB269970, mostr6 un ajuste lineal (comparacion 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 union ligando-receptor de un solo paso (mecanismo A de Tummino

y Copeland, 2008) (Fig. 46).

De acuerdo con el método de determinacion de kon Y Kofr descrito en la seccion de
materiales y métodos (seccion 3.2.4.4.6.) la interseccion con el eje Y de la recta de regresion
correspondiente al modelo lineal proporciond un valor de ko de 0.0688 + 0.0283 min. La
pendiente de dicha recta proporciona el valor de kon. Este fue de 0.160 + 0.0172 nM*-min!

lo que equivale a 0.160 - 10° + 0.0172- 10° MX-min™. Estos valores resultan comparables a
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los determinados mediante ajuste a los correspondientes modelos de disociacion y
asociacion cinéticos (kon para [*H]-SB26997 de 0.086 - 10° + 0.014 - 10° M- miny Kot
de 0.083 + 0.007 mint) (ver secciones 4.2.2.1. y 4.2.2.2.)

0.8+
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Fig. 46. Representacion del valor de kqps 0btenido en distintos experimentos de asociacion (n
= 9) realizados en el receptor 5-HT7 con varias concentraciones del radioligando [*H]-
SB269970 y determinacién de los valores de Kon Y Kotr. La regresion de los valores se ajustd a un
modelo lineal, propio del mecanismo de unidn cinético de un solo paso (mecanismo A, Tummino
y Copeland, 2008). En este caso el valor de la pendiente se corresponde con ko y el valor de la

interseccién con el eje Y con Kot

4.2.2.4. Célculo del valor de la “constante de disociacion cinética” (Kqcin)

del radioligando [®H]-SB269970 en el receptor 5-HT>

El valor de la constante de disociacion (Kq) de un ligando puede ser definido como
el cociente entre las constantes cinéticas Koff /kon. Ell0 permite el célculo de un valor de
“constante de disociacion cinética” (Kqcin), que nos informa acerca de la calidad de los datos
obtenidos en los ensayos de union del radioligando cinéticos, sirviéndonos como método de

validacion de la calidad de nuestras determinaciones cinéticas experimentales.
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Asi, a partir de los resultados de nuestros experimentos de disociacion y asociacion
de [*H]-SB269970 en el receptor 5-HT7 se obtuvo un valor de Kq,in para el radioligando de
0.96 nM, que resulta comparable al valor de constante de disociacion en el equilibrio (Kq)
determinado en nuestros ensayos de union del radioligando de saturacion empleando en la
misma linea celular (K¢ = 1.53 £ 0.16 nM; media £ EEM) asi como al valor de Kq_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 regresion permitié calcular de la misma
manera otro valor de Kqcin de 0.43 nM, que resulta comparable a los mismos valores con los
que se comparo el valor de Kqcin de 0.96 nM que se acaba de validar. La Tabla 12 resume
los valores correspondientes a los dos tipos de Kq (determinada mediante ensayos de union
en el equilibrio y “cinética”) determinados experimentalmente y ejemplos de los mismos

tipos de valores que aparecen en otros estudios en la literatura.

Kg? Kad,cin® Kqd Kad,cin®
Kd,cinb
(presente ) (presente (Thomas y (Thomasy
) (presente trabajo) )
trabajo) trabajo) col., 2000) col., 2000)
1.53+0.16
nM 1.25+£0.05nM | 1.04£0.1nM
_ 0.96 nM 0.43 nM ) )
(media = (media £ EEM) | (media £ EEM)
EEM)

Tabla 12. Valores de la constante de disociacion en el equilibrio (Kq) y de la “constante de
disociacién cinética” (Kq.in) del radioligando [*H]-SB269970 en el receptor 5-HT obtenidos
en este estudio y recogidos en la literatura. ®A partir de ensayos de saturacion en el equilibrio.
bA partir de valores medios de kon Y Ko Obtenidos en ensayos cinéticos. °A partir de valores de Kon

y Kofr Obtenidos mediante regresion de datos experimentales de Kobs. ¢ A partir de ensayos de

saturacion. ®A partir de valores medios de kon Y Kosr Obtenidos en ensayos cinéticos.

4.2.2.5. Determinacion de las constantes de velocidad de asociacion (Kon) y

disociacion (koff) de lurasidona en el receptor 5-HT~

Las constantes de velocidad de asociacion (Kon 0 ks) y disociacion (kort 0 ks) de

lurasidona en el receptor 5-HT7 se determinaron mediante el método de competicion
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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, proximas al valor de Ki determinado en

ensayos de competicion en el equilibrio con el mismo radioligando que ahora se utiliza.

En ausencia o presencia del competidor, la asociacion del radioligando tendi6 a
valores maximos de unidn asintéticos, cuya magnitud fue inversamente proporcional a la
concentracion del competidor presente. Los resultados se ajustaron de manera global al
modelo de competicion cinética de Motulsky y Mahan (1984). Los valores de las constantes
de velocidad de asociacion y disociacion obtenidos para lurasidona fueron kon = 0.0046 -
10° + 0.0013 - 10° Mt - min? y kot = 0.099 + 0.031 min?* (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.

== nocompetidor
60 3 p
o 3 3 =¥ 0.5nM lurasidona
= .
Y == 2.5nM lurasidona
N T T N Y

x .

g [ ] ! ; 3 T 8 nM lurasidona
@ -8 25nM lurasidona
R
<

[3H]-85269970, union especifica

O L L L] L L L L L L}

0 20 40 60 80 100 120 140 160
t(min)

Fig. 47. Determinacion de las constantes de velocidad de asociacion y disociacion de
lurasidona en el receptor 5-HT7 mediante ensayos de competicion cinética con [*H]-
SB269970. La grafica representa la media + EEM de los resultados de los distintos experimentos
de competicion independientes llevados a cabo con cada concentracion de competidor (n = 4 - 11),
normalizados a su respectiva Bmax, asi como el ajuste global de los mismos al modelo de
competicion cinética de Motulsky y Mahan (1984).
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4.2.2.6. Célculo del tiempo de residencia (tr) de lurasidona en el receptor 5-
HT-

A partir del valor de kofr de lurasidona obtenido, se procedio a calcular el tiempo de
residencia del antipsicotico en los receptores 5-HT7 segun la ecuacion tr = 1/kos, resultando
un tr = 10 min, un valor que resulté ser del mismo orden que el del radioligando [3H]-
SB269970 sobre el receptor (~ 12 min).

4.2.2.7. Célculo del valor de la “constante de disociacion cinética” (K, 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 ejecucion de los ensayos de competicion cinética, se calculé un valor de constante de
disociacion cinética (Kqcin) para lurasidona en el receptor 5-HT+ a partir de los datos de kon y
Kot Obtenidos en los ensayos de competicion cinética. El valor resultante es de 21.5 nM, que
es comparable al valor de constante de disociacion en el equilibrio (Kj) para lurasidona
obtenido mediante ensayos de radioligandos de competicion en el equilibrio (13.2 nM).
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4.3. ESTUDIO DE LAS CINETICAS DE INTERACCION LIGANDO-RECEPTOR EN
GPCRS: RELEVANCIA DEL RESIDUO HI1s264 EN EL3 PARA LAS CINETICAS DE

ASOCIACION Y DISOCIACION DE [?H]-ZM241385 AL RECEPTOR DE ADENOSINA A2a

4.3.1. Afinidad de [*H]-ZM241385 por los receptores A2ay Aza-His7.29Asn

La afinidad del radioligando [3H]-ZM241385 por los receptores Aza y Acza-
His7.29Asn se caracterizd mediante ensayos de union de radioligando de saturacion,

determinandose su constante de disociacidon en el equilibrio (Kg) en cada receptor.

Los datos de union del radioligando a ambos receptores se ajustaron al modelo de
union hiperbdlico de un sitio de union, al resultar preferido sobre el de dos sitios de union
(test F de suma extra de cuadrados, P > 0.05). Los valores de Kq de [3H]-ZM241385
obtenidos fueron de 0.65 + 0.15 nM y 4.98 £+ 0.86** (nM) para el receptor Aza y Aca-
His7.29Asn, respectivamente (media + EEM, n = 3 y 4 experimentos individuales realizados
por duplicado, respectivamente). Estos valores difieren de forma estadisticamente
significativa (**p < 0.01, test t no pareado, dos colas). Los valores de densidad de sitios de
union (Bmax) obtenidos a partir de estos experimentos fueron de 18212 + 2022 fmol/mg
proteina y 7361 + 1150** fmol/mg proteina, para las membranas correspondientes al
receptor Azay Axa-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 Kq 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.

178



Resultados

4000 ® == A,, no mutado
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Fig. 48. Determinacion de la constante de disociacion en el equilibrio del radioligando [*H]-
ZM241385 en los receptores Aza 'y Aza-His7.29Asn mediante ensayos de union de
radioligando de saturacion. La gréfica representa la media + EEM de los resultados de un
experimento representativo llevado a cabo con ambos receptores por duplicado.

4.3.2. Determinacion de parametros cinéticos de unién del radioligando
[H]-ZM241385 a los receptores Aza y Az2a-His7.29Asn

4.3.2.1. Determinacion de la constante de velocidad de disociacion de [°H]-

ZM?241385 de ambos receptores

Como ya se ha mencionado, los ensayos cinéticos de disociacion permiten obtener
el valor de la constante de velocidad de disociacion (koff), que serd posteriormente utilizado
para calcular el valor de la constante de velocidad de asociacion (kon) a partir de la constante

de velocidad de asociacion observada (kobs), determinada experimentalmente.

