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Familia de receptores de serotonina 5-HT,, formada por los
subtipos 1A, 1B, 1C, 1D, 1E y 1F

Familia de receptores de serotonina 5-HT,, formada por los
subtipos 2A, 2By 2C

Familia de receptores de serotonina 5-HTs
Familia de receptores de serotonina 5-HT,4

Familia de receptores de serotonina 5-HTs, formada por los
subtipos 5Ay 5B

Familia de receptores de serotonina 5-HTg
Familia de receptores de serotonina 5-HT;
Transportador de serotonina

Receptores 7 Transmembrana

Receptor adrenérgico alfalA

Acido araquiddnico

Acido aristoléquico

Adenilato ciclasa

Acido

Absorcidn, Distribucién, Metabolismo y Excrecién
Acido desoxirribonucleico

Adverse Drug Reaction (Reaccion adversa medicamentosa)
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AEMPS
AINE
AMP.
ARN
ARNmM
BE

Bmax
BSA

BT

CCR
CCRA
CHO

Ci
CIMA
CLASS
cm

cols
COX-1/2
COXIBS
DAB
DAG
DMSO
DO

el, e2,e3
ECso
EDTA
eem

EGTA

ELISA

EMA

Emax

Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
Antiinflamatorio no esteroideo

Adenosin monofosfato ciclico

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Binding especifico (union especifica)

Numero o densidad maxima de sitios de unidn

Bovine serum albumin (albumina de suero bovino)

Binding total (unién total)

Curva concentracion-respuesta

Curva concentracion-respuesta acumulativa

Chinese Hamster Ovary (células de ovario de hamster chino)
Curio

Centro de Informacion online de Medicamentos de la AEMPS
Celecoxib Long-term Arthritis Study

Centimetro

Colaboradores

Ciclooxigenasa-1/2

Inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa-2
Diaminobencidina

Diacilglicerol

Dimetil sulféoxido

Densidad optica

Lazos extracelulares 1,2y 3

Effective Concentration 50 (Concentracion efectiva 50)
Ethylenediaminetetraacetic acid (acido etilendiaminotetraacético)
Error estandar de la media

Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid
(acido etilenglicol-bis(2-aminoetil éter)- N, N, N°, N’- tetraacético)

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (Ensayo por
inmunoabsorcién ligado a enzimas)

European Medicines Agency (Agencia europea de medicamentos)

Eficacia maxima
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ERKy/2 Extracellular signal-regulated kinases 1/2 (Cinasas reguladas por
sefiales extracelulares 1/2)

EU-ADR Exploring and Understanding Adverse Drug Reactions

FBS Fetal bovine serum (suero fetal bovino)

FD Factor de dilucion

FDA Food and Drug Administration (Agencia de alimentos y

medicamentos estadounidense)

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer (Transferencia de energia
por resonancia de fluorescencia)

g Gramo

g Unidad relativa de medida de aceleracién

GAG Glicosaminoglicano

GDP Guanosin difosfato

Gl Gastrointestinal

GPCR G protein coupled receptor (Receptor acoplado a proteina G)

GTP Guanosin trifosfato

GTPasa Guanosin trifosfatasa

h Hora

hERG human Ether-a-go-go-Related Gene (Canal de potasio dependiente
de voltaje)

HTRF Homogeneous Time-Resolved Fluorescence (Fluorescencia

homogénea resuelta en el tiempo)

i.p. Intraperitoneal

i1,i2,i3 Lazos intracelulares 1,2y 3

I1Cso Inhibitory Concentration 50 (Concentracion inhibitoria 50)

Ig Inmunoglobulina

1P, Monofosfato de inositol

IP; Inositol 1,4,5-trifosfato

ISRS Inhibidor Selectivo de la Recaptacion de Serotonina

IUPHAR International Union of Basic and Clinical Pharmacology (Asociacién
internacional de farmacologia basica y clinica)

Kz Constante de disociacion de un antagonista

Kp Constante de disociacion

kg Kilogramo
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Koff
Kon
LSD

M,

mACh
mg
min
ml
mM
mm

mmol

NAM
nM
NSB

PA;

PAM
PBS
PEI
PG
PGE,
PGl
TxA,
pH
PK
pKs

Constante de inhibicién

Constante cinética de disociacion
Constante cinética de asociacion
Dietilamida de acido lisérgico

Molar

Receptor muscarinico 1

Receptor muscarinico 2

Receptores muscarinicos de acetilcolina
Miligramo

Minuto

Mililitro

Milimolar

Milimetro

Minimol

Tamafio de la muestra

Negative Allosteric Modulator (Modulador alostérico negativo)
Nanomolar

Non Specific Binding (Unién inespecifica)
Probabilidad

Logaritmo del inverso de la concentracion molar de antagonista
que hace necesario duplicar la concentracion de agonista para
obtener el mismo efecto que cuando el antagonista no esta
presente

Positive Allosteric Modulator (Modulador alostérico positivo)
Phosphate Buffered Saline (Tampén fosfato)
Poly(ethyleneimine) (Polietilenimina)

Prostaglandina

Prostaglandina E,

Prostaciclina

Tromboxano A;

Potencial de hidrégeno

Farmacocinética

Logaritmo del inverso de la constante de disociacion de un
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PKC
PLA,
PLC
PLCB
PLP
PRP
PSP

R/R*
rpm

RSK2

SAM
SAR
SERT
SNC
TFG-B

T™MI-VII
Tris, Trizma
Tx

VIGOR

Vs

antagonista

Proteina cinasa C
Fosfolipasa A,
Fosfolipasa C

Fosfolipasa C-B

Plasma libre de plaquetas
Plasma rico en plaquetas

Preclinical Safety Pharmacology — Farmacologia preclinica de
seguridad

Estado inactivo/activo de un receptor
Revoluciones por minute

Ribosomal protein S6 Kinase alpha-3 (Proteina ribosomal S6 cinasa
alfa3)

Silent Allosteric Modulator (Modulador alostérico silente o neutral)
Structure-Activity Relationship (Relacidn estructura actividad)
Transportador de serotonina

Sistema Nervioso Central

Transforming Growth Factor beta (factor de crecimiento
transformante beta)

Dominio transmembrana I-VII
2-amino-2-(hidroximetil) -1,3-propanodiol
Tromboxano

Vioxx Gastrointestinal Outcomes Research

Versus (Frente a, contra)
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I. JUSTIFICACION

El descubrimiento de un nuevo medicamento es un proceso largo y complejo
durante el cual deberd demostrarse que la modulacién de la diana seleccionada,

ademas de producir el efecto terapéutico deseado, va a ser segura.

Las agencias reguladoras exigen amplios estudios in vivo (Snodin 2002),
relacionados con la seguridad/evaluacién de riesgos de los nuevos medicamentos
(Bass y cols. 2004). Estos estudios son costosos, exigen tiempo y, lo que es mas
importante, entran en el proceso de desarrollo en etapas tardias y con baja
capacidad de introduccion de cambios. Actualmente, la farmacologia preclinica de
seguridad (Preclinical Safety Pharmacology - PSP) intenta anticipar o preveer
reacciones adversas a medicamentos (Adverse Drug Reactions - ADRs) a partir de
ensayos in vitro simples durante las fases tempranas del descubrimiento de

farmacos.

Esta caracterizacion predictiva in vitro de la seguridad se llevaria a cabo en
las etapas mas tempranas del descubrimiento de farmacos, en las que se realizarian
campanas de screening para detectar las interacciones de las moléculas con las
antidianas responsables de sus reacciones adversas y/o toxicidad. En los ultimos
afios el panel minimo de antidianas a ensayar se ha visto reducido como resultado
de un mejor conocimiento de la significaciéon farmacoldgica de cada diana y de las
limitaciones presupuestarias, sin embargo, se incluyen rutinariamente antidianas
con un alto valor predictivo de toxicidad, entre las que destacan el receptor de
serotonina (5-HT) 5-HT,g, asociado a valvulopatia cardiaca, y el hERG, asociado con

arritmias cardiacas graves (Bowes y cols. 2012; Cadavid 2013).

El receptor 5-HT,s participa en el desarrollo del sistema cardiovascular y
regula el desarrollo y crecimiento de los cardiomiocitos. La activacién de estos
receptores se ha asociado con hipertrofia cardiaca y con hipertension pulmonar
(Elangbam 2010; Roth 2007; Setola y Roth 2005). En la ultima década se han

encontrado evidencias de que la activacion de receptores 5-HT,g de serotonina (5-
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HT), junto con la inhibiciéon del transportador de 5-HT (SERT o 5-HTT), juega un
papel importante en la patogénesis de la valvulopatia inducida por 5-HT (Elangbam
y cols. 2008; Roth 2007). Se ha comprobado que distintos farmacos relacionados
con fendmenos de cardiotoxicidad (fenfluramina, pergolida, ergotamina, etc.)
activan el receptor 5-HT,g y/o aumentan los niveles de 5-HT en sangre (Fitzgerald y

cols. 2000; Pritchett y cols. 2002).

En base a todo lo expuesto, hoy en dia la importancia de testar los
candidatos a farmaco y sus principales metabolitos como agonistas en el receptor 5-
HT,g (antidiana) queda fuera de toda duda (Huang y cols. 2009; Roth 2007; Setola y
Roth 2005). Asimismo, compuestos que puedan aumentar la concentracién de 5-HT
plasmatica hasta niveles capaces de activar el receptor o compuestos que puedan
potenciar el efecto de ésta en dicho receptor (moduladores alostéricos) serian

susceptibles de provocar los efectos adversos descritos.

