INVESTIGACION TRASLACIONAL

Act Farma Terap. 2021, 19(3). 1564-165

Evaluacion del receptor de serotonina 5-HT2a
en esquizofrenia: un ejemplo de investigacion
traslacional basada en farmacologia

J. Javier Meana, Rebeca Diez-Alarcia e ltziar Muneta-Arrate.

Departamento de Farmacologia, Universidad del Pais Vasco UPV/EHU. Centro de Investigacion Biomédica en Red de Salud Mental,

CIBERSAM. Instituto de Investigacion Biosanitaria Biocruces Bizkaia.

Correspondencia: J. Javier Meana. Dpto. Farmacologia, Universidad del Pais Vasco, 48940 Leioa, Bizkaia. Email: javier.meana@ehu.eus

Resumen

El estado funcional del receptor de serotonina 5-HT,,
en el cerebro de pacientes con esquizofrenia resulta de
interés para comprender la sintomatologia propia de
este proceso. Los diferentes estudios realizados in vivo
mediante tomografia de emision de positrones € in vitro
mediante estudios postmortem han mostrado hallazgos
contradictorios. La aparente controversia puede explicar-
se mediante el uso del modelo ternario del complejo far-
maco-receptor-proteina G. El receptor 5-HT,, presentaria
en esquizofrenia un desequilibrio hacia la conformacion
funcionalmente activa, lo que explicaria las diferencias
observadas entre radiotrazadores agonistas y agonistas
inversos. La hiperactividad del receptor 5-HT,, muestra
una selectividad funcional hacia una via de senalizacion
que promueve la activacion de proteinas G,.. La actividad
inducida por farmacos agonistas sobre esta via de senali-
zacion es considerada una huella del potencial proaluciné-
geno. Por el contrario, la funcionalidad del receptor 5-HT,,,
se muestra inalterada en la via canénica, dependiente de
proteinas G,,. La utilizacion de agonistas inversos ha
permitido demostrar que la hiperactividad funcional del
receptor en esquizofrenia se vincula a un exceso de acti-
vidad constitutiva exclusivamente en la via proalucindge-
na. Se propone que la actividad antipsicética mas eficaz
corresponderia a farmacos agonistas inversos sesgados
de la via proalucinégena, procurando dejar indemne la via
canonica de sefializacion.
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Summary

Alterations of the functional status of brain serotonin
5-HT,, receptors play a key role in schizophrenia symp-
toms. In vivo positron emission tomography neuroimag-
ing and in vitro postmortem studies have reported con-
flicting results on 5-HT,, receptors in schizophrenia. The
apparent discrepancies could be explained in the context
of the ternary complex model of ligand-receptor-G pro-
tein interaction. Schizophrenia shows an imbalance to-
wards the active receptor conformation of 5-HT,,, which
explains the different results obtained between agonist
and inverse agonist radiotracer drugs. In schizophrenia,
5-HT,, receptor activation by agonists displays a se-
lective funcional hyperactivity for the signaling pathway
involving G, -proteins. The activation of this pathway is
considered a fingerprint of hallucinogenic properties.
In contrast, the 5-HT,, receptor canonical signaling
pathway, which involves qu activation, is not altered.
Through the use inverse agonists, it was demonstrated
an increased constitutive activity of 5-HT,, receptors in
brain cortex of schizophrenia subjects, that exclusively
affects the G, -protein-mediated signaling pathway. Ac-
cording to these findings, the optimal antipsychotic ac-
tivity would be represented by a biased inverse agonism
on the pro-hallucinogenic pathway of 5-HT,, receptors,
leaving the canonical signaling pathway unaltered.
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Presentacion

La controversia entre estudios de neuroimagen in vivo
y estudios postmortem in vitro sobre el estado del re-
ceptor de serotonina 5-HT,, en la esquizofrenia puede
resolverse considerando las diferentes propiedades
farmacolégicas de los compuestos utilizados como
radiotrazadores. En el cerebro de pacientes con es-
quizofrenia, el receptor 5-HT,, muestra una hiperacti-
vidad funcional sesgada hacia una via de sefializacion
qgue activa proteinas G inhibitorias. En base a estos
hallazgos, se propone el agonismo inverso sesgado
sobre esta via como un mecanismo de actividad far-
macoldgica eficaz en el tratamiento de la psicosis.
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En un reciente articulo de opinién publicado en Trends
in Pharmacological Sciences, el autor reconocia cierta
frustracién como neurofarmacélogo al comprobar que
los importantes logros en el conocimiento de la etio-
patogenia de las enfermedades del sistema nervioso
central (SNC) no se han acompanado de avances pa-
ralelos en el desarrollo de farmacos que modificaran
el curso de estas entidades nosologicas (Dragunow,
2020). El articulo reflexionaba sobre las diferentes
razones que pueden explicar esta paradoja, y entre
ellas, figuraba una que siempre nos ha preocupado,
la excesiva simplicidad de los modelos experimenta-
les sobre los que se ha estado construyendo el desa-
rrollo de nuevos farmacos dirigidos al SNC. No cabe
duda que los sistemas de cribado basados en mode-
los simples como, por ejemplo, células artificialmente
transfectadas representan herramientas tecnolégicas
Utiles y, sobre todo, baratas. Sin embargo, la pregun-
ta ha de ir mas alla: ;han aportado realmente estas
tecnologias informacién critica para el desarrollo de
medicamentos eficaces y seguros destinados a en-
fermedades del SNC? ;cuanta informacion biolégica-
mente relevante hemos perdido o despreciado en el
estudio de las acciones farmacolédgicas de compues-
tos mediante el uso de modelos excesivamente sim-
ples como estos? ¢ hubiera ido el desarrollo de grupos
farmacolégicos por otros derroteros mas 6ptimos?