Los datos cinéticos de disociacion de [3H]-ZM241385 de los receptores Aza y Aza-
His7.29Asn se ajustaron al modelo exponencial monofasico, siendo la disociacion
notablemente més rapida en el caso del receptor mutado. Asi, los niveles de union especifica
alcanzaron el valor asintotico de union minima, en torno a los 60 min en el caso del receptor
Aoa-His7.29Asn y a los 240 min en el del receptor A2a no mutado, tiempo este en el que se
detuvo la disociacion. El ajuste al modelo de disociacion exponencial monofasico se
compard con el correspondiente al modelo bifésico, 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 disociacion (koff) de [2H]-ZM241385 obtenidos
fueron de 0.014 + 0.0020 min™ y 0.15 + 0.026** min™* (media + EEM; n = 4) para el receptor
Aza no mutado y Axa-His7.29Asn respectivamente. Estos valores difieren entre si de forma
estadisticamente significativa (**p < 0.01, test t no pareado, dos colas). La Fig. 49 muestra
un experimento cinético de disociacion de [*H]-ZM241385 llevado a cabo con ambos

receptores.

El valor de ko obtenido para el radioligando [®H]-ZM241385 en el receptor humano
Axano 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* (Guo y col., 2012) 0 0.014 + 0.003 min (Guo y col., 2014).

100 == A,, no mutado
=#= A,,-His7.29Asn
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25+

[3H]-ZM 241385, union especifica
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Fig. 49. Determinacion de la constante de velocidad de disociacion (ko) del radioligando
[*H]-ZM241385 de los receptores Aza no mutado y Aza-His7.29Asn mediante ensayos
cinéticos de disociacion. La grafica representa la media £ EEM de los resultados de un

experimento representativo llevado a cabo con ambos receptores, realizado por triplicado.
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4.3.2.2. Célculo del tiempo de residencia (tr) del radioligando [3H]-
ZM241385 en los receptores Axa 'y Aoa—His7.29Asn

En este caso, partiendo de la definicion de tiempo de residencia (tr) como la inversa
de la constante de velocidad de disociacion (Koff), se utilizaron los valores de koft obtenidos
en los experimentos cinéticos de disociacion para el calculo del tr. Asi, se obtuvieron
valores de tr de 70.57 min y 6.59 min para los receptores Aca Y Aca-His7.29Asn,
respectivamente. El valor de tr obtenido para el receptor Aza 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).

4.3.2.3. Determinacion de la constante de velocidad de asociacién del
radioligando [®H]-ZM241385 al receptor Aza

En el caso del receptor A2a no mutado, se llevaron a cabo experimentos cinéticos de
asociacion del radioligando [3H]-ZM241385 que, tras el ajuste de los datos al modelo
monoexponencial de asociacion, permitieron obtener un valor medio de constante de
velocidad de asociacion observada (kobs). Sin embargo, este tipo de experimentos no
permitié una determinacion experimental adecuada del valor de kobs del radioligando en el
caso del receptor Axa-His7.29Asn, por lo que seguimos otra aproximacion experimental
para este receptor (seccion 4.3.2.4).

Los valores de union especifica de [°?H]-ZM241385 al receptor A, alcanzaron el
valor asintético de asociacién méxima aproximadamente a los 80 min, continuandose los
experimentos hasta los 150 min. Los datos cinéticos de asociacién se ajustaron al modelo
de asociacién exponencial monofasica, comparandose con el ajuste al modelo de asociacion
bifasica (test F suma extra de cuadrados, P > 0.05). De acuerdo con esto, previamente otros
autores han descrito curvas de asociacion monofasicas del radioligando [3H]-ZM241385 al

receptor Aza (Guo y col., 2012).

Estos experimentos permitieron calcular el valor de la constante de velocidad de
asociacion (kon) de [?H]-ZM241385 en el receptor Aza no mutado segin la ecuacion Kon =
(kobs - koff)/[L], siendo [L] la concentracion experimental del radioligando que se asocia (ver
seccion 3.2.4.4.5.). Se obtuvo un valor de kon de 4.4 - 107 + 0.58 - 10" Mt-min (media

181



Resultados

EEM, n = 7 experimentos individuales realizados por triplicado). La Fig. 50 muestra un
experimento cinético de asociacion de [3H]-ZM241385 al receptor Aza no mutado

representativo.

El valor de kon resulta comparable a valores citados en la literatura para el mismo
radioligando, asi como para el ligando no marcado ZM241385, obtenidos en experimentos
llevados a cabo en membranas de células HEK293 expresando el receptor Aza y realizados
a5°C (Kon = 1.50 - 107 +0.06 - 10’ Mt-min™! para [®*H]-ZM241385 en ensayos cinéticos de
asociacion; kon = 2.0 - 107 £0.2 - 10’ Mt-min’t para ZM241385 en ensayos de competicion

cinética; ambos en Guo y col., 2012).
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[*H]-ZM 241385, unién especifica

Fig. 50. Determinacion de la constante de velocidad de asociacion (ko) del radioligando [*H]-
ZM241385 en el receptor Aoa mediante ensayos cinéticos de asociacion. La gréafica representa

la media £ EEM de los resultados de un experimento representativo realizado por triplicado.

4.3.2.4. Determinacion de las constantes de velocidad kot Yy kon del
radioligando [*H]-ZM241385 en el receptor Aza-His7.29Asn a partir de valores

de constante de velocidad de asociacion observada (kobs) mediante regresion

Siguiendo el método de determinacion de kon Yy Koff descrito en la seccion de
materiales y métodos (seccion 3.2.4.4.6.), se representaron los valores medios de la
constante de asociacion observada (kobs) en funcion de la concentracion de radioligando,

obtenidos a partir de un total de n = 23 experimentos independientes de asociacion de [*H]-
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ZM?241385 al receptor Aza-His7.29Asn, llevados a cabo con cuatro concentraciones
distintas del radioligando. Los datos mostraron un ajuste lineal (comparacion con el modelo
de hipérbola correspondiente al mecanismo de unién en dos pasos de Tummino y Copeland,
2008; test F suma extra de cuadrados: P > 0.05) indicativo de un mecanismo cinético de
unioén ligando-receptor de un solo paso (mecanismo A de Tummino y Copeland, 2008) (Fig.
51). De acuerdo con este método, la interseccién con el eje Y de la recta de regresion
correspondiente al modelo lineal proporciono un valor de Koff para el radioligando de 0.1102
min* (EE 0.01985 min™), y a partir de la pendiente de la recta de regresion se obtuvo un
valor de kon para el radioligando de 1.962 - 10’ M - min? (EE 0.005568 - 10’ M - min),
El valor de kot asi obtenido es comparable al citado anteriormente en la seccion 4.3.2.1. y
calculado mediante la ejecucion de ensayos cinéticos (kofr (media £ EEM) = 0.15 £ 0.026

mint).
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Fig. 51. Determinacion de los valores de kon Y Kot mediante regresion, a partir de los valores

de kobs Obtenidos en experimentos de asociacién con el receptor Aza-His7.29Asn realizados

con cuatro concentraciones del radioligando [*H]-ZM241385. La regresion de los valores se
ajustd a un modelo lineal, propio del mecanismo cinético de unién de un solo paso (mecanismo A,
Tummino y Copeland, 2008). En este modelo el valor de la pendiente se corresponde con kon Y €l

valor de la interseccion con el eje de ordenadas con K.
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4.3.2.5. Célculo del valor de la “constante de disociacion cinética” (Kqcin)
del radioligando [*H]-ZM241385 en los receptores Aza Yy estimacion de la
constante de velocidad de asociacion (kon) de [*H]-ZM241385 al receptor Aza-

His7.29Asn a partir de datos experimentales de Kq en el equilibrio y Kot

Los valores de kon Y Koff Obtenidos experimentalmente para [*H]-ZM241385 en el
receptor Aoa no mutado permiten calcular el valor de una “constante de disociacion
cinética” (Kq.cin) Segun la ecuacion Kg = Koff /kon. De esta forma, se obtuvo un valor de Kqcin
de 0.32 nM para el receptor A2a no mutado, que esta en el rango del valor obtenido en
experimentos de unidn del radioligando de saturacion en el equilibrio (0.65 nM) y que nos
permite valorar la calidad de nuestros experimentos cinéticos. Este valor es comparable al
valor de Kq_in Ccitado en la literatura para este radioligando y receptor, calculado a partir de
valores de constantes cinéticas Kot 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 considerandose validada esta aproximacion
para el receptor A2a no mutado, se procedié a estimar el valor de kon para [*H]-ZM241385
en el receptor Axa-His7.29Asn a partir del valor de la constante de disociacion en el
equilibrio (Kg), obtenido en ensayos de saturacion, y del valor de la constante de velocidad
de disociacion (koff), obtenido experimentalmente en los ensayos cinéticos de disociacion.
Esto da como resultado un valor de kon para [?H]-ZM241385 en el receptor Aza-His7.29Asn
de 3.0 - 10" Mt - min‘%. Este resulta comparable al valor de kon de 1.962 - 107 + 0.005568 -

10’ M1 . min! obtenido mediante métodos de regresion y anteriormente citado.

A partir de los valores de kon Y koff Obtenidos mediante regresion (seccion 4.3.2.4.)
para [°H]-ZM241385 en el receptor Aza-His7.29Asn se calculd un valor de “constante de
disociacion cinética” (Kqcin) de 5.62 nM que resulta comparable al valor obtenido de Kqen

los correspondientes ensayos de unién en el equilibrio (4.98 + 0.86 nM, media = EEM).