Por otra parte, los coxibs, inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa-2 (COX-
2), surgieron con el fin de evitar los efectos adversos gastrointestinales asociados a
los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) cldsicos, que inhibian tanto la
ciclooxigenasa-1 (COX-1) como la COX-2. En 1999, G.D. Searle y Pfizer (ahora Pfizer
Inc) lanzaron el primer inhibidor selectivo de la COX-2: celecoxib (Celebrex®). Desde
entonces han salido al mercado diferentes coxibs, siempre intentando aumentar la
selectividad COX-2/COX-1. La demostracidn de esta supuesta ventaja se basé en dos
grandes estudios clinicos, el CLASS, Celecoxib Long-term Arthritis Study (Silverstein y
cols. 2000), y el VIGOR, Vioxx Gastrointestinal Outcomes Research (Bombardier y
cols. 2000). Sin embargo, posteriormente se demostrd que no sdlo no se reducia el
riesgo gastrointestinal sino que podian surgir reacciones adversas cardiovasculares

(Fundacio Institut Catala de Farmacologia 2002).

Los primeros signos de preocupacion en cuanto a la seguridad cardiovascular
de los coxibs surgieron debido a la imprevista, pero significativamente mayor,
incidencia de eventos trombodticos cardiovasculares con rofecoxib frente a

naproxeno en el estudio VIGOR (Bombardier y cols. 2000). Actualmente, en base a
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distintos experimentos y ensayos clinicos, se propone que el mecanismo por el que
la inhibiciéon de la COX-2 aumenta el riesgo cardiovascular, consistiria en una
disminucién de la produccidon vascular de prostaciclina, PGl,, (vasodilatadoras y
antiagregantes) sin un cambio en los niveles de tromboxano A, TxA,,
(vasoconstrictor y proagregante). Esta descompensacion en el equilibrio
hemostatico conduciria a un estado que predispone a trombosis, hipertension y

aterosclerosis (FitzGerald y Patrono 2001).

Con el fin de identificar antidianas adicionales implicadas en los efectos
adversos asociados con los coxibs, se llevd a cabo un estudio quimiogendmico
dentro del proyecto europeo EU-ADR (Exploring and Understanding Adverse Drug
Reactions) (EU-ADR Project website), que reveld una posible interaccion entre los

coxibs y el receptor 5-HT,g.

Asimismo, la fluoxetina, un inhibidor selectivo de la recaptacién de 5-HT
(ISRS), provoca, mediante el bloqueo del transportador de 5-HT, una potente
desinhibicion inicial de la neurotransmisién serotonérgica que, tras la
desensibilizacion de los receptores 5-HT;n debido al aumento de 5-HT en la
hendidura sinaptica, produce un aumento en la liberacion de 5-HT en las terminales
axonicas, mecanismo que explicaria sus efectos antidepresivos (Sghendo y Mifsud
2012). De todas formas, existen diversos estudios que han mostrado que el bloqueo
del SERT no aumenta la concentracién de 5-HT plasmatica, e incluso podria llegar a

disminuirla (Alvarez y cols. 1999; Wong y cols. 1995).

Adicionalmente, algunos estudios han encontrado que la fluoxetina es capaz
de activar el receptor 5-HT,z en una poblacién de astrocitos que no expresan SERT
(Li y cols. 2008; Zhang y cols. 2010) con una afinidad que podria ser compatible con
la alcanzada en un tratamiento crénico (Li y cols. 2009; Li y cols. 2008). Ademas,
existen varios informes de casos de diferentes reacciones adversas cardiovasculares
asociadas con el tratamiento con fluoxetina y con la sobredosis (Friedman 1991;

Gardner y cols. 1991; Graudins y cols. 1997).
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, en la presente Tesis Doctoral
hemos considerado de interés evaluar la posible interaccién de dos inhibidores
selectivos de la COX-2, celecoxib y valdecoxib, y un inhibidor selectivo de la
recaptacion de 5-HT, fluoxetina, con el receptor 5-HT,s, asi como las posibles

consecuencias de esta interaccion.

II. HIPOTESIS

La modulacién de los receptores 5-HT,g de serotonina podria mediar efectos
cardiovasculares adversos en el tratamiento con coxibs (celecoxib y valdecoxib) y

fluoxetina.

I1I. OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar farmacolégicamente la interaccién de celecoxib, valdecoxib y

fluoxetina con el receptor 5-HT,z humano y de rata.

Objetivos especificos

1. Evaluar la modulacion de la actividad del receptor 5-HT,g de rata y humano
ejercida por celecoxib y valdecoxib.

2. Evaluar la expresiéon y respuesta del receptor 5-HT,g tras un tratamiento
con celecoxib en animales de experimentacién.

3. Evaluar en un estudio anatomopatoldgico los efectos estructurales sobre
las valvulas cardiacas (mitral y adrtica) de un tratamiento con celecoxib en
animales de experimentacién.

4. Evaluar la modulacién de la actividad del receptor 5-HT,g de rata y humano

ejercida por fluoxetina.
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5. Evaluar la expresién y respuesta del receptor 5-HT,z tras un tratamiento
con fluoxetina en animales de experimentacion.

6. Evaluar en un estudio anatomopatoldgico los efectos estructurales sobre
las vdlvulas cardiacas (mitral y adrtica) de un tratamiento con fluoxetina en

animales de experimentacién.






INTRODUCCION






Introduccidn

I. RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

Desde que en 1994 Alfred G. Gilman y Martin Rodbell fueran galardonados
con el premio Nobel por su descubrimiento del papel de las proteinas G en la
transduccion de sefiales, se han producido grandes avances en el campo de la
biologia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), incluyendo la clonacion de
de los primeros genes de GPCRs y la secuenciacion del genoma humano, que reveld

el tamafo de la familia de los GPCR y el numero de GPCRs huérfanos.

Los GPCRs constituyen la mayor familia de proteinas de membrana, con en
torno a 1000 genes de GPCRs diferentes, representan aproximadamente el 1 % del
genoma humano (Takeda y cols. 2002). Actualmente existe una creciente
apreciacion de que la regulacion y senalizaciéon de los GPCRs es mucho mas
compleja de lo originalmente previsto, e incluye sefalizacion a través de vias
independientes de la proteina G (Ji y cols. 1998; Lefkowitz y Shenoy 2005). En
consecuencia, se ha propuesto que el término GPCR sea abandonado en favor de

receptores 7 transmembrana o 7TM.

Los GPCRs comparten una estructura comun consistente en una cadena
polipeptidica plegada en siete segmentos hidrofdbicos transmembrana (TMI - VII),
unidos por tres lazos extracelulares (el, e2 y e3) y tres lazos intracelulares (i1, i2 e
i3), con un extremo amino-terminal extracelular y un extremo carboxi-terminal
intracelular (Figura 1). Los dominios transmembrana presentan un amplio grado de
conservacién de la secuencia. Las regiones mas variables se encuentran en el
extremo carboxi-terminal, el bucle intracelular que une los segmentos TM5 y TM6
(i3), y el extremo amino-terminal, observandose la mayor diversidad en el extremo
amino-terminal (Ji y cols. 1998). Los siete dominios transmembrana y el extremo
carboxi-terminal extracelular estan implicados en la unién del ligando, mientras que
los dominios intracelulares son importantes para la transduccion de la sefial y la

modulacion de la funcidn del receptor (Kobilka 2007; Luttrell 2008).
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Figura 1: Representacién esquemadtica de la estructura general de un GPCR. (Modificado de
Mobarec, 2008).

La distribucion ubicua en la membrana celular asi como su implicacion en
multitud de procesos fisiolégicos y patolégicos han hecho de esta familia de
receptores de membrana la fuente mds rica de dianas para la industria
farmacéutica, con cerca del 50 % de los farmacos del mercado actuando sobre ellos

(Heitzler y cols. 2009; Overington y cols. 2006).

Activacion y vias de seializacion

Clasicamente, tras la unién del ligando, los GPCR sufren un cambio
conformacional que conduce al acoplamiento y activacion de la proteina G
heterotrimérica, promoviendo el intercambio de GDP por GTP en la subunidad Ga.
El GTP origina un cambio conformacional en Ga que provoca la disociacion de esta
subunidad del complejo By. Tanto la subunidad Ga como el complejo By pueden
interactuar con distintos sistemas efectores modulando multiples vias de

sefializacion (Figura 2).
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Aminas biégenas
Acetilcolina,
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diferenciacion, supervivencia
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Figura 2: Representacién esquematica de la diversidad de vias de activacidn y sefializacion
de los GPCRs. Una amplia variedad de ligandos utilizan GPCRs para estimular dianas
citoplasmaticas y nucleares a través de proteinas G y vias independientes. Estas vias de
sefializacién claves regulan funciones bioldgicas tales como la proliferacion celular, la
supervivencia celular y la angiogénesis. (Modificado de Marinissen y Gutkind, 2001).