A los problemas derivados de los modelos habria que
afnadir las premisas cientificas con las que se sigue
partiendo en la mayor parte de los estudios farmacol6-
gicos. La Farmacologia ha evolucionado notablemen-
te en los ultimos veinte afios de la mano de otras cien-
cias biomédicas pero los nuevos conceptos tardan en
permeabilizar dentro de la practica cientifica, lo que,
posiblemente, ha contribuido al retraso en la aparicion
de auténticas novedades neuro- y psico-farmacologi-
cas. Ideas como el agonismo inverso y el papel farma-
colégico que pudiera jugar para reducir un exceso de
actividad constitutiva basal de una diana farmacolégi-
ca siguen siendo observadas como exéticas y consi-
deradas relativamente extravagantes en cuanto a utili-
dad terapéutica. Sin embargo, la denominada eficacia
negativa de farmacos es un concepto bien asentado
sobre el que Pubmed aporta miles de articulos, si la
blusqueda se realiza adecuadamente (Costa y Cotec-
chia, 2005). Inicialmente descrita para explicar ciertas
acciones farmacolégicas sobre el canal de los recep-
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tores GABA,, en la actualidad, la eficacia negativa se
aplica también a receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs), cuya actividad basal se logra reducir me-
diante los denominados agonistas inversos.

Otro de los conceptos que ha revolucionado el estudio
de la actividad farmacoldgica es el de agonismo ses-
gado (“biased agonism”), conocido también como se-
lectividad funcional o sefializacion sesgada (“biased
signaling”) cuando se hace referencia a la respuesta
funcional derivada del agonismo sesgado. Bajo estas
denominaciones se pretende recoger la posibilidad de
que diferentes farmacos, actuando sobre el mismo re-
ceptor puedan poner en marcha diferentes vias de se-
Aalizacion celular, produciendo efectos variables, en
contra de lo que pudiera esperarse de la interaccion
entre un receptor concreto y farmacos selectivos para
el mismo (Violin et al., 2014). El modelo se ha exten-
dido de manera notable para explicar la posibilidad
de disociar la sefalizacion dependiente de proteinas
G de la dependiente de p-arrestinas en diversos GP-
CRs (Kenakin, 2019) y una de las aplicaciones tera-
péuticas mas avanzada corresponde a la activacion
del receptor opioide u. Asi, se ha logrado disociar el
potencial analgésico mediado por este receptor tras
activacion con agonistas clasicos como morfina y que
parece asociado a la activacion de proteinas G, de
la depresion respiratoria y otros efectos colaterales
como el desarrollo de tolerancia o la reduccién del
peristaltismo, los cuales parecen depender de la acti-
vacion de B-arrestinas (Manglik et al., 2016). Aunque
esta propuesta se ha traducido en el desarrollo de un
nuevo agonista selectivo para la sefalizacion depen-
diente de proteinas G, la oliceridina o TRV130, exis-
te una gran controversia sobre la existencia de una
selectividad funcional tan trascendental y que pudiera
revolucionar el desarrollo de farmacos dirigidos al sis-
tema opioide (Gillis et al., 2020).

El presente articulo pretende mostrar la aplicacion
de estas reflexiones y conceptos al campo del trata-
miento de los cuadros psicéticos y a la investigacion
del papel jugado por el receptor de serotonina 5-HT,,
en la esquizofrenia, o al menos, en algunos de los
sintomas mas llamativos de la misma, como son las
alucinaciones y los delirios. Pretendemos mostrar un
ejemplo de como la investigacion traslacional en una
trayectoria concreta, en este caso en Neurociencia,
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ha precisado del conocimiento profundo y actualiza-
do de conceptos considerados fundamentales en la
Farmacologia moderna. Se describe como, siguiendo
una linea de trabajo, se han ido proponiendo hipétesis
que han necesitado ser evaluadas en el tejido sustra-
to de la esquizofrenia, el cerebro humano, que han
obligado a utilizaciébn de conceptos farmacolégicos
como el agonismo inverso o la selectividad funcional,
y como ello ha permitido proponer, para los antipsi-
céticos denominados atipicos, mecanismos de accidn
algo diferentes a los establecidos, lo que finalmente
ha llevado a propuestas relativamente novedosas so-
bre como debe actuar un farmaco sobre el receptor
5-HT,, para convertirse en un adecuado candidato a
antipsicético.