Los valores de las constantes determinadas experimentalmente en nuestro trabajo,
asi como las estimadas a partir de datos experimentales para el radioligando [*H]-

ZM241385 en los receptores Axa no mutado y Axa- His7.29Asn se resumen en la tabla 13.
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[3H]- kon koff tr Kd Kd,cin
ZM241385 (M1 x min) (min't) (min) (nM)2 (nM)
A2a N0 4.4 .10"+0.58 - 10" @ 0.014 + 0.0020 0.65+0.15
70.57 0.32
mutado (n=7) (n=4) (n=3)
498 +
0.15 + 0.026**
3.0-107° 6.59 0.86**
Aoa- (n = 4)
(n=4)
His7.29Asn
1.962 - 10" + 0.1102 +
5.62¢
0.005568 - 10° 0.01985°¢

Tabla 13. Resumen de los valores de las constantes calculadas en los ensayos realizados con
los receptores de adenosina Aza no mutado y Aza-His7.29Asn. *Constante de disociacion en el
equilibrio. Pvalor estimado a partir de los valores de Kg Y Kot determinados experimentalmente.
®valor calculado a partir de valores de Kot Y Kon Obtenidos mediante regresion de Kops. **p < 0.01

para Aza no mutado versus Aza-His7.29Asn. test t no pareado, dos colas.
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Discusion y Conclusiones

5.1. ESTUDIO DE DETERMINANTES ESTRUCTURALES EN EL SITIO DE UNION DEL
RECEPTOR RELEVANTES PARA EL PERFIL DE AFINIDAD Y SELECTIVIDAD DE

ANTIPSICOTICOS SOBRE GPCRS DE SU RECEPTOROMA

El objetivo comun de este bloque de estudio fue investigar determinados residuos
localizados en el sitio de union de GPCRs del receptoroma de antipsicoticos en relacion a
su relevancia para el perfil de afinidad y selectividad de dos antipsicoticos de gran
importancia clinica, como son la olanzapina y la clozapina. Para ello, partimos de hipétesis
basadas en resultados de estudios biocomputacionales multirreceptoriales sobre el

receptoroma de estos farmacos, que fueron evaluadas experimentalmente en nuestro trabajo.

5.1.1. Relevancia del residuo en posicion 3.36 para la union de antipsicoticos

a GPCRs de su receptoroma

Como ya se ha mencionado, nuestra hipotesis partié de la observacion de la mayor
afinidad de olanzapina y clozapina por GPCRs de su receptoroma que presentan un residuo
Ser en posicién 3.36 frente a aquellos que presentan un residuo Cys en esa posicion (ver
Fig. 26) (Selent y col., 2008). Esto permite agrupar a los GPCRs del receptoroma de los
antipsicoticos en dos grupos atendiendo al aminoacido en dicha posicion, y sugiere que la
identidad del residuo en posicion 3.36 podria 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 antipsicoticos atipicos, 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 D». Esta caracteristica se ha considerado como
determinante de atipicidad, y se ha descrito mediante el denominado indice de Meltzer como
la ratio pK; 5-HT2a/pKi D2, que consistentemente tomaria valores > 1.12 para antipsicoticos

atipicos (Meltzer y col., 2003).

Los trabajos de modelizacion 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 hidrdgeno que se establece entre el atomo de nitrégeno N10

(en el sistema triciclico) de clozapina y olanzapina y el residuo en posicion 3.36 de los
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receptores 5-HT2a (puente de hidrégeno normal) y D2 (puente de hidrégeno mas 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
antipsicoticos por 5-HT2a que por D, llevamos a cabo ensayos de union de radioligandos
de competicion con olanzapina y clozapina frente a [®H]-ketanserina en el receptor 5-HT2a
no mutado y un receptor 5-HT.a mutado en el que se intercambio el residuo Ser en posicion

3.36 por un residuo Cys, aminoacido presente en la posicion 3.36 en el receptor Do.

Con respecto a clozapina y olanzapina (Fig. 52), para ambos ligandos se observo 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 estadisticamente significativas entre la
afinidad que cada ligando mostr6 por cada uno de los receptores, siendo los valores de la
ratio de afinidades Ki 5-HT2a no mutado/K; 5-HT2a-Ser3.36Cys de 6.4 y 3.5 para clozapina

y olanzapina, respectivamente.

A la vista de estos resultados, que se oponian a lo predicho en base a los estudios de
modelizacién y acoplamiento, quisimos completar nuestro estudio con los ligandos
serotonina y N-desmetil-clozapina (Fig. 52). Este altimo es un metabolito activo de la
clozapina con unos efectos méas débiles y menor duracion y un perfil farmacolégico similar
a la clozapina, aunque se le ha descrito actividad agonista parcial en el receptor D, frente al
agonismo inverso de clozapina y distinta afinidad por receptores muscarinicos (Burstein y
col., 2005; Li y col., 2005). Esto se llevo 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 Almaulay col., (1996) y Ebersole y col. (2003) en los que se
investiga el bolsillo de unién del receptor 5-HT2a y su interaccion con distintos ligandos, y
que incluyen resultados de afinidad para distintos ligandos en los receptores mutados en
esta posicion 5-HT2a-Ser3.36Ala y 5-HT2a-Ser3.36Cys. En segundo lugar, se pretendia
aportar informacién estructural adicional que pudiese ayudar a la interpretacion de los

resultados obtenidos para clozapina y olanzapina.
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Fig. 52. Estructura quimica de los ligandos usados en este apartado del trabajo: clozapina

(dibenzodiazepina), olanzapina (tienobenzodiazepina), serotonina y N-desmetilclozapina.

En nuestro trabajo, serotonina experimentd una importante pérdida de afinidad,
estadisticamente significativa (***p < 0.001) por el receptor 5-HT2a-Ser3.36Cys con
respecto al receptor 5-HT2a no mutado, con una ratio de K; 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, asi como
una disminucién 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 estan de acuerdo con los recogidos

en los citados articulos para los receptores empleados en nuestro estudio (K; 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); K; de
5-HT en 5-HT2a-Ser3.36Cys = 1947 nM (Almaula y col., 1996)).

La disminucion de la afinidad de 5-HT en el receptor 5-HT2a-Ser3.36Cys se
considera consecuencia de la imposibilidad de la formacion del enlace mediante puente de
hidrdgeno entre Ser3.36 y el grupo amino alifatico primario de la serotonina (Almaula y
col., 1996). Para otros ligandos con el grupo amino con un fuerte impedimento estérico,
como seria 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
+14nMy 224 + 44 nM para los receptores 5-HT2a y 5-HT2a-Ser3.36Cys, respectivamente)
(Almaulay col., 1996), aunque atn pudo ser observada en el caso de la mutacion Ser3.36Ala
(Ki (media = EEM) = 645 + 88 nM) (Almaula y col., 1996). En el caso de la dietilamida del
acido lisérgico (LSD), en el que el N del grupo amino esta dentro de un heterociclo, no se
encontrd un impacto de la mutacion del aminoécido en posicion 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-HTza, 5-HT2a-Ser3.36Cys y 5-HT2a-Ser3.36Ala,
respectivamente) (Almaula y col., 1996). Asi, los resultados experimentales obtenidos por
Almaula y col. para N,N-dimetil-5-hidroxitriptamina y LSD en los receptores 5-HT2a, 5-
HT.a-Ser3.36Cys y 5-HT2a-Ser3.36Ala, en los que afinidad no se ve afectada o lo hace
levemente, podrian explicarse, de acuerdo con los estudios de simulacién de dindmica
molecular, por la existencia de impedimento estérico causado por los enlaces adicionales
con atomos de carbono del grupo amino del ligando (Almaula y col., 1996). Estos resultados
estarian de acuerdo con una interaccion mediante un puente de hidrogeno del grupo amino
primario cationico de 5-HT con el residuo 3.36 en el receptor 5-HT2a, de manera que este
grupo amino cargado del ligando interaccionaria mediante puentes de hidrogeno con las
cadenas laterales de 2 aminoéacidos del receptor: el residuo Ser3.36 y el residuo Asp3.32.
En particular, la interaccion con el residuo 3.36 estaria ausente debido a impedimentos
estéricos en ligandos como LSD o N,N-dimetil-5-HT (Almaula y col., 1996), ligandos que
establecerian Unicamente interaccion de sus grupos amino con el residuo Asp3.32. El
establecimiento o no de la interaccion con el residuo 3.36 para diferentes ligandos
serotoninérgicos afectaria a la orientacion de los ligandos en el bolsillo de union, lo que

tendria un reflejo en el grado de activacién del receptor por parte de los ligandos vy, por
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tanto, en la eficacia de los mismos como agonistas del receptor (Almaula y col., 1996;
Ebersole y col., 2003).

Asi pues, a partir de nuestros resultados podemos concluir que, mientras que en el
caso de serotonina parece determinante para su afinidad la interaccion de Ser3.36 con el
grupo amino alifatico del ligando, tal y como han propuesto otros autores (Almaula y col.,
1996), esta interaccion podria no ser reproducida por el aomo N10 de clozapina y
olanzapina segun se planteaba en nuestra hipotesis inicial, posiblemente por tratarse de

atomos de N estructuralmente no analogos entre estos ligandos.

Mediante la incorporacion de N-desmetilclozapina en nuestro estudio (Fig. 52)
quisimos obtener informacion acerca de una posible interaccion del grupo amino del anillo
piperazina de clozapina, un posible analogo estructural del grupo amino alifatico de
serotonina, con el residuo en posicion 3.36 del receptor 5-HT2a. En principio, tal interaccion
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 si interacciona en el
modelo con el residuo Asp3.32 del receptor 5-HT2a al igual que lo hace el grupo amino
alifatico de serotonina. Asi, y al tratarse de una amina terciaria, se podria especular que el
sustituyente metilo en el grupo amino piperazinico de clozapina podria introducir un cierto
impedimento estérico a la hora de establecer una segunda interaccién con el residuo Ser3.36,
al igual que se describe en la literatura para los derivados de serotonina que presentan
variaciones en la sustitucion del grupo amino alifatico. De esta forma, la ausencia de grupo
metilo en N-desmetilclozapina podria hacer que este ultimo ligando perdiese sensibilidad
ante cualquier posible impacto que la mutacion 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 presentd una mayor afinidad por el receptor 5-HT2a-Ser3.36Cys que
por el receptor 5-HT,a no mutado, con una ratio K; 5-HT2a no mutado/K; 5-HT2a-
Ser3.36Cys = 8.4, muy similar a la obtenida para clozapina (6.4). Asi 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 unién, sin poder excluir reorientaciones de los ligandos en el
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bolsillo de union del receptor mutado que enmascaren el efecto de la mutacion 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 hipotesis inicial, por la que se
esperaba una disminucion de la afinidad por el receptor 5-HT2a-Ser3.36Cys con respecto al
receptor no mutado para los antipsicéticos clozapina y olanzapina, al haberse observado un
aumento no significativo de la afinidad de los dos antipsicoticos, asi 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 Do-Cys3.36Ser para validar nuestra hipotesis inicial, podria 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 extension, por receptores del grupo Ser3.36 con respecto a receptores del grupo Cys3.36.