Las vias de sefializacion activadas por un determinado ligando dependen, en
parte, del tipo de proteina G que se acople al receptor activado. Las proteinas G se
dividen en cuatro clases principales en base a la similitud de la secuencia primaria
de la subunidad Ga: Gas, Gai, Gogy Gay, (Oldham y Hamm 2006). Asi, las proteinas
Gas y Ga; se caracterizan por actuar sobre la adenilato ciclasa (AC), positiva o
negativamente, con la consiguiente movilizacion de AMPc. Las Gag se asocian con
una activacién de la fosfolipasa C-B (PLCB) y el consiguiente aumento de
diacilglicerol (DAG), de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y de Ca*’ Las proteinas Gay,,
por su parte, estan implicadas en la regulacién de las proteinas Rho, GTPasas

pertenecientes a la superfamilia de las proteinas Ras.

Los GPCRs tienen la capacidad de acoplarse a una o varias de estas proteinas

G, permitiendo la modulacion selectiva de las vias de sefializacion.
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Alternativamente, los GPCRs pueden activar sistemas efectores independientes de
proteinas G a través de la interaccidn con otras proteinas entre las que se incluyen
B-arrestinas, tirosincinasas y proteinas con dominio PDZ (Heitzler y cols. 2009; Sun y

cols. 2007).

Por otra parte, existen diversos estudios que muestran que ciertos ligandos
favorecen una de las posibles vias de activacién de un determinado GPCR en
detrimento de las demas (Cussac y cols. 2008). Este fendmeno, conocido como
selectividad funcional, debe considerarse como una oportunidad de ganar
especificidad terapéutica mediante el disefio de herramientas farmacoldgicas que
puedan seleccionar una determinada via de sefializacion del receptor (Berg y Clarke

2006).

Adicionalmente, los receptores pueden poseer actividad constitutiva,
consistente en una isomerizacion a la conformacién activa en ausencia de ligando
(Seifert y Wenzel-Seifert 2002). Como consecuencia se promueve un aumento de la

actividad basal de dicho receptor (Costa y Herz 1989).

Asimismo, tras la activacion de los receptores se produce una rapida
atenuacion de la respuesta, proceso conocido como desensibilizacién (Golan y cols.
2009). Este fendmeno puede producirse a través de distintos mecanismos tales

como:

« El desacoplamiento del receptor de su proteina G como consecuencia de la
fosforilacién del mismo (Ferguson 2001; Golan y cols. 2009).

« La internalizacion de los receptores de la superficie celular a
compartimentos intracelulares (Ferguson 2001; Trejo y cols. 1998).

« La disminucion del nimero de receptores (down-regulation) debido a la
disminucién del ARN mensajero y de la sintesis proteica y a la degradacién

de los receptores preexistentes (Jockers y cols. 1999; Pak y cols. 1999).
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Interaccion ligando-receptor

Los recientes avances en el campo de los GPCRs han cuestionado
definiciones tradicionales como agonismo, antagonismo, afinidad y eficacia. La
mejor comprensién de la biologia de GPCRs ha llevado al reconocimiento de nuevas
"clases" de ligandos tales como agonistas y antagonistas parciales, antagonistas
neutros, agonistas inversos y ligandos protean (Brink y cols. 2004; May y cols. 2007).
Todo esto junto con el descubrimiento de la selectividad funcional y el alosterismo,
ha supuesto un nuevo enfoque para el disefio y el descubrimiento de nuevos

farmacos.

« Modulaciéon alostérica

Ademas de los sitios de union ortostéricos, sitios de unidon naturales de los
ligandos enddgenos del receptor, se ha comprobado que muchos GPCRs poseen
sitios de unidn alostéricos, espacialmente y a menudo funcionalmente distintos de
los primeros (Christopoulos y Kenakin 2002; May y cols. 2007). La presencia de sitios
alostéricos permite numerosas interacciones adicionales ligando-receptor.
Agonistas, antagonistas y agonistas inversos alostéricos de un determinado GPCR se
unirdn al sitio de unién alostérico e inducirdn un efecto similar a los

correspondientes ligandos ortostéricos (Bridges y Lindsley 2008).

Independientemente de su mecanismo (ortostérico o alostérico), todos los
ligandos muestran eficacia, definida por la relacién de afinidades por un estado
activo (R*) y el estado inactivo (R) de un receptor. La deteccion del
“comportamiento” agonista depende del ligando y la sensibilidad del ensayo
utilizado; clasificar “comportamientos” en lugar de “propiedades” da lugar a los
tipos de ligandos descritos en la Figura 3. Nétese que, para un solo receptor, es
posible tener multiples estados activos, para cada uno de los cuales un ligando
puede tener una afinidad diferente y por lo tanto eficacia diferente (Langmead

2012).
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Mas alla de estos tipos de ligandos, los moduladores alostéricos se unen al
sitio alostérico y estabilizan una determinada conformacion del receptor,
aumentando o disminuyendo la afinidad y/o eficacia de un agonista ortostérico en
el receptor, pero sin activarlo o inhibirlo por si mismos (Christopoulos y Kenakin
2002; May y cols. 2007). Un mayor grado de complejidad surge en el caso de
compuestos que presentan un comportamiento como modulador alostérico pero,

ademds, en ausencia de ligando ortostérico, muestran un comportamiento

agonista, antagonista o agonista parcial del receptor (Figura 3).
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Figura 3: Espectro de comportamientos que un ligando puede presentar en un determinado

receptor. (Modificado de Langmead, 2012).
Donde R = receptor en estado inactivo, R* = receptor en estado activo, PAM = Positive

Allosteric Modulator, SAM = Silent Allosteric Modulator y NAM = Negative Allosteric
Modulator (Keov y cols. 2011).

El alosterismo en GPCRs se caracteriza por una serie de propiedades que
reflejan la naturaleza reciproca del efecto de la interaccidn entre dos ligandos
distintos que interactian a través de sitios topograficamente diferentes en un

receptor (Keov y cols. 2011). Estas propiedades fundamentales son:
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Saturabilidad de efecto: Un mecanismo alostérico presenta un limite en el
efecto farmacoldégico que provoca, regido por la cooperatividad entre los
ligandos ortostérico y alostérico. Las interacciones alostéricas se
caracterizan por tener limitado el grado de cooperatividad, positiva o
negativa, lo que provoca que los ligandos alostéricos puedan “reajustar” la
sefializacion fisioldgica de ligandos ortostéricos enddégenos. Una ventaja
adicional de este mecanismo es la minimizacion del riesgo asociado con la
sobredosis, por lo menos a nivel de la diana, puesto que no se observara
ningun efecto farmacoldgico adicional por encima del definido por la
cooperatividad e independientemente de la concentracién del modulador
(Keov y cols. 2011).

Dependencia de la sonda (Probe dependence): Llamada asi para poner de
relieve el hecho de que el grado y la direccién de una interaccién alostérica
puede variar con la naturaleza del ligando ortostérico utilizado como
“sonda” de la funcién del receptor (Kenakin 2005). Idealmente, la eleccién
de la sonda ortostérica vendra definida por el agonista endégeno para un
determinado receptor.

Efectos diferenciales sobre la afinidad vs eficacia del ligando ortostérico: La
capacidad de un ligando alostérico de modular la afinidad de un ligando
ortostérico no va acompafiada necesariamente de un efecto igual en su
eficacia y viceversa. En la actualidad hay numerosos ejemplos de ligandos
que afectan Unicamente una de estas propiedades, que afectan las dos en
diferentes medidas o que incluso ejercen efectos opuestos en la unién del
ligando y su funcion (May y cols. 2007).

Selectividad funcional: Los receptores que pueden unirse a mdas de una
proteina G tienen la capacidad de sefalizar de forma diferente para las
distintas vias, asi, los GPCRs pueden adoptar diferentes estados
conformacionales, de forma que una de las cascadas de seiializacién
mediadas por el receptor se sefialice preferentemente. Este fendmeno,

comentado anteriormente, se conoce como agonist-trafficking, agonismo
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preferente, eficacia colateral o selectividad funcional (Kenakin 2007; Kenakin
1995; Urban y cols. 2007). Los moduladores alostéricos pueden provocar en
un ligando normalmente no selectivo (por ejemplo, un agonista enddgeno
natural), la modulacién selectiva de una via de sefializacién, ya sea en un

sentido positivo o negativo, a expensas de los demas (Kenakin 2007).

De particular importancia para el proceso de descubrimiento de farmacos es
el hecho de que todos estos comportamientos son sumamente dependientes de la
naturaleza quimica de los ligandos que interaccionan. Asi, un modulador alostérico
podria inhibir la unidon de un ligando ortostérico, mejorar la de un segundo y no
tener ningun efecto sobre un tercero, todos actuando en el mismo GPCR y en el

mismo sistema (Leach y cols. 2007).

II. SEROTONINA

La serotonina fue inicialmente denominada enteramina por Ersparmer y
Vialli en 1937 porque se aislé a partir de las células enterocromafines de la mucosa
digestiva. En la misma época Rapport y cols., aislaron una sustancia
vasoconstrictora del suero a la que denominaron serotonina (Rapport y cols.
1948b; Rapport y cols. 1948a). Finalmente, se comprobd que ambas sustancias eran

5-hidroxitriptamina (5-HT) (Erspamer y Asero 1952; Rapport 1949).