El receptor de serotonina 5-HT,, en el SNC

Aunque la mayor parte de la serotonina (5-HT) se
genera en las células enterocromafines, la presencia
de 5-HT como neurotransmisor en el SNC es funda-
mental para la regulacién de diversas funciones como
el sueno vy la vigilia, el estado emocional, el apetito,
el tono de la vascularizaciéon cerebral y meningea, el
control de los impulsos nociceptivos, y otras mas. De
los catorce subtipos de receptores de 5-HT existen-
tes, siete se expresan en el SNC. Entre ellos figura
la familia de los receptores 5-HT,, constituida por los
subtipos 5-HT,,, 5-HT,, y 5-HT,.. Los tres receptores
se consideran receptores metabotropicos, es decir,
acoplados a proteinas G (Sharp y Barnes, 2020). El
receptor 5-HT,, es el que se expresa con mas den-
sidad en el cerebro de mamiferos, con una especial
presencia en areas corticales e hipocampales. Entre
los tipos celulares que expresan este receptor figuran
las neuronas piramidales glutamatérgicas y las inter-
neuronas GABAérgicas, encargadas de mantener el
adecuado tono de excitacion / inhibicion de la activi-
dad cortical (Barnes et al., 2021).

La implicacion del receptor 5-HT,, en los procesos alu-
cinatorios y los trastornos psicoticos atrajo la atencién
hace décadas, incluso desde antes de su definitiva
caracterizacion farmacolégica, molecular y genética.
Esta demostrado que las acciones psicoactivas de la
dietilamida de &cido lisérgico (LSD) y otros anélogos
como psilocibina y mescalina dependen de su interac-

ACTUALIDAD EN FARMACOLOGIA Y TERAPEUTICA - aft

INVESTIGACION TRASLACIONAL

cion con receptores 5-HT,,, dado que esta actividad
farmacol6gica es bloqueada en presencia del antago-
nista selectivo ketanserina (Holze et al., 2021). La si-
militud entre algunos de los sintomas psicéticos (aluci-
naciones visuales, auditivas y/o sensoriales, ideacion
delirante con pérdida del sentido de la realidad) y los
efectos sobre el estado mental tras la administraciéon
de LSD llevaron a sugerir una posible alteracion de los
receptores 5-HT,, en el cerebro de sujetos con esqui-
zofrenia (Geyer y Vollenweider, 2008). Esta hipétesis
se vio reforzada tras demostrarse que los farmacos
con actividad antagonista sobre receptores 5-HT,,
asociada a un antagonismo dopaminérgico (olanzapi-
na, clozapina, risperidona, etc) se comportaban como
excelentes antipsicéticos, que ademas podian eludir
los indeseables efectos extrapiramidales de los farma-
cos mas clasicos como haloperidol. Sin embargo, la
posibilidad de una eficacia antipsicética basada exclu-
sivamente en las propiedades antagonistas sobre el
receptor 5-HT,,, evitando la interaccion con recepto-
res de la familia dopamina D,, no pudo demostrarse,
asentandose el axioma de la necesidad de antago-
nismo dopaminérgico como algo imprescindible para
lograr eficacia antipsicética (Miyamoto et al., 2005).
Este axioma ha quedado en entredicho una vez se
ha demostrado que un farmaco carente de afinidad
por receptores de la dopamina, como el caso de la pi-
mavanserina, puede ser eficaz frente a determinados
tipos de psicosis (Cummings et al., 2014).

En base a los hallazgos previos es razonable propo-
ner la evaluacion del estado de los receptores 5-HT,,
en el cerebro de pacientes con esquizofrenia, bajo la
hipétesis de una posible disfuncion de los mismos en
relacion con la enfermedad. Esta posibilidad estaba
abierta debido a la existencia de radiotrazadores bas-
tante utiles para su uso in vivo mediante tomografia
de emision de positrones (PET) y de radioligandos
selectivos para ser utilizados en evaluaciones in vitro
desarrolladas sobre tejido cerebral postmortem.

Los estudios desarrollados mediante ambas tecnolo-
gias han sido multiples, con diferentes metodologias y
condiciones experimentales y, sobre todo, con hallaz-
gos controvertidos. Abreviando un debate cientifico
que ha perdurado mas de una década, podriamos re-
sefar que mientras los estudios in vivo mediante PET
apuntan a un descenso de la densidad de receptores
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5-HT,, en la corteza cerebral de pacientes con esqui-
zofrenia, los estudios postmortem parecen indicar justo
lo opuesto, es decir, un incremento en la densidad de
estos mismos receptores (Diez-Alarcia et al., 2021a).