5.1.2. Relevancia de los residuos en las posiciones 5.43 y 5.46 para la union

de antipsicéticos a GPCRs de su receptoroma

Al igual que en el caso anterior, nuestra hipétesis en este apartado del trabajo partio
de los resultados de los estudios de afinidad de los antipsicéticos clozapina y olanzapina por
GPCRs de su receptoroma y su relacion con la secuencia de aminoacidos de los receptores
(Selent y col., 2008). Tras la asignacion de receptores a grupos en funcién del valor de la
diferencia pKi olanzapina — PKi clozapina (S€ tom6 como relevante un valor superior a 0.3) y
andlisis de la secuencia se encontr6 una afinidad mayor de olanzapina por los receptores
con residuos Ser en las posiciones 5.43 y 5.46, tales como el receptor D, como ejemplo mas
notable, y una afinidad mayor de clozapina por receptores que presentan residuos mas

hidrofobicos en estas posiciones, tales como el receptor 5-HTa.

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, podria
ser debida a diferencias determinantes en la interaccion ligando-receptor en la que
estuvieran implicados los residuos de las posiciones 5.43 y 5.46. De manera que se planteo
la mutacion 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 1y 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 aminoacido correspondiente presente en el
otro receptor. Con respecto al par de receptores D»s no mutado y mutado Dos-
Ser5.43Thr/Ser5.46Ala, con el que se realizaron los ensayos, se esperaba una inversion 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 < pK;j clozapina para
el receptor Dos-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala).

Los resultados obtenidos en los ensayos de union de radioligandos de competicion
con clozapina y olanzapina en los receptores D2sy D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala mostraron
una disminucion de la afinidad de olanzapina (ratio de Kj D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala/D2s =
7.41) y un aumento de la afinidad de clozapina (no significativo) (ratio de Ki Das-
Ser5.43Thr/Ser5.46Ala/D2s = 0.65) por el receptor Dos-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala. Ademas,
hubo una inversion en el perfil de afinidades de ambos ligandos: las diferencias de afinidad
pKi (olanzapina-clozapina) en el receptor D2sy D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala paso de ser 0.58
a -0.48, respectivamente. Estos datos experimentales estarian de acuerdo con una
interaccion de los ligandos con los aminoacidos 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 union con un doblete de aminoacidos polares

(Ser5.43 y Ser5.46) en esas posiciones.

Por tanto, podemos concluir que nuestros datos experimentales confirman la
hipétesis inicialmente planteada acerca del caracter determinante de los residuos en las
posiciones 5.43/5.46 para el perfil de afinidades relativo de clozapina y olanzapina en el
receptor Dzs. Por extension, los resultados son compatibles con un posible carécter
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 1y 2, segln
se establecio en nuestra hipétesis de partida. Esta hipotesis partia de resultados de estudios
de acoplamiento sobre modelos receptoriales generados en base a la estructura cristalina del
receptor Bz-adrenérgico (cédigo PDB 2RH1), publicada en 2007. Sin embargo, nuestra
interpretacion estructural de los resultados fue corroborada en el trabajo mas reciente de
Selent y col. (2014) donde se generaron nuevos modelos de los receptores D2 y 5-HT1a

distintos de los iniciales que se habian utilizado para plantear la hipdtesis (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 cristalograficos y correspondientes a los receptores D3
unido a eticloprida (Chien y col., 2013; c6digo PDB 3PBL) y 5-HT1g en complejo con
ergotamina (Wang y col., 2013; codigo PDB 4IAR) como punto de partida para la
realizacion de modelos de los receptores D2 y 5-HT1a, respectivamente. La identidad de
secuencia a nivel del sitio de union con respecto al par D»-D3 alcanza un grado de homologia
del 85.7%, siendo este valor de 87.5% en el caso de los receptores de serotonina 5-HT1a-5-
HT1g (Selent y col., 2014). En ambos casos, el grado de homologia para los nuevos modelos
es muy superior al existente en los modelos basados en el receptor B2-adrenérgico y
publicados en 2008, que disponian de un grado de identidad de secuencia a nivel del sitio
de unidn de 57.1% y 53.5% los modelos de receptores D2 y 5-HT 14, respectivamente. Esto

permitié refinar los modelos receptoriales generados.

Asi, los trabajos de modelizacion 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 informacién estructural detallada sobre los
complejos de clozapina y olanzapina en el receptor D2 (Fig. 53) (Selent y col., 2014).
Especificamente, se pudo determinar que la forma protonada tautomérica predominante de
ambos antipsicéticos seria la protonada en N5, y que clozapina y olanzapina se dispondrian
con el sistema triciclico de forma perpendicular al plano de la membrana y préximo a TM5,
predominantemente con el a&tomo 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 union ortostérico del receptor
D.. Ambos ligandos se disponen con el sistema triciclico 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 &tomo orientado hacia el fondo del sitio de union. (Tomado de Selent

y col., 2014).

En particular, esta orientacién del N10 pudo ser confirmada a partir de nuestros
resultados experimentales, de manera que el posicionamiento “N10-hacia el exterior” del
bolsillo de unién 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 aminoacidos mas 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 Dos-
Ser5.43Thr/Ser5.46Ala, cuando los ligandos se disponen con el atomo de nitrégeno N10
hacia la cara extracelular del receptor: 1) un enlace ionico entre Asp3.32 y el atomo de
nitrégeno protonado del anillo piperazina; 2) un enlace por puente de hidrégeno entre el
atomo de nitrégeno N5 y Ser5.42; 3) dos interacciones hidrofébicas con los residuos
Val5.39 y 11e6.56; y 4) interacciones con residuos que forman el bolsillo hidrofobico

(Val3.33 y Phe6.52) (Selent y col., 2014). La inspeccion del sitio de union en el caso del
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receptor Do, permitio encontrar una clara diferencia estructural entre las interacciones que
presentan clozapina y olanzapina: la interaccion 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 hidrdgeno. Esta interaccion podria explicar la
afinidad y selectividad de olanzapina por el receptor D2, con respecto a clozapina. Con
respecto al sitio de unién de los receptores Das-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala y 5-HTia
examinados en los modelos, se vio que Thr5.43 introdujo un grupo metilo adicional que
formaba un bolsillo hidrofébico junto con l1e6.56 y Val5.39. La interaccion de esta posicion
y el sistema triciclico de los ligandos clozapina y olanzapina es similar en ambos casos. La
introduccion de 5.46Ala hace que el &tomo de S del anillo tiofeno de olanzapina y un anillo
bencénico de olanzapina se localicen en un area més hidrofobica y posicionados frente a un

grupo no polar.

Respecto a la contribucion relativa y diferencial de cada posicion estudiada a los
resultados obtenidos para la afinidad y selectividad de clozapina y olanzapina por los
receptores Das 'y D2s-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala, decir que en el caso de la posicion 5.43, esta
corresponde a aminoacidos localizados en las proximidades del atomo de nitrégeno 5 en el
anillo diazepina de clozapina y olanzapina. La introduccion de la mutacion Ser5.43Thr
introduce un grupo mas hidrofébico que afectaria de forma equivalente a la afinidad de
ambos ligandos al interaccionar con un area estructural similar de ambos antipsicoticos
(Selent y col., 2014). Por eso se esperaria que la relevancia para el perfil de afinidad
diferencial de los dos antipsicéticos sea minima. Por el contrario, la posicion 5.46
corresponde a residuos préximos al anillo tieno de la olanzapina y a un anillo bencénico de
la clozapina. La introduccion de la mutacion Ser5.46Ala suprimiria el enlace del
heterodtomo de azufre de olanzapina y el aminoacido Ala no seria capaz de formar ninguna
interaccion o enlace con ese heterociclo. En el caso de la clozapina el aminoacido Ala5.46
se colocaria de manera proxima al anillo bencénico no sustituido, existiendo entre ambos
afinidad por ser ambos hidrofébicos (Selent y col., 2014). Esta mutacion (Ser5.46Ala) fue
introducida previamente en otro receptor del grupo Ser5.43/Ser5.46, como es el receptor 5-
HT2a, lo que causé un incremento de afinidad de mesulergina (un ligando con un sistema

policiclico parcialmente aromatico) (Almaula y col., 1996a).
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Fig. 54. Representacion de las interacciones de clozapina (A, C) y olanzapina (B, D) con

residuos del sitio de union de los receptores Dzs no mutado (A, B) y Das-
Ser5.43Thr/Ser5.46Ala (C, D). El nimero 4) corresponde al enlace determinante del perfil de
afinidades de clozapina y olanzapina en los receptores D2s no mutado y Das-
Ser5.43Thr/Ser5.46Ala. Los residuos mutados se muestran en naranja. Los enlaces mediante

puente de hidrégeno entre antipsic6tico y receptor se muestran en rojo. Se numeran las siguientes
interacciones comunes a las cuatro situaciones: 1) el enlace iénico entre Asp3.32 y el &tomo de N
protonado del anillo piperazina, 2) el enlace por puente de hidrdgeno entre el &tomo de nitrégeno
N5 y Ser5.42; 3) interacciones hidrofébicas con los residuos Val5.39 y 11e6.56. No se muestran las
interacciones con residuos que forman el bolsillo hidrofébico (Val3.33 y Phe6.52) y que también

son comunes a las cuatro combinaciones de antipsicotico y receptor. (Selent y col., 2014).