HO
NH,

HN

Figura 4: Estructura quimica de la serotonina (5-hidroxitriptamina 6 3-(2-aminoethyl)-1H-
indol-5-ol).
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La presencia de esta sustancia en extractos de cerebro fue propuesta
inicialmente por Page y cols. (Twarog y Page 1953), pero no fue hasta 1964 cuando
Dahlstrom y Fuxe identificaron neuronas del cerebro que contenian serotonina,
donde funcionaba como un neurotransmisor (Dahlstrom y Fuxe 1964a; Dahlstrom y

Fuxe 1964b).

En la actualidad la 5-HT es considerada una amina biégena cuyo principal
papel es la neurotransmision en el sistema nervioso central (SNC). En el SNC la 5-HT
se produce casi exclusivamente en las neuronas procedentes de los nucleos del rafe
situado en la linea media del tronco cerebral, estas neuronas forman el sistema
eferente mads grande y complejo del cerebro humano. El rafe mdas caudal inerva la
médula espinal, mientras que los nucleos dorsal y medial del rafe inervan la mayor
parte del SNC mediante proyecciones difusas (Figura 5). En el SNC la 5-HT esta
involucrada en el humor, cognicién, suefio, dolor, funcién motora y secreciéon
endocrina (Millan y cols. 2008), aunque también juega un papel importante como

neuromodulador (Daubert y Condron 2010).

A nivel periférico la 5-HT procedente del tracto gastrointestinal (células
enterocromafines) se almacena en las plaquetas sanguineas y participa en la
motilidad del intestino, la secrecién de fluidos, la coagulacion y la homeostasis de la

presion arterial (Kema y cols. 2000) (Figura 5).
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A
Efectos conductuales
Humor
Percepcion
Memoria
Ira
Agresividad
Miedo
Respuesta al stress
Apetito
Adiccion
Sexualidad
Otros efectos sobre el SNC
Control motor
Regulacién del cerebelo
Ritmos circadianos
Tono vascular del SNC
Emesis
Impulso respiratorio
Temperatura corporal
Regulacién descendente de sistemas
B

- Regulacién compleja del ritmo cardiaco

- A altas concentraciones puede inducir
fibrilacién auricular

- Participa en el desarrollo del corazén

- Involucrada en valvulopatias

- Remodelado ventricular en la
insuficiencia cardiaca congestiva

- Regula el impulso respiratorio

- Pueden estar implicada en el sindrome
de muerte subita del lactante

- Involucrados en la patogénesis de la
hipertension pulmonar

- Regula el vaciado géstrico

- Regula el peristaltismo intestinal

- Regula la secrecion intestinal

- Regula el tono del colon

- Regula la secrecion pancreatica

- Pueden regular las células beta

- Nduseas / vomitos

- Participa en el sindrome de intestino
irritable

- Participa en la regeneracion hepatica

- Fenémenos de vasoconstriccién /

dilatacién

- Participa en la hipertension sistémica

- Liberada de grénulos densos
- Facilita la agregacion plaquetaria
- Induce vasoconstriccion local

- Modula centralmente la miccién
- Facilita el reflejo de proteccion
- Juega un papel en la incontinencia por

stress

- Desarrollo de las glandulas mamarias
- Regula la liberacién de leche

- vasoconstriccion uterina

- Contraccién del musculo liso uterino
- involucién uterina

- maduracién de ovocitos

- Induce la secrecién de progesterona

por las células de la granulosa

- Inhibicién de la eyaculacién
- Implicada en el control de la flacidez

del pene y detumescencia

Figura 5: Efectos de la serotonina en el SNC y la periferia. (A) Vias serotoninérgicas
centrales y sus efectos. (B) Efectos de la serotonina fuera del SNC.

La accién bioldgica de la 5-HT estd mediada por un sistema de receptores de
membrana plasmatica, formado por al menos 14 receptores conocidos, divididos en
siete familias agrupables en dos grandes grupos: receptores acoplados a proteinas
G (GPCRs), donde se incluyen los receptores 5-HT; (5-HT1a, 5-HT1s, 5-HT1p, 5-HT1e v
5-HTyf), 5-HT, (5-HT2a, 5-HT2s y 5-HTac), 5-HTy4, 5-HTs (5-HTsa y 5-HTsg), 5-HTg y 5-
HT,; y receptores asociados a canales idnicos, donde se incluyen los receptores 5-
HTs (Nichols y Nichols 2008). El SERT facilita la recaptacion de 5-HT después de la

interaccion con el receptor (Mercado y Kilic 2010).
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Serotonina y aparato cardiovascular

La complejidad de las respuestas cardiovasculares producidas por la 5-HT
incluyen taquicardia o bradicardia, hipotension o hipertensién, y vasodilatacion o
vasoconstriccidn. A pesar de que la concentracion fisioldgica de 5-HT plasmatica es
muy baja, en torno a 2.8 nM (Kema y cols. 2000), las reacciones adversas mediadas
por ella estan relacionados con un incremento de la misma, que puede producir
trombogénesis, espasmo vascular, mitogénesis y la proliferacion de células

musculares lisas vasculares (Kaumann y Levy 2006).

Receptores 5-HT1

Este tipo de receptores forman la mayor subclase de receptores de 5-HT. Se
dividen a su vez en cinco subgrupos: 5-HTia, 5-HTis, 5-HTip, 5-HTie y 5-HTyr.
Originalmente estos receptores se agruparon porque comparten una alta afinidad
por 5-HT y 5-carboxamidotriptamina (5-CT) y son antagonizados por metiotepina y

metisergida (Bradley y cols. 1986).

Todos estos receptores se acoplan a una proteina G;, con inhibicién de la AC
como su principal via de sefalizacion (Raymond y cols. 2001). Se localizan
principalmente en el SNC y se han relacionado clasicamente con ansiedad, humor vy

memoria (Pytliak y cols. 2011).

De especial interés resulta el receptor 5-HTyz, ampliamente distribuido en
todo el sistema cardiovascular, que, junto con el receptor 5-HT,s,, media la
vasoconstriccion inducida por 5-HT y triptanos en arterias y venas (Kaumann y cols.

1993).

Por otra parte, a pesar de que se ha encontrado ARNm del receptor 5-HTyp
en arterias cerebrales, su papel no esta claro puesto que no se ha podido demostrar
su implicacién en la vasoconstriccion o relajacion de estas arterias (Verheggen y
cols. 2004). Asimismo, el receptor 5-HT.; parece estar relacionado con el efecto

anti-migrafioso de algunos triptanos, sin embargo, su mecanismo de accidén no seria
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vascular sino neural, inhibiendo la liberacidon de mediadores implicados en procesos

inflamatorios (Goldstein y cols. 2001).

Receptores 5-HT>

Esta familia de receptores esta formada por 3 receptores diferentes: el
receptor 5-HT;s, receptor 5-HT, “clasico”, al que todavia a menudo se refiere como
5-HT,; el receptor 5-HTyg, inicialmente denominado 5-HT,r debido al alto nivel de
expresion de este particular receptor en el fundus del estémago; y el receptor 5-
HT,¢ originalmente clasificado como receptor 5-HT;c debido a su alta afinidad por 5-
HT, pero mas tarde renombrado receptor 5-HT,¢, en base a su perfil farmacoldgico,
su acoplamiento a segundos mensajeros y su secuencia aminoacidica (Gerhardt y

Van Heerikhuizen 1997).

Estos receptores se acoplan principalmente a proteinas Gq y activan la via de

la PLC, con el consiguiente aumento de IP; y DAG asi como de Ca*? intracelular.

Los receptores 5-HT,c no se han encontrado en periferia (Kaumann y Levy
2006), por lo que nos centraremos en los 5-HT,s Yy, principalmente, en los

receptores 5-HT,g que analizaremos mas adelante.

Los receptores 5-HT,5 se expresan abundantemente en varias regiones
corticales, nucleo caudado, nucleo accumbens, tubérculo olfatorio e hipocampo, asi
como, a nivel periférico, en el musculo liso y en las plaquetas (Enguix y cols. 2003).
Como se ha comentado, este receptor se acopla fundamentalmente a proteinas Gqq
y activa varias isoformas de la PLC, aunque también se ha descrito el acoplamiento
a otras proteinas G y a otros sistemas efectores como la PLA, (Berg y cols. 1998;
Leysen 2004). Este receptor media vasoconstriccion en el musculo liso vascular y

favorece la agregacion plaquetaria.
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Receptores 5-HT3

Este receptor de 5-HT es el unico que no es un GPCR, es un canal idnico de
Na"y K" perteneciente a la familia de los Cys-loop receptors (Lummis 2012). Se
encuentra tanto a nivel central como periférico, en el corazén, se encuentra
principalmente en las neuronas aferentes vagales y simpaticas, mediando

bradicardia refleja (Mohr y cols. 1987) y dolor cardiaco (Fu y Longhurst 2002).

Receptores 5-HT4

Estos receptores, acoplados a proteinas Gs, estimulan la AC incrementando
los niveles de AMPc. El receptor 5-HT,4 juega un papel significativo en la periferia,
especialmente en el tracto gastrointestinal, donde participa en la modulacién de la
motilidad gastrointestinal y en las respuestas secretoras de la mucosa intestinal

(Hansen y cols. 2008).