La importancia de las propiedades farmacolégicas
del radiotrazador para entender el estado funcional
del receptor 5-HT,, en la esquizofrenia

La aparente discrepancia entre resultados in vivo y re-
sultados in vitro ha podido ser resuelta recientemente
considerando, una vez controlados otros factores tales
como el efecto del tratamiento concomitante, las pro-
piedades de los diferentes radiotrazadores utilizados.
Un analisis de la literatura previa, nos permitié detectar
que los estudios que mejor demostraban el descenso
de receptores 5-HT,, en cerebro de esquizofrénicos
utilizaban como radiotrazador para PET la ['®F]altan-
serina, un is6topo generado a partir de altanserina. Por
el contrario, los estudios postmortem estaban desarro-
llados con radioligandos como [*H]ketanserina o [3H]
LSD y apuntaban hacia incrementos de la densidad
de receptores 5-HT,,. En estudios paralelos desarro-
llados para evaluar la actividad intrinseca de cada uno
de estos dos farmacos sobre la activacién de protei-
nas G en tejido cortical humano pudimos comprobar
que la altanserina, tedricamente un antagonista 5-HT,,,

Figura 1. Para los GPCRs, el modelo ternario de la interac-
cion entre farmaco, receptor y proteina G propone que los
farmacos agonistas poseen afinidad preferente por el estado
funcionalmente activo, es decir el acoplado a la proteina

G. Los agonistas inversos presentan afinidad preferente

por el estado inactivo, el desacoplado de la proteina G. Los
farmacos antagonistas no discriminan entre ambos estados,
poseyendo similar afinidad por ambos.

En condiciones basales existe un equilibrio entre las confor-
maciones activa e inactiva del receptor. Ambas conforma-
ciones son intercambiables y el equilibrio puede ser despla-
zado hacia el estado activo (agonistas) o inactivo (agonistas
inversos). La presencia de una proporcion de receptores en
su conformacidn activa aun en ausencia de agonista podria
explicar la existencia de actividad constitutiva basal del
receptor. En la esquizofrenia, el receptor 5-HT,, expresado
en la corteza cerebral mantendria un equilibrio desplazado
hacia el estado conformacional activo en relacion con las
condiciones control. Ello se reflejaria en una mayor densi-
dad de receptores 5-HT,, cuando se identifican con radiotra-
zadores agonistas mientras que, en las mismas condiciones,
el marcaje con radiotrazadores agonistas inversos sugeriria
una densidad reducida.
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se comportaba realmente como un agonista inverso
(Diez-Alarcia et al., 2019) y que la ketanserina, un an-
tagonista 5-HT,, clasico, tenia un perfil mas propio de
agonista parcial (Muguruza et al., 2013). Conforme al
modelo ternario de la interaccién entre farmaco, recep-
tor y proteina G, estabamos ante un receptor, el 5-HT,,,
con diferentes estados conformacionales donde los
agonistas reconocerian preferentemente un estado,
funcionalmente activo y acoplado a proteinas G, mien-
tras que los agonistas inversos reconocerian preferen-
temente el estado desacoplado de estas proteinas.
Ambos estados conformacionales son intercambiables
y los resultados acumulados parecian sugerir que en
el cerebro de pacientes con esquizofrenia el equilibrio
estaria desplazado hacia el estado de alta afinidad, el
mejor reconocido por agonistas (Calebiro et al., 2021).
En consecuencia, los radiotrazadores agonistas indi-
carian un incremento de receptores 5-HT,, mientras
que los radiotrazadores agonistas inversos apuntarian
hacia un descenso de los mismos en la esquizofrenia
(Figura 1). Si esta hipo6tesis fuera cierta, debian concu-
rrir una serie de hallazgos que fueron confirmandose:
a) los nucledtidos de guanina debieran promover un
mayor desacople en esquizofrenia respecto a sujetos
control (Muguruza et al., 2013); b) el uso de ['®F]altan-
serina en tejido postmortem debia reproducir un des-
censo de densidad de receptores 5-HT,, mientras que

Antagonista

Agonista Agonista

/ inverso

aft - ACTUALIDAD EN FARMACOLOGIA Y TERAPEUTICA



en la misma preparacion los agonistas tipo [*H]LSD,
[BHIDOI e incluso el agonista parcial [*H]ketanserina
debian mostrar un incremento (Diez-Alarcia et al.,
2021a); c) los radioligandos antagonistas como [H]
MDL100907, que identificarian ambas conformacio-
nes moleculares con igual afinidad, y la cuantificacion
de la expresion total de la proteina receptora median-
te inmunodeteccion no debieran mostrar diferencias
entre sujetos esquizofrénicos y controles (Garcia-Bea
et al., 2019; Diez-Alarcia et al., 2021a); d) la activacion
de proteinas G por el receptor 5-HT,, en respuesta a
un agonista debia ser superior en esquizofrenia (Gar-
cia-Bea et al., 2019).