En conclusion, la presencia de los residuos Ser5.43/Ser5.46 en el receptor D; es
determinante para el perfil de afinidad y selectividad de clozapina y olanzapina por este

receptor, por lo que se considera verificada la hipotesis planteada en el presente apartado.
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Por extension y pese a carecer de datos experimentales sobre un modelo de receptor del
grupo 2, podriamos concluir que esas posiciones resultan potencialmente determinantes
para la afinidad y selectividad de estos antipsicoticos por los receptores de los grupos 1y 2.
De hecho, en el modelo del receptor 5-HT 14, realizado a partir de los datos de la estructura
del receptor 5-HT1g en complejo con ergotamina (Wang y col., 2013; cédigo PDB 41AR)
se observa que Ala en posicidn 5.46 se sitda proxima 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, ademas 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 unién de clozapina y olanzapina en el sitio de union en el modelo del
receptor 5-HT1a, puede esperarse que la mutacion Thr5.43Ser/Ala5.46Ser en este receptor
produzca la inversion en la afinidad y selectividad de los dos antipsicéticos esperada de
acuerdo con la hipétesis inicialmente planteada en este apartado.

Lww

clozapina olanzapina

Fig. 55. Modelizacién de los complejos de clozapina (A) y olanzapina (B) con el receptor 5-
HT1a. Se numeran las siguientes interacciones comunes: 1) el enlace iénico entre Asp3.32 y el
atomo de N protonado del anillo piperazina de clozapina y olanzapina, 2) el enlace por puente de
hidrégeno entre el &tomo de nitrégeno N5 y Ser5.42; 3) interacciones hidrofébicas con los
residuos Val5.39 y 11e6.56; 4) un anillo benceno de clozapina y el anillo tiofeno de olanzapina se

situan préximos a Ala5.46 (tomado de Selent y col., 2014; Informacion suplementaria).
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5.1.3. Relevancia del residuo en posicion 3.33 para la union de antipsicoticos
a GPCRs diana y antidiana de su receptoroma

Mediante estudios de acoplamiento de los antipsicéticos clozapina y olanzapina en
modelos de distintos GPCRs de su receptoroma basados en la estructura cristalina del
receptor Po-adremérgico 2RH1 se pudo determinar que el sistema triciclico de ambos
ligandos, en su interaccion con los receptores 5-HT2a y D2, se encuentra emparedado en un
sandwich hidrofébico formado entre los residuos Phe6.52 y Val3.33 (Selent y col., 2008).
Ese sandwich hidrofdbico del sistema triciclico fue igualmente apreciado en los estudios de
acoplamiento en el receptor D> modelizado sobre la mas 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 antipsicoticos como los dopaminérgicos
D3y Dg, de serotonina 5-HT1a, 5-HT2a ¥y 5-HT7 y adrenérgicos az. Sin embargo, el analisis
de afinidad de clozapina y olanzapina por distintos GPCRs de su receptoroma junto con el
alineamiento multiple 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 posicion 3.33 un residuo Tyr, tales como el receptor
H: de histamina o receptores muscarinicos como el M (Selent y col., 2008). El hecho de
que la mayoria de los GPCRs diana de estos antipsicoticos presenten un residuo valina en
posicion 3.33 mientras que algunas de sus antidianas clinicamente relevantes, como
receptores histaminérgicos y muscarinicos, presenten un residuo tirosina en la misma
posicidn, resulta llamativo y justifica un estudio mas detallado de dicha posicion, pues una
mejor comprension de su papel en la interaccion ligando-receptor podria ser Gtil en el disefio

de nuevos farmacos antipsicoticos.

Se comenzd comprobando la importancia de la interaccion de Val3.33 del receptor
D2s realizando una mutacion a Tyr que, de acuerdo con la hipétesis planteada, deberia
incrementar la afinidad de clozapina y olanzapina por este receptor. Sin embargo, nuestros
resultados mostraron una gran disminucion, estadisticamente 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 hipotesis 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
observacion detallada de la informacion cristalogréfica que recientemente estd siendo
generada para diferentes GPCRs, tales como el receptor D3z (Chieny col., 2010; codigo PDB
3PBL en complejo con eticloprida), el receptor histaminérgico Hi (Shimamuray col., 2011,
cddigo. PDB 3RZE en complejo con doxepina) y el receptor M2 (conteniendo Tyr3.33)
(Haga y col., 2012; cédigo PDB 3UON en complejo con N-quinuclidinilo bencilato).
Resulta particularmente util disponer de la estructura determinada mediante cristalizacion
del receptor D3 (Chien y col., 2010), cuya identidad de secuencia a nivel del sitio de union

con respecto al receptor D2 alcanza un grado de homologia del 85.7%.

En el caso del receptor D3, la estructura 3PBL mostro que el anillo aromatico del
antagonista eticloprida encaja en una cavidad hidrofobica formada, entre otros, por residuos
de TM5 (Ser5.42 y Ser5.43), Val3.33 en TM3 e 11e183 en EL2 (Chien y col., 2010).
Analizando las consecuencias conformacionales de la mutacion Val3.33Tyr introducida en
nuestro trabajo en el receptor D2 en complejo con clozapina, sobre el modelo de este
receptor basado en la estructura cristalografica del receptor Dz en complejo con eticloprida,
podemos observar que el residuo tirosina adopta una orientacion diferente a la esperada en
el receptor D2 (Fig. 56). Especificamente, la proximidad de EL2 al sitio de union no permite
una conformacion de Tyr3.33 de manera que se oriente hacia el interior del sitio de unién,
sino que la cadena lateral de este residuo se ve forzada a orientarse hacia el exterior del sitio
de unioén en direccion al segmento TM4, de manera que pierde la interaccion con el ligando
(Fig. 56). Basandose en estos datos estructurales, todo parece indicar que la pérdida de
interaccion del residuo en posicion 3.33 con los sistemas triciclicos de clozapina y
olanzapina en el receptor D2s-Val3.33Tyr podria explicar la disminucién de afinidad de los
dos ligandos por el receptor mutado. Consistentemente con esta interpretacion, la estructura
cristalogréafica del receptor Hi (receptor antidiana de antipsicoticos con un aminoacido Tyr
en posicion 3.33) en complejo con doxepina, un ligando que también posee un anillo
triciclico al igual que clozapina y olanzapina, permite apreciar una interaccion de Tyr3.33
con los anillos del sistema triciclico del ligando (Fig. 57) (Shimamura y col., 2011). La
modelizacion de este complejo siguiendo las metodologias empleadas para modelizar el
receptor Dos-Val3.33Tyr y previamente descritas (Selent y col., 2014) muestran que,

efectivamente, el residuo Tyr3.33 en el receptor Hi 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 linea, las estructuras cristalograficas de receptores muscarinicos M2y
M3, antidianas de los antipsicéticos, muestran también una interacciéon de Tyr3.33 con el
ligando, concretamente con un anillo aromatico del ligando N-quinuclidinilo bencilato en
el caso del receptor M2 (Haga y col., 2012, cdédigo PDB 3UON), y con un anillo tiofeno del
farmaco tiotropio en el caso del receptor M3 (Kruse y col., 2012; codigo PDB 4DAJ).

Asi, en base a los datos estructurales y de modelizacion de que disponemos
actualmente, podemos concluir que nuestros resultados experimentales apoyan una pérdida
de interaccion de la cadena lateral del aminoacido en posicion 3.33 con el ligando en el
receptor D2s-Val3.33Tyr que justificaria la pérdida de afinidad observada para los
antipsicoticos clozapina y olanzapina en nuestros experimentos. Esta situacion parece que
seria diferente en el caso de receptores antidiana de antipsicoticos como el Hi de histamina,
cuyo residuo Tyr en posicién 3.33 podria mantener interacciones con el sistema triciclico
de los ligandos que contribuyesen a estabilizar el complejo. De esta forma, nuestros datos
experimentales apoyan la hipotesis de que la identidad del aminoacido en posicion 3.33 en
receptores diana y antidiana de antipsicéticos puede jugar un papel relevante en las

afinidades de los antipsicéticos por esos receptores.
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Fig. 56. A) Modelo del receptor D, en complejo con clozapina basado en la reciente
estructura cristalogréafica del receptor D3, mostrando la mutacion Val3.33Tyr. La cadena
lateral de Tyr3.33 en el receptor mutado D,-Val3.33Tyr se dispondria enfrente de 11e187 de EL2
donde no podria acomodarse. B) Representacion del reordenamiento de Tyr3.33 en el receptor
D»-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 union. (Selent J., Marti-Solano M., Pastor M.,
comunicacién personal).
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Fig. 57. A) Representacion de la estructura cristalogréafica del receptor Hi en complejo con

doxepina, donde se aprecia la interaccion del residuo Tyr3.33 con el sistema triciclico del
ligando (Shimamuray col., 2011). El grupo fendlico de la cadena lateral de Tyr3.33 se dispone
hacia el sitio de union permitiendo la interaccion con doxepina. B) Acoplamiento del ligando
doxepina en el modelo del receptor Hy basado en la estructura cristalogréafica 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 unién permitiendo su interaccion con el ligando
(Selent J., Marti-Solano M., Pastor M., comunicacion personal).
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5.2. ESTUDIO DE LAS CINETICAS DE INTERACCION LIGANDO-RECEPTOR EN
GPCRS: TIEMPO DE RESIDENCIA DEL ANTIPSICOTICO ATIPICO LURASIDONA EN EL

RECEPTOR DE SEROTONINA 5-HT7

Lurasidona es un farmaco antipsicético atipico de relativamente reciente aprobacion
en Europa indicado en el tratamiento de la esquizofrenia (Ficha técnica de Latuda, 2015).
En Estados Unidos este farmaco esta también indicado en el tratamiento de la fase depresiva

del trastorno bipolar tipo I.

La determinacion de los tr de un farmaco en distintas dianas de interés permite la
determinacion del perfil de selectividad cinético de fArmacos con perfil multirreceptorial,
entre los cuales los farmacos para tratar patologias psiquiatricas como antipsicéticos o
antidepresivos son el principal exponente. La determinacién del valor de este parametro
cinético constituye un primer paso en la determinacion del perfil de selectividad cinético de
lurasidona, que permitira extraer las primeras conclusiones farmacocinético-

farmacodinamicas.