A nivel cardiovascular, son los responsables de la taquicardia inducida por 5-
HT. Su localizacidn, en el tejido auricular, junto con el hecho de que antagonistas de
este receptor las reviertan, han relacionado al receptor 5-HT4 con arritmias (Hegde
y Eglen 1996). De hecho, el tegaserod (Zelnorm), un fdrmaco que activa los
receptores 5-HT, del tracto gastrointestinal, fue retirado del mercado en varios
paises debido al aumento de eventos cardiovasculares potencialmente mortales, en
particular, ataques al corazén y derrames cerebrales, observados en los ensayos

clinicos (Nichols y Nichols 2008).

Receptores 5-HT5

Los receptores 5-HTs, que comprenden los subtipos 5-HTsay y 5-HTsg, se
expresan en multiples regiones del cerebro, pero no en los tejidos periféricos. Estos
receptores son probablemente los menos estudiados de todos los receptores de 5-
HT. Actualmente no se han identificado receptores 5-HTs funcionales in vivo

(Raymond y cols. 2001).
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Receptores 5-HTs

El receptor 5-HTs, que estimula la AC, se expresa en varias regiones del
cerebro y tiene una alta afinidad por los antipsicdticos tipicos y atipicos. Aunque se
han hallado niveles bajos de ARNm del receptor en algunos érganos periféricos
(gldandula suprarrenal y estdmago), no hay evidencias de su expresion en el aparato

cardiovascular (Raymond y cols. 2001).

Receptores 5-HT~

Estos receptores, al igual que los receptores 5-HT; y 5-HTg, se acoplan a
proteinas G, activando la via de la AC. Existen estudios que lo asocian también a la
proteina G, promoviendo la activacién transcripcional a través de pequefas

GTPasas de la familia Rho.

En el sistema cardiovascular humano, se ha encontrado ARNm del receptor
5-HT; en el musculo liso de las arterias coronarias y otros vasos, en donde puede

mediar fendmenos de relajacién (Kaumann y Levy 2006).

III. RECEPTOR 5-HT:2s

Estructura y distribucion

El efecto del receptor 5-HT,s fue caracterizado por primera vez por Vane en
1957, en un estudio de drgano aislado en el que se adicionaba 5-HT a musculo liso
aislado de fundus de estémago de rata. Inicialmente se incluyd en el grupo 5-HTy i,
y posteriormente se denomind 5-HT,r por encontrarse en el fundus de estémago de
rata mediando contraccion (Baxter y cols. 1994; Clineschmidt y cols. 1985; Vane

1957).

El receptor 5-HT,; humano se ha detectado principalmente en tejido
intestinal y cardiaco: ileon (Borman y Burleigh 1997; Borman y Burleigh 1995), colon

(Borman y cols. 2002) y corazon (Fitzgerald y cols. 2000); pero su ARNm también se
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ha encontrado en utero (Kelly y Sharif 2006), cerebro, médula espinal, vasos
sanguineos, higado, pancreas, bazo y rifidén (Bonhaus y cols. 1995; Helton y cols.

1994; Ullmer y cols. 1995).

Senalizacion

La activacion del receptor 5-HT,z en su papel como GPCR lleva a la
disociacion de su proteina G y la liberacion de la subunidad Gyq, que a su vez activa
la PLCB produciendo inositol trifosfato (IPs), con la consiguiente movilizacién de
calcio intracelular, y diacilglicerol (DAG), como segundos mensajeros (Kursar y cols.

1994; Porter y cols. 1999; Schmuck y cols. 1994).

El nivel de complejidad aumenta debido a que la sefializacion del receptor 5-
HT,p varia dependiendo del sistema en el que éste se exprese. En el fundus de
estdmago de rata, donde se produce contraccién tras la activacion (Clineschmidt y
cols. 1985; Vane 1957), el mecanismo de accién no esta del todo claro, aunque
parece que el acoplamiento a una proteina Gy, podria estar implicado en la
contraccion del tejido. Como efectores se han descrito la PKC (Cox y Cohen 1996) y
canales de calcio voltaje-dependientes (Cox y Cohen 1995). Sin embargo, hasta la
fecha, no se ha detectado aumento en la hidrdlisis de fosfoinositoles (Cox y Cohen
1995), movilizacién de o6xido nitrico (NO) (Cox y cols. 1999), activaciéon de la
proteina G, (Cohen y Wittenauer 1987) o acoplamiento a fosfolipasa D (Tournois y

cols. 1998).

Se ha comprobado que ligandos agonistas del receptor 5-HT,z poseen
selectividad funcional, presentando diferentes grados de eficacia segun la cascada

de sefializacién evaluada (Cussac y cols. 2008).
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Funcion

Los receptors 5-HTg tienen varias acciones/ funciones en distintos sistemas,
incluyendo regulacion en el SNC (Doly y cols. 2008; Kantor y cols. 2004; Launay y
cols. 2006), motilidad gastrica e intestinal (Borman y cols. 2002; Wouters y cols.
2007), funcién cardiovascular (Jaffré y cols. 2009; Jaffré y cols. 2004) y procesos de
desarrollo y embriogénesis (Choi y cols. 1994; Lauder y cols. 2000; Nebigil y cols.
2000).

Este receptor se ha asociado con diferentes patologias vasculares como
hipertrofia cardiaca e hipertensiéon pulmonar (Jaffré y cols. 2009; Launay y cols.
2002). Se ha comprobado que estos receptores estan sobreexpresados en el
corazon de pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva. Asimismo, la hipertrofia
cardiaca inducida por la estimulacion simpatica con una perfusidn crénica in vivo de
isoprotenerol, se previene con antagonistas del receptor 5-HT,z (SB206553 y
SB215505) y no se manifiesta en ratones knockout para este receptor (Jaffré y cols.
2004). En el caso de la hipertension pulmonar, la exposicion crénica a 5-HT puede
contribuir al desarrollo de la enfermedad por proliferacion de receptores 5-HT,g

(Launay y cols. 2002).

Por otra parte, se ha descrito que la inactivacion del gen del receptor 5-HT3
en ratones provoca la muerte embrionaria y neonatal, a causa de defectos en el
corazon debidos al deterioro de la capacidad proliferativa de los miocitos (Jaffré y

cols. 2004).

Agonismo del 5-HT2z

Se ha comprobado que distintos farmacos relacionados con cardiotoxicidad
(fenfluramina, pergolida, ergotamina, etc.) activan el receptor 5-HT,z y/o aumentan
los niveles de 5-HT en sangre (Fitzgerald y cols. 2000; Pritchett y cols. 2002). Los
graves efectos adversos que presentan los agonistas 5-HT,g han obstaculizado el

desarrollo de ligandos agonistas como farmacos que actuen sobre el SNC, aunque
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se han descrito algunos compuestos utiles en el tratamiento de la ansiedad
(Kennett y cols. 1998; Kennett y cols. 1996) y la depresion (Launay y cols. 2006; Nic
Dhonnchadha y cols. 2005).

En términos generales, los farmacos que activan el receptor 5-HT,z y/o
aumentan los niveles de 5-HT en sangre son considerados potenciales inductores
valvulopaticos. Hoy en dia la importancia de probar los candidatos a farmaco y sus
principales metabolitos como agonistas en el receptor 5-HT,z queda fuera de toda
duda. La prescripcion de fdrmacos que actian como agonistas 5-HT,p esta asimismo

siendo cuestionada (Elangbam 2010; Roth 2007; Setola y Roth 2005).

o Valvulopatias cardiacas

Anatomia e histologia cardiaca

El corazén, principal 6rgano del aparato circulatorio, es un drgano
musculoso hueco, situado en la cavidad toracica, cuya funcién es bombear la sangre

a través de los vasos sanguineos del organismo.

El corazon se divide en cuatro cavidades, dos superiores denominadas atrios
o auriculas y dos inferiores denominadas ventriculos. El septo o tabique separa las
cavidades izquierdas de las derechas, mientras que las valvulas

auriculoventriculares separan las cavidades superiores de las inferiores.

Las valvulas cardiacas son un conjunto de complejas y delicadas pero
resistentes estructuras de tejido conjuntivo, cuya funcidon es permitir el flujo
hemodindmico unidireccional, de la sangre a través de las cdmaras del corazén. Hay

cuatro valvulas cardiacas, que se clasifican en 2 grupos:

« Valvulas atrioventriculares:
o Valvula bicuspide o mitral: situada entre la auricula izquierda y el
ventriculo izquierdo.
o Valvula tricuspide: situada entre la auricula derecha y el ventriculo

derecho.
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« Valvulas semilunares:
o Valvula adrtica: situada entre el ventriculo izquierdo y la aorta.
o Vdlvula pulmonar: situada entre el ventriculo derecho y la arteria

pulmonar.

Las estructuras anatdmicas basicas del corazon se ilustran en la Figura 6.

Figura 6: Representacion esquematica de la anatomia bdsica del corazén en seccién. Se
muestran las cdmaras, las valvulas y los grandes vasos.

HISTOLOGIA VALVULAR. Las vélvulas cardiacas se asientan en su raiz a
través de un anillo fibroso. Todos ellas tienen una estructura general similar. Las
valvulas son continuas en su base con el miocardio (en el caso de las valvulas
auriculoventriculares) o con las paredes de los grandes vasos (en el caso de las
semilunares). Las valvulas semilunares son normalmente estructuras avasculares,
mientras que las hojas de las valvulas mitral y tricispide pueden ser penetradas por

pequeiios vasos, pero sélo en su base.