La hiperactividad del receptor 5-HT,, esta mediada
por una via no canénica, dependiente de proteinas
G inhibitorias

El receptor 5-HT,, se considera habitualmente como
un receptor metabotrépico acoplado a un subtipo de
proteinas G, las denominadas qu, las cuales acti-
van la fosfolipasa C, induciendo la formacion de ino-
sitol trifosfato y diacilglicerol. Esta via de sefalizacion
esta considerada como la via “canénica” del receptor
5-HT,,, aunque también se ha descrito la existencia

de otros tipos de mecanismos de activacion celular

Figura 2. La via de sefalizacion mas conocida del receptor cerebral de serotonina 5-HT,, es a través de proteinas G,
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(Marti-Solano et al., 2015). En células transfectadas
y en modelizaciones informéticas parece demostrarse
que la interaccion entre el receptor 5-HT,, y las protei-
nas inhibitorias G, en respuesta a un agonista 5-HT,,
alucin6geno es altamente improbable (Kim et al.,
2020), reforzando el papel del acople preferencial a la
proteina qu. Sin embargo, este dato fue puesto en
entredicho hace ya mas de una década por el grupo
de Gonzalez-Maeso, al demostrar que la activacion
del receptor 5-HT,, podia llevar a diferentes vias de
sefializacion en tejido cerebral de roedor en funcion de
que el agonista utilizado presentara o no propiedades
alucin6genas (Gonzalez-Maeso et al., 2003). Asi el
LSD o la dimetoxi-iodo-anfetamina (DOI), ambos ago-
nistas del receptor 5-HT,, con potencial alucinégeno,
eran capaces de activar la via candnica dependiente
de proteinas qu pero también otra via que utilizaba
como mediador las proteinas G,,. Por el contrario, la
lisurida y la ergotamina, agonistas del receptor 5-HT,,
sin potencial alucin6geno, solo activaban la via media-
da por qu. Por lo tanto, la activacion de las proteinas
G inhibitorias parecia representar una huella del po-
tencial alucindgénico de agonistas del receptor 5-HT,,
(Figura 2). Este hallazgo significaba la presencia de
selectividad funcional en la activacion del receptor y
la existencia de agonistas sesgados para el mismo,
con la particularidad de que estos fenébmenos involu-

11 POrlo

que suele denominarse como via canénica. Complementariamente el receptor 5-HT,, es capaz de activar también proteinas
G inhibitorias de la familia G,,. Esta via de sefializacion es activada por los agonistas del receptor que poseen actividad aluci-
nogena, tales como LSD, DOI, etc., mientras que los agonistas sin potencial alucin6geno (lisurida, pergolida, ergotamina) no
son capaces de activarla, un fendmeno que se conoce como selectividad funcional o agonismo sesgado. El receptor 5-HT,,
es una de las dianas farmacolégicas de los antipsicoticos de segunda generacion tales como clozapina, olanzapina, rispe-
ridona, paliperidona, etc. Clasicamente se ha considerado que estos farmacos actuarian como antagonistas del receptor.
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craban dos vias diferentes pero ambas asociadas a
proteinas G, a diferencia de lo descrito habitualmente
donde una via suele ser dependiente de proteinas Gy
la otra de p-arrestinas.

Con la sospecha de una hiperactividad del receptor
5-HT,, y la presencia de una selectividad funcional
por el acople a proteinas inhibitorias G, por parte de
los agonistas alucinégenos, lo que procedia en un si-
guiente paso era evaluar el acople de cada uno de los
subtipos de proteinas G al receptor 5-HT,, en la corte-
za cerebral de pacientes con esquizofrenia. Para ello,
se puso a punto una técnica denominada “scintillation
proximity assay” (SPA) que permite medir el intercam-
bio de GDP/GTP sobre la subunidad o de la proteina
G en respuesta a la activacion del receptor por un ago-
nista y aisla cada proteina G mediante inmunopreci-
pitacion con anticuerpos selectivos para cada subtipo.
Esta metodologia puede considerarse de naturaleza
funcional, dado que exige cambios conformacionales
de la proteina G (acople al receptor, disociacion de
subunidades, intercambio de GDP por GTP) en res-
puesta a la interaccién farmaco-receptor, y es viable
en tejido cerebral humano postmortem (Diez-Alarcia
et al., 2021b).

La caracterizacion inicial mostrdé como diferentes ago-
nistas del receptor 5-HT,, con propiedades alucinogé-
nas eran capaces de activar muy selectivamente el
subtipo G, de proteinas inhibitorias ademas de la pro-
teina G, en corteza prefrontal humana (Miranda-Az-
piazu et al., 2013; Garcia-Bea et al., 2019). Comple-
mentariamente, los agonistas 5-HT,, no alucinogénos
como la lisurida o la pergolida solo activaban la protei-
na G, (Miranda-Azpiazu et al., 2013; Muneta-Arrate et
al., 2020a). Con esta premisa, se evalu6 la respuesta
de ambas proteinas a la activacion del receptor 5-HT
mediante el agonista DOI, comprobandose que la via
“pro-alucinégena” vinculada a G, estaba hiperactiva
en el cerebro de sujetos con esquizofrenia mientras
que la via canbnica, dependiente de Gq, permanecia
inalterada (Garcia-Bea et al., 2019). El hallazgo repre-
sentaba una de las primeras demostraciones, posible-
mente la primera, de alteraciones en la sefializacion
sesgada de un receptor en relacion a una entidad psi-
quiatrica. La exploracién de la funcionalidad de un re-
ceptor en el SNC mediante diversos farmacos, a priori
todos ellos agonistas, evaluando cuidadosamente las
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diferentes respuestas observadas mostraba la impor-
tancia de conceptos farmacoldgicos como el agonis-
mo sesgado como instrumento clave que permitia
discernir alteraciones moleculares subyacentes a una
enfermedad tan abigarrada como la esquizofrenia.