La determinacion del tr de lurasidona en el receptor 5-HT en nuestro trabajo se
abordd haciendo uso del método de competicion cinética descrito por Motulsky y Mahan
(1984). Para la aplicacion de este método, fue necesario determinar previamente las
contantes Kon Y kort del radioligando [H]-SB269970 en el receptor mediante ensayos
cinéticos de asociacion y disociacion. Los valores de kon Y Kot de [°H]-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 interpretacion de los resultados de los experimentos cinéticos llevados
a cabo en el receptor 5-HT7, es importante destacar que la representacion de los valores de
kobs Obtenidos para [3H]-SB269970 en funcién de la concentracion de radioligando
empleada mostr6 un mejor ajuste al modelo de regresion lineal (mecanismo A; Tummino y
Copeland., 2008) que a un modelo hiperbdlico (mecanismo B de Tummino y Copeland,
2008) (test F suma extra de cuadrados: P > 0.05) (ver resultados), lo que nos llevo a aceptar
que la union del radioligando [*H]-SB269970 al receptor 5-HT7_sigue un mecanismo
cinético de un solo paso (mecanismo A; Tummino y Copeland., 2008). El valor de Kgcin de

0.96 nM para [*H]-SB269970 calculado como el cociente entre los valores medios de kon Yy
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koff Obtenidos a partir de los experimentos de asociacion y disociacion llevados a cabo con
el radioligando es similar al valor de Kq de [*H]-SB269970 en el equilibrio obtenido en el
presente trabajo (1.53 nM), lo cual nos sirve como validacion interna de los resultados
obtenidos en nuestros experimentos cinéticos. Ademas, tanto los valores de Kg en el
equilibrio como de la constante de disociacion “cinética” (Kacin) Obtenidos en nuestro
trabajo, resultan comparables a valores de estas constantes publicados para este radioligando

en este receptor (Kq en el equilibrio = 1.25 nM; Kqcin = 1.04 nM; Thomas y col., 2000).

Con respecto a la determinacion 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
competicion cinética, estableciendo el protocolo y el disefio experimental adecuados y
realizando la validacion del mismo. La validacion se realiz6 del mismo modo en que se
Ilevé a cabo en otros trabajos publicados (Dowling y Charlton, 2006; Guo y col., 2012), esto
es, mediante comparacion del valor de afinidad de lurasidona por el receptor 5-HT~ obtenido
en ensayos de competicion en el equilibrio y el valor de Kq.cin calculado como el cociente
de los valores de kon Y Kot Obtenidos en los ensayos de competicion cinética. Asi, el valor
de Kaq,in Obtenido para lurasidona en el receptor 5-HT7 en nuestro trabajo fue de 21.5 nM,
que resulta similar al valor de K; de 13.2 nM obtenido en nuestros ensayos de competicion
en el equilibrio. De esta forma, la comparacién de estos valores nos permitio validar
internamente la metodologia y los resultados de nuestros experimentos cinéticos con

lurasidona.

Con respecto a la determinacion del tr de lurasidona en el receptor 5-HT7 se obtuvo
un valor de 10 min. Estimamos que el tiempo de ocupacion de lurasidona de este receptor
puede considerarse como intermedio, por comparacion y analogia con la clasificacion de

propuesta por Seeman (2014; ver mas abajo).

Como consideraciones a tener en cuenta en cuanto al perfil farmacoldgico 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 mejoria sintomatoldgica producida por farmacos antipsicéticos de segunda
generacion (Gray y Roth, 2007; Sumiyoshi y col., 2013). De forma destacada, lurasidona

no presenta afinidad apreciable por receptores muscarinicos e histaminérgicos, lo que se ha
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sugerido que podria explicar en parte la superioridad de lurasidona frente a quetiapina en el
tratamiento de sintomas cognitivos en un ensayo clinico (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 sintomatologia de la
esquizofrenia. El receptor 5-HT7 se relaciona, entre otras areas, con el sistema de
neuromodulacion difuso de serotonina y la actividad del sistema limbico (Martin-Cora y
Pazos, 2004), sistemas de interés en la esquizofrenia. Se ha relacionado el receptor 5-HT>
con modulacion de la actividad de neuronas dopaminérgicas del area tegmental ventral,
aunque no se ha precisado el sitio de accion de sus antagonistas relacionado con esa
modulacion (ensayos in vivo; Mnie-Filali y col., 2007). Como ya se ha comentado, el
receptor 5-HT7 estd presente en hipocampo donde se relaciona con modulacion de la
actividad neuronal con implicaciones en la memoria y aprendizaje (Hedlund y Sutcliffe,
2004). En general los métodos de evaluacion de la funcion cognitiva utilizados en ensayos
clinicos en esquizofrenia (Harvey y col., 2015a) evalian como aspectos de interés memoria
de trabajo, atencion o aprendizaje visual y verbal, relacionadas con el funcionamiento, al
menos en parte, de areas como corteza, via dopaminérgicas mesocortical y otras zonas del
sistema limbico. De modo contrario a la relacion de 5-HT7 y efectos terapéuticos, el

antagonismo de este receptor no se relaciona de forma destacada con algun efecto adverso.

El tiempo de residencia de un farmaco en su diana puede considerarse un pardmetro
farmacocinético. De hecho, se han propuesto modelos farmacocinéticos que integran los
parametros cinéticos de unién a receptores con parametros de distribucion a nivel de
compartimentos corporales (modelo target-mediated drug disposition, TMDD; Peletier y
Gabrielsson, 2009). Como parametro farmacocinetico que es, su influencia o alcance en un
modelo de distribucion a nivel corporal puede verse determinada por otros factores o
parametros que definen cada distribucién de un farmaco concreto. Son ejemplos de éstos
las caracteristicas del paso a través de la barrera hematoencefalica, en el que algunos
antipsicoticos pueden verse influidos por la glucoproteina-P (reduccion de la penetracion de
olanzapina; Lin y col., 2006). Puede esperarse que la distribucion inmediata hacia el SNC
sea un factor cinético limitante del acceso al sitio de accién, y que tienda a acumularse en
el mismo en administracion cronica, dado los niveles de unidn a proteinas plasmaticas (del

99%) (Micromedex [base de datos], 2014) y los valores que a modo de ejemplo se citan de
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razén (ratio) de concentraciones farmaco libre en fluido intersticial de cerebro con respecto
al plasma (para tiroridazina de 1; Kpuubrain; Hammarlund-Udenaes, 2014; Fridén, 2014) o
razon (ratio) o coeficiente de particion de concentracion 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 podria favorecer los fendmenos de rebinding, que se asocian con la prolongacién en
el tiempo de la accion farmacoldgica una vez eliminado el farmaco de otros compartimentos
de distribucion, al favorecerse la union del farmaco en el tiempo desde compartimentos
fisiolégicos e histologicos secundarios que engloban los receptores diana (Vauquelin y
Charlton, 2010).

Lurasidona presenta una vida media de eliminacién plasmatica 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 determinara la duracion de la accién farmacoldgica
asociada al antagonismo 5-HT7, en el sentido de que el tr no sera un factor que determine la
accion farmacoldgica una vez que se haya producido la eliminacion de los distintos

compartimentos de distribucion (Dahl y Akerud, 2013).

La caracterizacion del tr de farmacos antipsicoticos puede ser importante para su
caracterizacion farmacodinamica y explicacion del perfil farmacoldgico. La descripcién de
este perfil que incorpora la dimension tiempo define la selectividad cinética sobre dianas y
antidianas: puede determinar la eficacia clinica y el perfil de seguridad. Algunos autores
relacionan un tr reducido de clozapina en el receptor D2 con una menor aparicion de efectos
adversos extrapiramidales (Seeman, 2014). Concretamente en el caso de clozapina se
considera que este tiempo reducido con respecto a otros farmacos como haloperidol permite
la union de dopamina y la neurotransmision en areas implicadas en el control de los

movimientos motores.

En cuanto a la relacién entre tiempo de residencia y modulacion de la sefalizacion
serotoninérgica en el caso de lurasidona y el receptor 5-HT7, se trata de un valor de tiempo
de residencia que permitiria preservar una cierta funcién fisiologica del neurotransmisor
enddgeno serotonina, al existir una tasa de disociacion que se podria calificar de intermedia
por analogia con la clasificacion expuesta por Seeman (2014) y que permitiria una cierta
competicion con la union de la serotonina. Se considera, ademas, un tr adecuado para

conseguir un antagonismo consistente y prolongado en el tiempo durante una
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administracion cronica de cara a modular la neurotransmisién mediada por receptores no

relacionados de forma de especial con la provocacion de efectos adversos.

Con respecto a la actividad funcional, estudios recientes han encontrado una buena
correlacion 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 podrian estar relacionados con aquellos
determinantes estructurales de su eficacia. Adicionalmente, se ha sugerido que el tiempo de
residencia podria 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-HT; (SB269970) que presentan actividad de
agonismo inverso (Gellynck y col., 2013), algo que puede ser relevante en farmacos
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 dificil 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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5.3. ESTUDIO DE LAS CINETICAS DE INTERACCION LIGANDO-RECEPTOR EN
GPCRS: RELEVANCIA DEL RESIDUO HI1s264 EN EL3 PARA LAS CINETICAS DE

ASOCIACION Y DISOCIACION DE [?H]-ZM241385 AL RECEPTOR DE ADENOSINA A2a

Con respecto a la interaccion del ligando ZM241385 con el receptor Aza, conviene
mencionar que se ha descrito que el sitio de unidn en este receptor se encuentra muy
desplazado hacia la mitad superior en comparacion 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 simulacion de dinamica molecular de
Rodriguez y col., (2011) en los receptores Aza y Azg describen diferencias en la interaccion
que se establece entre los aminoécidos 5.30 (EL2) y 7.29 (EL3) en ambos receptores.
Teniendo presente la distinta naturaleza de la interaccion Glu-His (puente de hidrégeno o
ionica) en Aza y Glu-Asn (polar) en Azs (Rodriguez y col., 2011) y la posible relacion de
dicha interaccion con el cierre de los bucles EL2 y EL3 en el receptor Axa y con la
estabilizacion del complejo con el antagonista Asa Selectivo ZM241385, se planted
determinar la posible relevancia de la interaccion Glu5.30-His7.29 en el receptor Aza para
las cinéticas de interaccion del radioligando [*H]-ZM241385 con el receptor y para el tr del

complejo ligando-receptor.