La valvulas adrtica y pulmonar presentan en el medio del borde libre un
engrosamiento Ilamado nddulo de Arancio. Por su parte, los bordes libres de las

hojas de las vdlvulas atrioventriculares estan unidos por un tejido fino y fibroso
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denominado cuerdas tendinosas a las puntas de los musculos papilares, que son
proyecciones de tejido miocdrdico derivado de los ventriculos. La funcion de las
cuerdas es evitar el prolapso de las valvas en las auriculas cuando la valvula se cierra
durante la sistole. Las valvulas semilunares en los conductos de salida estdn
formadas por tres valvas cada una. Estas valvulas funcionan como bolsillos,
abriéndose, durante la sistole, bajo la presién de la sangre hacia la aorta o la arteria
pulmonar, y ocluyendo completamente las vias de salida durante la diastole, para
asi prevenir el reflujo hacia los ventriculos. En el presente trabajo se estudiaran las

valvulas adrtica y mitral, representadas en la Figura 7.
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Figura 7: Representacion esquematica de las valvulas adrtica y mitral. (A) Adrtica, (B) Mitral.

Las hojas de las valvulas semilunares estan cubiertas de endotelio e
histoldgicamente tienen tres capas de tejido bien definidas: la ventricular (que
recibe el flujo sanguineo), compuesta por coldgeno vy fibras elasticas, que dota de
elasticidad a la estructura; la espongiosa subyacente, compuesta por colageno laxo
y abundantes proteoglicanos, que actian de amortiguador; y la fibrosa (hacia las
arterias de salida), formada por fibras de colageno denso, que aportan consistencia.

Se ha descrito una cuarta capa (mas fina) hacia el lado adrtico (Schoen 2005).

Las valvulas auriculoventriculares constan de una hoja flexible de tejido
conjuntivo, cubierto en sus superficies auricular y ventricular por una capa de
endocardio. Las hojas de las valvulas auriculoventriculares son estructuralmente

similares a las valvulas semilunares. Presentan una capa atrial o auricular, una
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espongiosa, una fibrosa y una ventricular. La capa endocardica es mds gruesa en el
lado auricular que en el ventricular. En la zona de insercién de la vdlvula, la

musculatura de la auricula penetra en el interior de su estructura.

Las valvulas ya formadas presentan células endoteliales valvulares
(endocardicas, que cubren a modo de capa superficial toda la superficie de la hoja
valvular), células valvulares intersticiales (principalmente fibroblastos, localizadas
en profundidad) y la matriz intersticial extracelular. Existe una relacion compleja y
dindamica entre estos tres componentes, que dotan a las valvulas de propiedades
gue permiten su funcidn y capacidad de respuesta a cambios en la hemodinamica
del corazén, cambios relacionados con la edad, y diversos procesos fisiopatolégicos

(Donnelly 2008).

CELULAS VALVULARES. Las células intersticiales valvulares, las células mas
abundantes en las tres capas, son células fenotipicamente dindmicas que
mantienen la integridad y estabilidad de las valvulas normales y regulan los
procesos de reparacion en procesos patolégicos de dafo valvular, por su capacidad
de transformarse en miofibroblastos y células musculares lisas (Walker y cols.
2004). Las células valvulares intersticiales muestran rasgos morfoldgicos vy
funcionales caracteristicos de los fibroblastos, células musculares lisas vy

miofibroblastos (Schoen 2006).

Las células endoteliales valvulares tienen propiedades que las hacen
fenotipica y fisioldgicamente Unicas en comparacién con las células endoteliales de
otros niveles del drbol vascular, como su capacidad de respuesta a estimulos
bioquimicos y a fuerzas fisicas y la regulacion de respuestas inflamatorias e
inmunitarias (Aird 2007). Se ha postulado que estas células pueden volver al
proceso de transdiferenciacién que las diferencié de las células vasculares
intersticiales en respuesta a lesiones, y promover una poblacién incipiente de
células intersticiales proliferativas produciendo la tipica matriz engrosada,
hipercelular y expandida de las valvulas dafiadas (Aikawa y cols. 2006; Paranya y

cols. 2001).
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MATRIZ EXTRACELULAR VALVULAR. La matriz intersticial extracelular esta
formada por tres capas de tejido conjuntivo organizado que proporciona los
cambios en la forma necesarios para permitir el adecuado flujo ciclico de sangre.
Como ya se ha explicado anteriormente, la capa mas interna se compone de tejido
conectivo rico en fibras eldsticas que se extienden y se retraen durante la sistole y la
didstole (Schoen 1997). La capa media se compone de tejido conectivo laxo rico en
colageno y glicosaminoglicanos (GAGs), capaz de absorber las fuerzas de
cizallamiento y choque entre las capas de la valvula durante el movimiento de ésta.
La capa mas externa, fibrosa, proporciona resistencia y rigidez para mantener la
integridad estructural a base de densas fibras de colageno de tejido conectivo

(Schoen 2005).

Los principales componentes de la matriz extracelular valvular, por tanto,
son los proteoglicanos, el colageno y la elastina. La matriz estd producida y
mantenida por las células intersticiales valvulares. Su cantidad y calidad dependen
de la viabilidad y funcién de tales células. Los proteoglicanos son los componentes
basicos de la matriz extracelular y juegan un importante papel estructural. Son
cadenas de GAGs unidas a un nucleo proteico. Dependiendo de los requerimientos
biolégicos y biomecanicos, puede cambiar la estructura quimica de estas cadenas
de GAGs (Grande-Allen y cols. 2004; Wight 2002). Las valvulas contienen colageno
tipo |, lll y IV; elastina, fibronectina y tenascina-C. La reparacion mediada por células
intersticiales valvulares implica la sintesis, degradacion y reorganizacién de la matriz
extracelular, que depende de las enzimas presentes en la matriz, como las
metaloproteinasas, capaces de degradarla. Se han observado cambios en la matriz
extracelular en patologias valvulares cardiacas, por ejemplo la valvulopatia mitral
mixomatosa (Grande-Allen y cols. 2004; Gupta y cols. 2009; Mahimkar y cols. 2009)
y en valvulopatias inducidas por farmacos en humanos y animales (Droogmans y
cols. 2007; Elangbam vy cols. 2008; Elangbam y cols. 2006; Gustafsson y cols. 2005;
McDonald y cols. 2002) (Figura 8).
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Figura 8: Valvula adrtica de una rata Sprague-Dawley con crecimiento mixomatoso en una
de las valvas. Se observa una acumulacién de glicosaminoglicanos dentro de la matriz de
tejido conectivo de la valva. Tomada de (Donnelly 2008).

Valvulopatias cardiacas inducidas por farmacos

La 5-HT tiene efectos mitogénicos sobre fibroblastos y células del musculo
liso (Nemecek y cols. 1986; Pakala y cols. 1994). La estimulacion de sus receptores
provoca la sobreexpresiéon del factor de crecimiento transformante beta
(Transforming Growth Factor beta - TGF-B), que a su vez estimula la produccion de
GAGs (Jian y cols. 2002), proteinas que se han encontrado en altas concentraciones
en las valvulas de pacientes con valvulopatias cardiacas inducidas por farmacos

(drug-induced valvular heart disease) (Bhattacharyya y cols. 2009).

Ya en 1997, la fenfluramina y la dexfenfluramina, dos farmacos utilizados en
el tratamiento de la obesidad, fueron asociados con alteraciones valvulares
distintivas en pacientes con hallazgos anatomopatolégicos similares al dafo en
valvulas cardiacas producido por tumores carcinogénicos secretores de serotonina
(Connolly y cols. 1997). Las primeras hipdtesis sostenian que estos farmacos
incrementaban las concentraciones de 5-HT circulante interfiriendo en el
mecanismo del SERT, sin embargo, mas tarde se comprobd que estos compuestos

no sélo no incrementan sino que disminuyen los niveles plasmaticos de 5-HT, lo que

32



Introduccidn

llevé a plantearse si la causa de las valvulopatias no seria un agonismo directo en
los receptores de 5-HT en lugar de un incremento de la 5-HT circulante

(Bhattacharyya y cols. 2009).

El receptor 5-HT,g se encuentra tanto en la vdlvula adrtica como en la mitral
y, puesto que estimula la mitogénesis, podria contribuir al desarrollo de estas
valvulopatias. En el 2000 se comprobd que la norfenfluramina, un agonista de los
receptores 5-HT,g (Fitzgerald y cols. 2000), junto con otros agonistas utilizados en el
tratamiento de la migrafia (ergotamina, dihidroergotamina, metisergida) comparte
esta capacidad para inducir la enfermedad cardiaca valvular. Finalmente, en 2007,
dos grandes estudios epidemiolégicos europeos comprobaron la asociacién entre
enfermedades en las valvulas mitral, adrtica y tricuspide y el uso de pergolida y
cabergolina, dos antiparkinsonianos agonistas dopaminérgicos que también son

potentes agonistas 5-HT,p (Schade y cols. 2007; Zanettini y cols. 2007).

En la Ultima década, se han encontrado evidencias de que la activacién de
receptores 5-HT,g junto con la inhibicion del SERT, juega un papel importante en la
patogénesis de la valvulopatia inducida por 5-HT (Elangbam y cols. 2008; Roth
2007). El papel critico que juega la activacion del receptor 5-HT,g en la patogénesis
de esta enfermedad se ve resaltado por el hecho de que compuestos quimicamente
similares a los antes mencionados, tales como lisurida y tergurida, agonistas
selectivos para los receptores 5-HT,c y 5-HT,a y antagonistas de 5-HT,s, no se

asociaron con valvulopatias en los seres humanos (Elangbam 2010).