¢Esta la hiperactividad selectiva del receptor
5-HT,, a través de proteinas G,, vinculada a un ex-
ceso de actividad constitutiva del receptor a tra-
vés de esta via de senalizacién? La necesidad de
agonistas inversos

La actividad intrinseca de diferentes GPCRs para ac-
tivar la sefializacion a través de proteinas G en ausen-
cia de agonista es un hecho bastante aceptado (Costa
y Cotecchia, 2005). Para el caso del receptor 5-HT,,,
ya se habia propuesto la posible existencia de una ac-
tividad constitutiva en condiciones basales en tejido
cerebral, aunque también ha sido cuestionada (Aloyo
et al., 2005; De Deurwaerdere et al., 2020). La demos-
tracién de actividad constitutiva basal en un receptor
requiere de una serie de condiciones tales como dis-
poner de agonistas inversos que permitan reducirla,
que el efecto agonista inverso sea sensible a antago-
nistas, estar presente en ausencia del neurotransmi-
sor endégeno y desaparecer en animales “knock-out”
del receptor correspondiente (Muneta-Arrate et al.,
2020a).

Una de las primeras tareas para poder responder a
la pregunta que encabeza esta seccion fue compro-
bar si el receptor 5-HT,, en corteza cerebral humana
presentaba actividad constitutiva. Para ello, se utilizd
la tecnologia SPA porque podia informar complemen-
tariamente si esta actividad constitutiva ofrecia un
caracter sesgado, es decir, si estaba presente en el
acople del receptor solamente a ciertas vias de sefa-
lizacién, pero no a todas. Fue necesaria una evalua-
cion preliminar de multitud de compuestos, definidos
a priori como antagonistas, pero cuyas propiedades
farmacologicas podian corresponderse o sospechar-
se como agonismo inverso para dar con la herramien-
ta farmacologica adecuada (Diez-Alarcia et al., 2019).
Uno de los compuestos mas atractivos resulté ser la
pimavanserina. Este farmaco estd comercializado en
EEUU como antipsicético para indicaciones ajenas a
la esquizofrenia, por ejemplo, la psicosis en pacientes
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Figura 3. La hipotesis de un exceso de actividad constitutiva del receptor 5-HT,, sesgada hacia la sefializacion pro-alucinoge-
na mediada por proteinas G, en la esquizofrenia sugiere que esta alteracion pudiera ser susceptible de reversion mediante el
uso de agonistas inversos propios de esa via, procurando dejar indemne la sefalizacion de la via canénica, dependiente de
G_.,. La pimavanserina y algunos de los farmacos antipsicoticos de segunda generacion parecen poseer propiedades como

q/1*

agonistas inversos sobre la activacion de G, y como antagonistas neutros sobre el acople a G

[ Control |

q/11°

[ Esquizofrenia J

Inverse agonist
-

#\'b

con enfermedad de Parkinson. Tal y como se rese-
fAaba anteriormente, puede considerarse el Unico an-
tipsicético comercializado que carece de afinidad por
los receptores de dopamina, lo que rompe el axioma
del antagonismo dopaminérgico sobre la familia de re-
ceptores dopamina D, como condicion necesaria para
ejercer eficacia antipsicética. La pimavanserina posee
importante afinidad por receptores 5-HT,, y 5-HT,.
y su ficha técnica la presenta como un agonista in-
verso del receptor 5-HT,,. Esta Gltima afirmacion ha
levantado polémica ya que se basa en estudios celu-
lares desarrollados sobre sistemas reconstituidos que
sobreexpresan el receptor y la proteina Gq, pero no
existian datos funcionales in vivo, y mucho menos en
humanos, que permitieran refrendar esa afirmacion
(Nutt et al., 2017).

En tejido cortical humano pudimos comprobar que la
pimavanserina era capaz de inhibir la actividad basal
del acople entre el receptor 5-HT,, y la proteina G,
mientras que se mostraba ineficaz en el acople del
receptor a proteina G, (Muneta-Arrate et al., 2020a).
El efecto era sensible a un antagonista neutro como
MDL-11939 y desaparecia en ratones “knock-out” del
receptor. Asi pues, se confirmaba la existencia de una
actividad constitutiva basal en la via pro-alucinégena
y se demostraban, por vez primera, las propiedades
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como agonista inverso sesgado del farmaco pimavan-
serina. Complementariamente era necesario buscar
y evaluar otros agonistas inversos, sesgados o0 no,
para conocer el estado funcional de la via canonica
del receptor 5-HT,,. La volinanserina parecia cumplir
el requisito de comportarse como un agonista inverso,
aunque con baja eficacia negativa, del receptor 5-HT,,
en la inhibicién del acople del mismo a las diferen-
tes proteinas G; adicionalmente no parecia presentar
selectividad funcional entre proteinas G inhibitorias y
proteinas G, (Muneta-Arrate et al., 2020b).