Comenzado por los ensayos de saturacion en el equilibrio, el valor de afinidad (Kg)
de [*H]-ZM241385 por el receptor Aza obtenido resultd casi idéntico al descrito
previamente en la literatura (Guo y col., 2012). Sobre el receptor mutado Aza-His7.29Asn
el radioligando experimenta una pérdida de afinidad de aproximadamente 8 veces, lo que
resulta en una diferencia de afinidades por ambos receptores estadisticamente significativa
(**p < 0.01, test t no pareado, dos colas). Esta pérdida de afinidad podria ser reflejo de un
aumento en la velocidad de disociacion del ligando, una disminucién en su velocidad de

asociacion, o de cambios no paralelos en ambos parametros cinéticos.

Para la comprobacidn de la hip6tesis inicial se llevaron a cabo ensayos cinéticos de
disociacion del radioligando [H]-ZM241385 en los receptores Aza no mutado y Aza-
His7.29Asn y determinandose el tr del ligando en ambos receptores. Los ensayos cinéticos
se realizaron a 4°C, una temperatura que mejora la precision y reproducibilidad de la
determinacion experimental en este sistema receptorial (Guo y col., 2012). EIl 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 kotr, €s practicamente idéntico al valor de tr
de 71 min para el mismo complejo ligando-receptor descrito en la literatura empleando la
misma metodologia (ensayo cinético de disociacion de radioligandos) y en condiciones
experimentales comparables a las nuestras (4°C) (Guo y col., 2014). Sobre el receptor
mutado Axa-His7.29Asn, el radioligando experimenta una aceleracién en su velocidad de
disociacion claramente apreciable mediante la simple observacion de los perfiles de las
curvas de disociacion, con un incremento de aproximadamente 11 veces de su Koff (tr de
6.59 min) lo que resulta en una diferencia estadisticamente 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 aceleracion del proceso de disociacion del ligando, esto es, de una mayor
facilidad para salir del bolsillo de union. De esta manera, los resultados se interpretan como
indicativos de una relevancia determinante de la interaccion Glu5.30-His7.29 para la
duracion del complejo entre el ligando [?H]-ZM241385 y el receptor Aza, interaccion que
no reproduce adecuadamente el par Glu5.30-Asn7.29 en las mismas posiciones y que, por
tanto, permite hipotetizar sobre posibles cinéticas de disociacion rapidas de ligandos en el

receptor Azg.

En el caso del receptor A2a no mutado, la ejecucion de los experimentos de
asociacion permitié extraer un valor medio de konde 4.4 + 0.58 - 10’ M - min, calculado
directamente a partir de los datos de kobs Y Kotr Obtenidos experimentalmente y teniendo en
cuenta la concentracién de radioligando empleada en cada experimento. Este valor resultd
similar a valores de kon [°H]-ZM241385 en el receptor Aza descritos en la literatura,
obtenidos en condiciones experimentales similares a las nuestras (1.50 - 10’ Mt-min’t; 2.0
- 10" Mt-min™) (Guo y col., 2012). Asi, los valores de Koff Yy kon del radioligando en el
receptor no mutado obtenidos experimentalmente en nuestro trabajo arrojan un valor de
Kacin (Kofi/kon) de 0.35 nM, que result6 ser préximo al valor de Kq obtenido en condiciones
de equilibrio (0.65 nM), validando nuestros protocolos experimentales en ensayos cinéticos.
Esta buena correlacion de valores en el receptor no mutado nos permite estimar un valor de
kon para el receptor Aza-His7.29Asn de 3.0 - 10’ Mt-min indirectamente a partir de los

datos medios de Kq en el equilibrio y kofr obtenidos experimentalmente.
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No obstante, en el caso del receptor Aza-His7.29Asn, la kon de [°H]-ZM241385 pudo
ser determinada mediante regresion lineal a partir de los valores de kobs Obtenidos
experimentalmente en estudios de asociacion empleando distintas concentraciones de
radioligando. Esta aproximacion reporté por una parte un valor de Kot de 0.11 min™, muy
préximo al valor medio de koff obtenido directamente a partir de experimentos de disociacion
(0.15 min'). Por otra parte, el valor de ko extraido fue de 1.96 - 10" Mt-min, similar al
valor de 3.0- 10’ M-min"* estimado indirectamente. Esto esta de nuevo de acuerdo con que
la perdida de afinidad reflejada por la Kq del radioligando en el receptor mutado proviene
en mayor medida de una rapida disociacion del complejo, y no de un importante cambio en
la cinética de asociacion. Estos valores de kot y Kon calculados mediante regresion para el
receptor mutado arrojan un valor de Kgcin de 5.62 nM, similar al valor de Kg 4.98 nM
obtenido experimentalmente a partir de ensayos de saturacién en el equilibrio, validando
igualmente de forma interna los resultados de nuestros experimentos cinéticos.
Adicionalmente, la representacion de los valores de kons Obtenidos en ensayos de asociacion
en el receptor Axa-His7.29Asn para distintas concentraciones de [*H]-ZM241385 nos
permitié comprobar su buen ajuste a un modelo de regresion lineal (ver resultados), lo que
nos llevé a considerar un mecanismo de unién radioligando-receptor de un solo paso

(mecanismo A de Tummino y Copeland, 2008).

Nuestra interpretacion estructural de los resultados se basa principalmente en la
informacion estructural aportada por el trabajo de Rodriguez y col., (2011). En este trabajo
se describe la interaccion entre el aminoacido en posicion 5.30 (EL2) de los receptores Aza
y Azs Yy el aminodcido en posicion 7.29 (EL3) de Aza (His) y Azs (Asn). La interaccion
Glu5.30-His7.29 modelizada por Rodriguez y col. (2011) en el receptor A2a contempla dos
estados de His: neutro y cargado positivamente. En el primer caso, la interaccion Glu5.30-
His7.29 se rompe facilmente durante las simulaciones con el receptor desocupado (forma
apo), lo que sugiere que, en esta situacion, el acceso al bolsillo de unién desocupado del
receptor por parte de ligandos difusibles se veria facilitado por la apertura de los bucles EL2
y EL3. En el segundo caso, la interaccion Glu5.30-His7.29 es frecuentemente observada en
el receptor desocupado (en torno al 60% del tiempo de simulacion). La simulacion en
presencia del ligando ZM241385 (receptor en forma holo) en esta situacion (His cargada
positivamente) estabiliza el cierre en forma de tapa formado por EL2 y EL3 que se observa
en la estructura cristalografica 3EML del complejo A2a:ZM241385, la cual sirvi6 de base
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para la modelizacion de los receptores en el trabajo de Rodriguez y col., (2011),
favoreciendo la estabilizacion del complejo A2a-ZM241385. Asi, las simulaciones de
dindmica molecular indican que la interaccion Glu5.30-His7.29 gobierna la estabilidad de

la “tapa” conformada por los bucles EL2 y EL3 sobre el bolsillo de unién.

La diferencia entre las interacciones modelizadas por Rodriguez y col. (2011) en el
receptor Aza (entre los aminoacidos Glu5.30 e His7.29) y o A2g (entre los aminoacidos
Glu5.30 y Asn7.29) seria analoga a la diferencia entre la interaccion en el receptor A2a no
mutado y mutado Aza-His7.29Asn estudiados experimentalmente en nuestro trabajo, por lo
que podriamos concluir que esa diferencia seria la principal causante de las diferencias
observadas entre los tr del ligando [®H]-ZM241385 sobre ambos receptores en el presente
estudio. Este caracter determinante puede explicarse por la union mas estable y duradera de
los aminoacidos Glu5.30-His7.29 con respecto a la que forman Glu5.30-Asn.7.29 en el
receptor Aza, de forma que, como consecuencia, la conformacion mas cerrada de los bucles
extracelulares sobre el bolsillo de unién 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
tedricamente con determinados factores fisicos-quimicos como la accesibilidad del bolsillo
de unidn a ligandos difusibles o el tamafio molecular del propio ligando (Pan y col., 2013).
En el caso del receptor Aza, la localizacion del bolsillo de union muy proxima a la zona
extracelular, el hecho de que EL2 sea la segunda regién con mayor movilidad del receptor
Axa de acuerdo a resultados de dinamica molecular (Rodriguez 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 union de ligandos. En el caso de la interaccion
de este receptor y el ligando ZM243185 y con respecto a EL3, el cierre de EL2, tras
estabilizarse la unién de GIlu5.30 con el aminoacido en posicién 7.29, favoreceria
especialmente las interacciones descritas de residuos como Leu7.32 y Met7.35 situados en
EL3 con el grupo fenol del ligando (Jaakola e ljzerman, 2011). La aproximacién de EL2 a
EL3 y al bolsillo de unién permitiria también la formacion de interacciones de Phe168%%° y
Glu169°% con el ligando (Jaakola y col., 2008). Asi, diversas interacciones observadas en

la estructura cristalografica del complejo A2a:ZM241385 que implican a residuos de los
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bucles extracelulares contribuirian a producir una estabilizacion del ligando ZM241385 en
el bolsillo de unién del receptor.

Algunas diferencias importantes en la interaccion de EL2 con los ligandos
encontradas en las distintas estructuras de Aza determinadas mediante cristalografia con
respecto a la de Jaakola (2008) comprenden un desplazamiento de los bucles extracelulares
(entre ellos EL2), alejandose del bolsillo de union 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 orientacion del
grupo fenolico 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 area
extracelular y a las distintas condiciones de cristalizacion (Doré y col., 2011). Aun asi, esta
diferencia no descarta una influencia decisiva del cierre de los bucles EL2-EL3 en la cinética

de interaccion de ligandos en el receptor Aza.