Por otra parte, en 2008, Elangbam y cols demostraron que el tratamiento
durante 7 dias con inyecciones subcutdneas de 5-HT provocaba anormalidades
estructurales y composicionales junto con una modulacion de la transcripcién de los
genes correspondientes al receptor 5HT,s y al transportador de 5-HT en las vélvulas
mitral y adrtica de ratas Sprague-Dawley (Elangbam vy cols. 2008). En el estudio se
concluye que «las valvas de las valvulas de las ratas tratadas con 5-HT tenian un
mayor grosor, una mayor cantidad de GAGs y una menor cantidad de colageno. La

alteracién de la composicién se correlaciond con una regulacion al alza y una
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regulacién a la baja de los genes de 5-HT,g y SERT, respectivamente». Esto no sélo
conduce a un aumento del nimero de receptores disponibles, sino también a una

mayor cantidad de 5-HT circulante.

El mecanismo de sefializacion sugerido para la valvulopatia inducida por 5-
HT.s implica la participacion de la proteina Gqg. Aunque los detalles especificos aun
no se conocen, estas proteinas G pueden activar vias mitogénicas, ya sea por la
induccién de la fosforilacion de Src, tirosincinasas involucradas en la regulacion de
procesos de proliferacién, diferenciacion y angiogénesis (Wheeler y cols. 2009), o
mediante la activacion de cinasas reguladas extracelularmente (Extracellular
Regulated Kinases - ERK) que participan en la regulacidon de la meiosis, la mitosis y
funciones postmitoticas en células diferenciadas. Ademas, Src-P puede mediar y
potenciar la actividad del TGF-B, aumentando la mitogénesis estimulada por 5-HTg

(Roth BL, 2007) (Figura 9).
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Figura 9: Vias de sefializacién del receptor 5-HT,s. La activacion del receptor 5-HT,z puede
mediar proliferaciéon a través de vias que involucran ERKy;,, Src, y PKC. Por otra parte,
puede existir crosstalk con la via del TGF-B; a través de interacciones con Src. (Tomada de
Roth, 2007).
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IV. 1+D DE FARMACOS.

El descubrimiento de un nuevo medicamento es un proceso largo y complejo
que consta de tres importantes etapas: investigacién (desde un concepto
terapéutico al compuesto quimico), desarrollo (desde el compuesto quimico al
medicamento registrado) y comercializacion (desde el medicamento registrado a la
aplicacién terapéutica y al mercado). Estas etapas no son independientes, sino que

estan perfectamente coordinadas entre si durante todo el proceso.

En primer lugar surge la idea de la diana donde va actuar el farmaco,
moléculas Unicas o complementarias que desempenan un papel modulable por
farmacos en la fisiopatologia de la enfermedad considerada (genes, proteinas
receptoras, canales idnicos, enzimas, factores de regulacidn, lipidos etc.).
Posteriormente la diana seleccionada se somete a validacion mediante ensayos in
vitro e in vivo, es decir, demostrar experimentalmente, que su modulacién puede
modificar la progresion y/o los sintomas de la enfermedad para la que ha sido
identificada. A continuacion, se trata de encontrar la molécula idonea para modular
esta diana, para lo que se evalua la actividad de decenas a millones de moléculas
frente a la diana identificando los compuestos mas activos para la diana propuesta,
gue se denominan hits. El siguiente paso consiste en llevar a cabo actividades de
quimica terapéutica, en paralelo con la farmacologia, para desarrollar partiendo de
los hits seleccionados, compuestos que presenten las caracteristicas farmacoldgicas
mas favorables para el efecto buscado y para los que pueda ser protegida su
propiedad intelectual, denominados cabezas de serie o leads. Estos cabezas de serie
se optimizaran en eficacia, farmacocinética y seguridad, hasta un candidato,
compuesto que debe cumplir las propiedades necesarias para un candidato a
medicamento (drug-like): potencia y selectividad por la diana; propiedades
farmacocinéticas iddneas; perfil de seguridad aceptable; estabilidad quimica y
compatibilidad para la formulacidn farmacéutica; etc. Por ultimo, el candidato entra
en la fase de ensayos preclinicos y clinicos, que lo llevaran a convertirse en un

medicamento (Loza 2013).
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Farmacologia preclinica de seguridad

El descubrimiento de farmacos y el proceso de desarrollo pueden ser
interpretados como una historia de muchos fracasos, con raros, pero cruciales,
casos de éxito, ya sea debido a la suerte o a la planificacidon racional. Desde las
primeras fases de los ensayos clinicos sélo el 11% de los compuestos llegan a

registro (Kola y Landis 2004).

Los motivos que pueden explicar los fracasos son variados y han cambiado
con el tiempo. Asi, en los afios 90, la mayoria se podian atribuir a problemas
relacionados con cuestiones farmacocinéticas de administracion, distribucion,
metabolismo y eliminacion (ADME/PK) (Wang y Urban 2004) mientras que, mas
recientemente, la integracién de modelos de ADME/PK tanto computacionales, in
silico, como experimentales en el proceso de descubrimiento de farmacos, ha hecho

que sean la eficacia y la seguridad los dos principales obstaculos.

Entre los ejemplos recientes de compuestos que se han retirado del
mercado, la principal causa de suspensiéon han sido las reacciones adversas
medicamentosas, lo que pone de manifiesto la importancia del perfilado de
seguridad en las primeras fases del proceso. Sélo el Drotrecogin alfa (Xigris) se
retir6 como consecuencia de estudios que probaron su falta de eficacia (Poole y

cols. 2009).

Las normativas en vigor exigen amplios estudios in vivo (Snodin 2002),
relacionados con la seguridad/evaluacion de riesgos (Bass y cols. 2004). Estos
estudios son costosos y exigen tiempo y, lo que es mas importante, entran en el

proyecto en etapas tardias y con baja capacidad de introduccién de cambios.

Alternativamente, actualmente, en las fases tempranas del proceso de
descubrimiento de farmacos, concretamente en la identificacion de hits y en la
seleccidn de series de leads, la aplicacién de un panel estandar de antidianas (en
torno a 60), asociadas a determinados problemas de seguridad, aporta datos que

permiten identificar el peligro y comprender la reactividad potencial de las series de
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leads. Estos datos se utilizarian para generar modelos de relacidn estructura
actividad (SAR) y para guiar el disefio de nuevas moléculas, favoreciendo asi su
eficacia y eliminando su toxicidad potencial, evitando fracasos posteriores. En las
fases avanzadas de descubrimiento de farmacos, estos datos se pueden generar
evaluando un panel mdas amplio de antidianas y se pueden utilizar para la mejor

comprension de sus efectos in vivo (Loza 2013).

En este sentido por ejemplo, la compaiiia Boehringer Ingelheim, desarrollé
un nuevo inhibidor de la proteina ribosomal S6 kinasa alfa3 (RSK2) para el
tratamiento de infarto de miocardio, sin embargo, el lead identificado inicialmente,
BIX 02565, al evaluarse en un panel de 68 dianas mostré una actividad sustancial en
receptores alfa-adrenérgicos. El significado biolégico de estas actividades en
antidianas se demostré en estudios funcionales en tejido y en estudios in vivo
relaciondandose con la afinidad de las series quimicas por el receptor adrenérgico
aia. Los estudios preliminares del perfil farmacolégico in vitro, junto con los
estudios SAR, permitieron identificar un potente inhibidor de la RSK2 sin afinidad
por el receptor a5 adrenérgico y sin efectos adversos cardiovasculares in vivo (Fryer

y cols. 2012).

Por otra parte, recientemente cuatro de las principales compaiiias
farmacéuticas (AstraZeneca, GlaxoSmithKline, Novartis y Pfizer) compartieron, por
primera vez, sus conocimientos y su experiencia en la aplicacién en fases tempranas
de las nuevas tecnologias de screening para detectar las interacciones de las
moléculas con las antidianas responsables de su toxicidad con el objetivo de discutir
la mejor opcidén y considerar, en base a la experiencia conjunta, cual seria el panel

minimo de antidianas a ensayar (Bowes y cols. 2012).

En base a todo lo expuesto, la importancia de obtener un conocimiento
completo del perfil farmacolégico de un farmaco candidato antes de realizar los

primeros ensayos en humanos ha quedado fuera de toda duda.
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V. DEL ACIDO ACETILSALICILICO AL CELECOXIB

Los antiinflamatorios no esteroideos, AINEs, son farmacos analgésicos que
poseen actividad antitérmica y, en su mayoria, antiinflamatoria. Con frecuencia se
les conoce por su acrénimo para diferenciarlos del otro gran grupo de

antiinflamatorios, los esteroideos, formado por la cortisona y sus derivados.

El primer AINE sintetizado fue el 4cido acetilsalicilico en 1897,
posteriormente, gracias al descubrimiento del mecanismo de accion de la aspirina
(Vane 1971), se han desarrollado por lo menos otros veinte compuestos que,
aunque pertenezcan a diferentes familias quimicas, se agrupan bajo el término

AINEs.