Una vez establecidas las condiciones metodologicas
para evaluar la potencialidad de pimavanserina y vo-
linanserina sobre la inhibicion de la actividad consti-
tutiva basal del receptor 5-HT,, en cerebro humano
postmortem, era el momento de contrastar si la hipe-
ractividad hacia la via pro-alucinégena anteriormente
observada en esquizofrenia iba acompafiada de un
incremento de la actividad constitutiva del receptor
sobre esta via y si era reversible por los agonistas in-
versos. Los hallazgos més recientes del grupo (Mu-
neta-Arrate et al., 2022, en preparacion) indican que:
a) la pimavanserina y la volinanserina presentan una
mayor eficacia como agonistas inversos de la via G,
en esquizofrenia respecto a controles; b) la volinanse-
rina ofrece similar eficacia como agonista inverso de
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la via Gq en esquizofrenia comparado con controles;
c) los hallazgos no son consecuencia de cambios en
la expresidon basal de las proteinas G sino que repre-
sentan cambios en el acople entre el receptor 5-HT,,
y la correspondiente proteina G. Por lo tanto, tenemos
la confirmacién de que, en corteza prefrontal de su-
jetos con esquizofrenia, el receptor 5-HT,, presenta
una actividad funcional incrementada y selectiva en
su acople con proteinas G,,. Este hallazgo es concor-
dante con los estudios desarrollados in vivo mediante
PET e in vitro mediante radioligandos. Las razones
que llevan a que el receptor 5-HT,, esté hiperactivo
en la corteza cerebral de sujetos con esquizofrenia si-
guen siendo desconocidas. Cuando esta situacion de
actividad constitutiva exacerbada se ha observado en
otros GPCRs, las razones suelen estar en mutaciones
puntuales que determinan una ganancia funcional, por
ejemplo, en el receptor de la hormona luteinizante LH
(Shenker et al., 1993). En el caso del receptor 5-HT,,
no hay variantes genéticas claramente asociadas a la
esquizofrenia, a pesar de los multiples estudios reali-
zados al respecto. Caben otras explicaciones alterna-
tivas como, por ejemplo, la influencia de otras protei-
nas con las que el receptor 5-HT,, forma complejos
postsinapticos (Calebiro et al., 2021).

Vistos los hallazgos experimentales anteriores, es 16-
gico pensar que una manera de revertir la hiperactivi-
dad sesgada del receptor 5-HT,, hacia la via pro-aluci-
ndgena podria ser el uso de farmacos actuando como
agonistas inversos sesgados sobre esta via (Figura
3). Cuanto mas selectivos hacia la via de sefaliza-
cion mediada por proteinas G, sean estos potenciales
farmacos, menos potenciales efectos colaterales aso-
ciados a la via canénica podrian derivarse. Por otro
lado, ante un exceso de actividad constitutiva como
el aqui observado, una eficacia negativa, propiedad
asociada al agonismo inverso, podria incrementar la
potencialidad terapéutica respecto al puro antagonis-
mo sobre el receptor 5-HT,,, mecanismo hasta ahora
propuesto como el adecuado para lograr actividad an-
tipsicética. Esta consideracion obliga a realizar dos re-
flexiones con la informacion cientifica disponible hasta
el momento: a) la primera es preguntarse si la pima-
vanserina ha mostrado eficacia antipsicética en el tra-
tamiento de la esquizofrenia superior a los tratamien-
tos establecidos; b) la segunda es cuestionarse si los
antipsicéticos con afinidad por el receptor 5-HT,, son
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realmente antagonistas o podrian poseer propiedades
como agonistas inversos de este receptor, aunque no
se haya comprobado fehacientemente hasta ahora.

La primera cuestion tiene una respuesta parcial hasta
el momento. Una busqueda de ensayos clinicos de
pimavanserina en esquizofrenia parece sugerir au-
sencia de eficacia en estudios fase Il y fase lll. Sin
embargo, la mayor parte de los estudios han evaluado
la pimavanserina como farmaco anadido al tratamien-
to antipsicético habitual. Si, como se ha sugerido, los
antipsicéticos mas habituales se comportan como an-
tagonistas del receptor 5-HT,,, de la adicion de pima-
vanserina a estos farmacos no se esperaria a priori
ningun efecto farmacol6gico sobreanadido. El anta-
gonista impediria la visualizacion de la eficacia como
agonista inverso sesgado de la pimavanserina. Por lo
tanto, el disefio experimental de este tipo de estudios
debiera plantearse desde otra perspectiva.

¢Son los antipsicéticos con afinidad por el
receptor 5-HT,, antagonistas o agonistas inversos
del mismo? ¢ Presentan eficacia negativa sesgada
hacia la via pro-alucinbgena mediada por protei-
nas G,?