Con respecto a las caracteristicas del ligando y su relacion 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 interaccion con
aminoacidos de la zona mas profunda del bolsillo de union, tales como His7.43, Ser7.42 o
Leu6.51 (Guo y col., 2012; Xu y col., 2011). Con mayor relevancia para la presente
hipétesis, la longitud (dos atomos de C) de la cadena alifatica uniendo la triazina y el fenol
en una serie de derivados de ZM241385, asi como la presencia de un atomo de N en el
extremo en un anillo piperazina analogo 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 supresion del &tomo de N piperazinico produjo una reduccion 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 Aza.
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La asociacion entre tr y movilidad de los bucles extracelulares ya ha sido sefialada
como relevante en otros GPCRs y ligandos. Para otros receptores como los receptores
muscarinicos Mz y Mz se encontré una diferencia entre los dos receptores en cuanto a la
flexibilidad de EL2, siendo mayor la del receptor M. Asi, en simulaciones de dindmica
molecular se ha observado que EL2 permanece durante mas tiempo en un estado de
conformacidn abierto en el receptor M. en comparacion con Ma. Esto se relaciona con una
salida mas facil del ligando fuera del bolsillo de unién, lo que se relaciond con el tr méas
reducido del antagonista muscarinico y broncodilatador de larga duracion de accion
tiotropio en el receptor M2 con respecto al receptor Mz (Kruse y col, 2013; Pan y col., 2013).
Esta selectividad cinética de tiotropio por Mz con respecto a M2 se ha sefialado como
relevante para su perfil clinico (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 relacion con la mayor o menor movilidad de EL2 en los receptores
Aoa'y Aoa-His7.29Asn.

Por ultimo, mencionar que con respecto a EL2 del receptor Aza ya se habia
propuesto previamente una funcién de control de acceso de ligandos al sitio de union, su
implicacion en la unidén 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 relacion al acceso y unién de ligandos a los receptores. Un trabajo previo ha
sefialado que el caracter polar de una buena parte de los aminoacidos localizados en la
entrada al sitio de unidn del receptor Aza, y especialmente de la pareja Glu5.30-His7.29, en
contraposicion al caracter apolar de residuos como una Val en el receptor Az que ocupa una
posicion analoga a Glu5.30 en Aza, seria relevante para diferencias en el acceso y la union

de ligandos en estos dos receptores (Lenzi y col., 2009).
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5.4. CONCLUSIONES

1. La herramienta generada, el receptor 5-HT2a-Ser3.36Cys, ha permitido
investigar experimentalmente la relevancia del aminoacido 3.36 para el perfil
de afinidad y selectividad de clozapina y olanzapina por GPCRs de su

receptoroma.

2. La afinidad de [°*H]-ketanserina por el receptor 5-HTa-Ser3.36Cys
determinada en ensayos de saturacion y la afinidad de serotonina por el
mismo receptor determinada en ensayos de competicion fueron similares a
las descritas previamente por otros autores sobre un receptor 5-HToa

portando la misma mutacion.

3. Los datos de afinidad obtenidos para clozapina y olanzapina sobre los
receptores 5-HT2a ¥ 5-HT2a-Ser3.36Cys indican que el aminoécido Ser3.36
del receptor 5-HT2a no es determinante para el perfil de afinidad preferente
de clozapina y olanzapina por el receptor 5-HT,a con respecto a receptores
del grupo Cys3.36. Por extension, se podria concluir que el aminoécido en
posicion 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 aminoacidos en
posicién 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 Das Yy Dos-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala han permitido determinar que
la orientacion del N10 hacia el exterior del bolsillo de union es la forma de

posicionamiento predominante de ambos ligandos.
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6. Los resultados obtenidos mediante ensayos de competicion en el equilibrio
han confirmado la relevancia de los amino&cidos en posicion 5.43 y 5.46 para
el perfil de afinidad selectivo de clozapina y olanzapina por el receptor Da.
Por extensién, se podria concluir que estas posiciones son potencialmente
determinantes para la afinidad y selectividad de estos antipsicéticos por los
GPCRs de los grupos 1 (Ser5.43/Ser5.46) y 2 (aminoécidos més hidrofobicos

en estas posiciones).

7. Nuestros resultados experimentales para clozapina y olanzapina en los
receptores Dzs y Dos-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala estdn de acuerdo con los
resultados de modelizacién de los receptores D2, Do-Ser5.43Thr/Ser5.46Ala
y 5-HT1a en complejo con ambos antipsicoticos. Estos modelos indican que
la posicion 5.46 seria la mas 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 Dos-Val3.33Tyr, ha permitido
demostrar la importancia del aminoacido en posicion 3.33 para la afinidad de

clozapina y olanzapina por el receptor D».

9. Nuestros resultados experimentales para clozapina y olanzapina en los
receptores Dys 'y Dos-Val3.33Tyr, estan de acuerdo con los resultados de
modelizacién de los receptores Dz y D2-Val3.33Tyr en complejo con estos
antipsicoticos, en modelos receptoriales basados en estructuras
cristalogréficas recientemente publicadas. Estos modelos indican la pérdida
de interaccion del ligando clozapina con el aminoacido Tyr3.33 en el receptor
D> mutado, mientras que predicen que una antidiana de antipsicoticos
conteniendo Tyr en posicion 3.33, como es el receptor Hi, es capaz de
establecer una fuerte interaccion con los ligandos a través de este
aminoacido, lo que podria contribuir a la alta afinidad de los ligandos por

este receptor.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Nuestros resultados experimentales para clozapina y olanzapina en los
receptores D2sy D2s-Val3.33Tyr, junto con los mas recientes resultados de
modelizacion, indican que la identidad del aminoacido 3.33 puede ser
relevante para la afinidad y selectividad de los antipsicoticos por GPCRs

diana y antidiana de su receptoroma.

Se han determinado las constantes de velocidad de asociacion y disociacion
del radioligando [3H]-SB269970 sobre el receptor 5-HT7, obteniéndose
valores de acuerdo con la literatura, asi como coherentes con los valores de
afinidad (Kq) en el equilibrio del radioligando. Esto valida los experimentos
cinéticos de asociacion y disociacion llevados a cabo. Los resultados son
indicativos de un mecanismo cinético de unién radioligando-receptor de un

solo paso.

Se ha establecido el método competicion cinética descrito por Motulsky y
Mahan (1984) para la determinacion de constantes de velocidad de
asociacion y disociacion de ligandos no marcados, aplicado al receptor 5-
HT7 y empleando el radioligando [?H]-SB269970, en un formato de ensayo
implementable en actividades de cribado de alto rendimiento.

Se han determinado las constantes de velocidad de asociacion y disociacion
de lurasidona en el receptor 5-HT7; mediante el método indicado
anteriormente obteniéndose valores consistentes con el valor de afinidad (K;)
obtenido en ensayos de competicion en el equilibrio, lo que sirvié como

validacién del método establecido.

Se ha determinado el tr de lurasidona en el receptor 5-HT+, lo que constituye
un primer paso en la caracterizacion del perfil de selectividad cinética de este

antipsicotico.

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 farmacoldgico
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16.

17.

18.

19.

20.

para lograr eficacia terapeutica derivada del antagonismo de una diana no
asociada a reacciones adversas destacables, manteniendo una cierta accion

fisioldgica del neurotransmisor endégeno serotonina.

Considerando pardmetros farmacocinéticos conocidos de lurasidona, el valor
de 10 min de tr obtenido para el farmaco en el receptor 5-HT7 sugiere que
este pardmetro no sera determinante para la duracion de su accion
farmacoldgica sobre este receptor una vez que se haya eliminado el farmaco

del compartimento diana.

La herramienta generada, el receptor A2a-His7.29Asn, ha permitido
investigar experimentalmente la relevancia del aminoacido en posicion 7.29
del receptor Aza para las cinéticas de asociacion y disociacion del
radioligando [®H]-ZM241385 en este receptor, y su posible caracter
diferencial respecto al receptor Azg en términos de cinética de union de

ligandos.

Se han determinado las constantes de velocidad de asociacion y disociacion
del radioligando [®H]-ZM241385 sobre el receptor A,a no mutado,
obteniéndose valores de acuerdo con la literatura asi como coherentes con
los valores de afinidad (Kq) en el equilibrio del radioligando. Esto valida los

experimentos cinéticos de asociacion y disociacion llevados a cabo.

Se han determinado las constantes de velocidad de asociacion y disociacion
del radioligando [®H]-ZM241385 sobre el receptor Aza-His7.29Asn,
obteniéndose valores indicativos de un mecanismo cinético de union

radioligando-receptor de un solo paso.

Nuestros resultados experimentales de ensayos cinéticos de [*H]-ZM241385
en los receptores Aca Y Aza-His7.29Asn, indican que la identidad del
aminoacido 7.29 es determinante para la cinética de disociacion del

radioligando y sugieren que la pérdida de afinidad observada para el
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21.

radioligando por el receptor mutado es consecuencia en gran medida de la
aceleracion de su disociacion. Los resultados son indicativos de un

mecanismo cinético de union radioligando-receptor de un solo paso.

De acuerdo con resultados de simulaciones de dinamica molecular en los
receptores Axa Yy Aog disponibles, nuestros resultados experimentales son
compatibles con una interaccion Glu5.30-His7.29 que posibilita una
conformacién cerrada de los bucles extracelulares EL2 y EL3 sobre el
bolsillo de union del receptor, estabilizando el complejo ZM241385-receptor
Aza. Esa interaccién no seria adecuadamente reproducida por el par de
aminoacidos Glu5.30-Asn7.29 en las mismas posiciones del receptor Aza-
His7.29Asn. Por tanto, nos parece esperable que las cinéticas de disociacion

de los ligandos en el receptor Azg serén rapidas.
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