La segunda cuestion arriba planteada nos llevo a re-
disenar nuevos experimentos en tejido cerebral hu-
mano destinados a responder este otro reto de inte-
rés farmacolégico. La literatura previa disponible ha
llegado a sugerir que farmacos como la clozapina, la
risperidona y la olanzapina podrian comportarse como
agonistas inversos de la sefializacion canoénica de los
receptores 5-HT,, ., aunque, de nuevo, estos datos
proceden mayoritariamente de estudios en modelos
recombinantes donde se ha sobreexpresado el recep-
tor (Sullivan et al., 2015).

Los antipsicoticos de segunda generacién, denomi-
nados asi por su elevada afinidad por los receptores
de serotonina 5-HT,, y 5-HT,, junto a su potencial
como antagonistas dopaminérgicos, poseen ademas
importante afinidad por otros GPCRs tales como los
colinérgicos muscarinicos, los adrenoceptores, los re-
ceptores histaminérgicos, etc. Por lo tanto, un estudio
detallado de las propiedades farmacolédgicas (anta-
gonistas, agonistas inversos, agonistas parciales en
alguin caso) sobre la senalizaciébn mediada por protei-
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nas G precisaria de modelos celulares recombinantes
sobre los que explorar una a una cada diana de inte-
rés. Sin embargo, tal y como se ha ido mostrando mas
arriba, esta aproximacion se aleja de la realidad del
tejido nativo donde los diferentes GPCRs conviven,
interaccionan entre ellos y, como sabemos, llegan a
conformar homo- y hetero-oligbmeros cuya actividad
funcional difiere de la primitiva de cada receptor con-
tribuyendo al complejo oligomérico. Por ello, decidi-
mos realizar un abordaje, tal vez mas primitivo, pero
que nos ofreciera una imagen global de la actividad
de los antipsicoéticos sobre cada una de las proteinas
G. Se establecio el efecto agonista, agonista inverso o
neutro de cada uno de los antipsicoticos mas habitual-
mente utilizados sobre la actividad de las proteinas G
en corteza prefrontal humana. Posteriormente, esas
acciones fueron analizadas en presencia de antago-
nistas selectivos de cada uno de los GPCRs recono-
cidos por los antipsicéticos. El ensayo se realiz6 tam-
bién utilizando corteza cerebral de animales knock-out
para el receptor 5-HT,, a fin de comprobar la desapari-
cién de las acciones mediadas por el mismo.

Los resultados de esta parte del estudio son todavia
preliminares, pero podemos aventurarnos con algu-
nas conclusiones de gran interés para la linea de tra-
bajo aqui descrita:

a) la clozapina, la risperidona, la paliperidona vy la
olanzapina poseen actividad como agonistas inversos
del receptor 5-HT,, en su acople a la via “pro-alucin6-
geénica”, dependiente de proteinas G,,.

b) los efectos de estos antipsicoticos sobre la protei-
na qu son mas variables y pueden implicar estimu-
laciones mediadas por receptores muscarinicos (clo-
zapina), inhibiciones mediadas por adrenoceptores o,
(risperidona) y habitualmente nula actividad en lo que

respecta al receptor 5-HT,,.

Conclusiones

El presente articulo describe un resumen de las acti-
vidades desarrolladas en relacion al estudio del esta-
do del receptor 5-HT,, en la corteza prefrontal de pa-
cientes con esquizofrenia. El trabajo demuestra que
este receptor presenta una sobreactividad funcional
muy selectiva hacia una via de sefializacion del mis-
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mo poco conocida, como es la dependiente del aco-
ple a proteinas G inhibitorias, en concreto el subtipo
G,. Se describe como el conocimiento de conceptos
farmacol6gicos clave como son el agonismo sesgado
(“biased agonism”), la selectividad funcional o el ago-
nismo inverso han permitido demostrar la existencia
de alteraciones conformacionales del receptor 5-HT,,
en la esquizofrenia, que afectan notablemente a su
funcionalidad.

Como consecuencia de los hallazgos obtenidos en es-
quizofrenia, una reevaluacién de los farmacos antipsi-
coticos con afinidad por el receptor 5-HT,, demues-
tra que, en contra de su consideraciéon habitual como
farmacos antagonistas de ese receptor, la actividad
como agonistas inversos sobre la via de sefializacion
dependiente de proteinas G, podria representar un
mecanismo de accion critico en su eficacia terapéuti-
ca frente a la sintomatologia psicética.

Una ultima leccion aprendida del desarrollo de esta
linea de trabajo indica que no debemos aceptar re-
signadamente propiedades farmacoldgicas descritas
0 desechadas mediante ensayos de cribado en mode-
los de células aisladas y preparadas ad hoc para este
tipo de evaluaciones “high-throughput”. El ensayo en
tejido bioldgico nativo, con su heterogeneidad celular
y molecular, continta siendo un paso imprescindible y
critico en los procesos de desarrollo de farmacos para
el SNC. Del estudio en tejido nativo pueden derivar-
se hallazgos inesperados pero que, adecuadamente
interpretados, pueden contribuir a incrementar las po-
sibilidades de éxito en el desarrollo de nuevas molé-
culas con potencial terapéutico.
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