Los principales efectos terapéuticos, asi como muchas de las reacciones
adversas de los AINEs, pueden explicarse por su efecto inhibidor de la actividad de
las ciclooxigenasas, COX-1 y COX-2, enzimas que convierten el acido araquiddnico
(AA) que se encuentra en las membranas celulares en eicosanoides,
particularmente, en prostaglandinas (PGs) y tromboxanos (Tx). Algunos de estos
eicosanoides participan, en grado diverso, en los mecanismos patogénicos de la
inflamacidn, el dolor y la fiebre, por lo que la inhibicién de su sintesis por los AINEs
seria responsable de su actividad terapéutica. Dado que los eicosanoides también
estan implicados en otros muchos procesos fisiolégicos: relajaciéon y contraccion del
musculo liso, vasodilatacidon, agregacidon plaquetaria, diuresis, citoproteccién
(mucosa gastrointestinal), transito intestinal... etc.; dicha inhibicién seria también
responsable de las diversas reacciones adversas caracteristicas de estos farmacos

(Feria M, 2008) (Figura 10).

A principios de los afios 90, los grupos de Needleman, Simmons vy
Herschman (Kujubu y Herschman 1992; Masferrer y cols. 1990; Xie y cols. 1991),
evidenciaron la presencia de una isoforma inducible de la enzima COX, mas tarde
identificada como COX-2. Este descubrimiento condujo a la hipdtesis de que las PGs
que se producen a través de la expresion constitutiva de la COX-1 estan

involucradas en funciones de mantenimiento, mientras que las PGs
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proinflamatorias se producen por la induccién de la isoforma COX-2 (Meade y cols.

1993; Vane y cols. 1998) (Figura 10).
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Figura 10: Representacién esquematica de la cascada del acido araquiddnico. Implicaciones
de la inhibicidn selectiva de la COX-2.

Era sabido que los AINEs tradicionales inhibian ambas isoformas de la COX 'y
sus efectos adversos gastrointestinales (Gl) fueron atribuidos a la inhibicién de las
PGs gastroprotectoras producidas a través de la via de la COX-1, puesto que, en
humanos y otras especies, se ha demostrado que la COX-1, pero no la COX-2, se
expresa constitutivamente a lo largo del tracto gastrointestinal (Kargman y cols.

1996).

A raiz de estos datos, la comunidad cientifica centré sus esfuerzos en el
disefio de inhibidores selectivos de la COX-2, denominados coxibs, con el fin de
desarrollar mejores agentes antiinflamatorios y analgésicos con reduccién de los

efectos adversos en comparacién con los AINEs tradicionales. En 1999, G. D. Searle
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y Pfizer (ahora Pfizer Inc) lanzé el primer inhibidor selectivo de la COX-2: el
celecoxib (Celebrex®). Desde entonces han salido al mercado diferentes coxibs,

siempre intentando aumentar la selectividad COX-2 vs COX-1 (Figura 11).
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Figura 11: Estructura quimica de los coxibs.

Todos los coxibs poseen efectos analgésicos, antipiréticos vy
antiinflamatorios, comparables en eficacia a los de los AINEs convencionales. Tales
efectos se deberian a la inhibicién de la COX-2, puesto que, en principio, a
concentraciones terapéuticas, carecerian de actividad inhibidora de la COX-1, hecho
qgue haria que fueran significativamente menos agresivos que otros AINEs para la
mucosa gastrointestinal. En los ultimos afios se ha comprobado que la selectividad

de estos compuestos por la COX-2 frente a la COX-1 no es tan alta como se
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esperaba (Warnery cols. 1999), por lo que habria que considerar ambas isoformas a
la hora de explicar tanto los efectos terapéuticos como los efectos adversos, que

siguen existiendo.

Los coxibs representan la primera clase de AINEs fundamentados en un
mecanismo razonado, bioldgicamente plausible, para mejorar la seguridad Gl
basandose en la inhibicién selectiva de la COX-2 o, lo que es lo mismo, en la
conservacién selectiva de la COX-1 (FitzGerald y Patrono 2001). Sin embargo,
estudios posteriores, VIGOR y CLASS (Bombardier et al. 2000; Silverstein et al.
2000), demostraron que no representaron un gran avance puesto que siguen
presentando reacciones adversas Gl y la eficacia es similar a la de los AINEs

anteriores.

Coxibs y riesgo cardiaco

« Evidencias de cardiotoxicidad

La capacidad de los coxibs de evitar los efectos secundarios mas frecuentes e
importantes (toxicidad Gl y problemas hemorragicos) que acompafian de forma casi
inseparable a los AINE clasicos, respetando su eficacia analgésica, antipirética y
antiinflamatoria, les proporciond un gran éxito inicial tras su lanzamiento al
mercado. Sin embargo, en los anos transcurridos desde su aparicion, este subgrupo
de AINE ha pasado a situarse en segunda linea de uso debido a su riesgo

cardiovascular.

Los primeros signos de preocupacion en cuanto a la seguridad cardiovascular
de los coxibs surgieron debido a la imprevista pero significativamente mayor
incidencia de eventos trombodticos cardiovasculares con rofecoxib frente a
naproxeno en el estudio VIGOR (Bombardier y cols. 2000). A pesar de que en este
estudio no se puede discernir el grado en el que la diferencia en el riesgo de infarto
agudo de miocardio puede deberse al efecto protector del naproxeno (Solomon vy

cols. 2002; Watson y cols. 2002) y/o a un mayor riesgo asociado al inhibidor
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selectivo de la COX-2, los datos obtenidos llevaron a Merck a la retirada voluntaria

de Vioxx (rofecoxib) del mercado mundial.

Un posterior meta-analisis de datos (Kearney y cols. 2006) de
aproximadamente 140 ensayos aleatorios de cinco coxibs diferentes reveld, entre
otras cosas, que los coxibs estan asociados con un moderado aumento del riesgo de
efectos adversos vasculares importantes, siendo este aumento global del riesgo en

gran parte atribuible a un riesgo dos veces mayor de infarto de miocardio.

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos clinicos llevaron, tanto a
la FDA (Food and Drug Administration) como a la EMA (European Medicines
Agency), a recomendar la suspension de Bextra® (valdecoxib) y colocar una
advertencia de seguridad (black box warning) en las fichas informativas advirtiendo
del riesgo de efectos adversos cardiovasculares en todos los AINEs excepto la
aspirina, la FDA, y en los coxibs pero no en los AINEs tradicionales, la EMA (Patrono
y Rocca 2009). Actualmente, en Espaifa, existen dos coxibs orales: celecoxib
(Artilog®, Celebrex’, Onsenal’) y etoricoxib (Arcoxia , Exxiv'), y un coxib parenteral:
parecoxib (Dynastal®), profarmaco de valdecoxib en el mercado (Agencia Espafiola
del Medicamento y Productos Sanitarios AEMPS - Centro de Informacion online de

Medicamentos de la AEMPS (CIMA)).

. Bases bioldgicas de la cardiotoxicidad

Debido a las funciones bioldgicas opuestas del TxA,: proagregantes
plaguetarios, y de la PGl,: antiagregantes plaquetarios, el concepto de un equilibrio
entre ambos para el mantenimiento de la salud cardiovascular, fue propuesto por
primera vez hace mas de 30 afios (Bunting y cols. 1983; Fitzgerald y cols. 1987;
Moncada y cols. 1976). Vane dijo: "un equilibrio entre la cantidad de TXA, formados
por plaquetas y de PGI, formada por los vasos, podria ser critico para la formacién

de trombos" (Moncada y cols. 1976).

Es bien sabido que la isoforma COX-1 se expresa constitutivamente en las

plaguetas y es responsable de la formacién TxA,. En cambio, la sintesis de PGl, en
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las células endoteliales esta catalizada principalmente por la COX-2 (McAdam y cols.

1999).

Los AINEs tradicionales reducen la inflamacién inhibiendo la COX-2 y
temporalmente la agregacién plaquetaria mediante la reduccién de sintesis de TxA,
a través de la inactivacién incompleta y reversible (excepto en el caso de la aspirina)
de la COX-1. Ambos mecanismos podrian traducirse en una reduccion del riesgo

cardiovascular (Patrono y cols. 2004; Ross 1999).

Actualmente, en base a distintos experimentos y ensayos clinicos, se
propone que el mecanismo por el que la inhibicion de la COX-2 aumenta el riesgo
cardiovascular, consistiria en una disminuciéon de la produccién vascular de PGl sin
un cambio en los niveles de TxA,. Esta descompensacion en el equilibrio
hemostatico conduciria a un estado que predispone a trombosis, hipertension y
aterosclerosis (FitzGerald y Patrono 2001; Gurwitz y cols. 1994; Johnson 1997,
Patrono y cols. 2004) (Figura 10).

No obstante, considerando las afinidades relativas de los coxibs por la COX-1
y la COX-2 (FitzGerald y Patrono 2001) y el hecho de que los AINE sin riesgo
cardiovascular son también inhibidores COX-2 con diferente selectividad para COX-1
o COX-2, esta explicaciéon no parece completamente coherente (Warner y Mitchell
2008). Por lo tanto, otros mecanismos podrian estar contribuyendo a la toxicidad

cardiaca asociada con estos compuestos.

VI. LA PASTILLA DE LA FELICIDAD: FLUOXETINA

La fluoxetina (Lilly 110140) fue introducido por Eli Lilly & Co. como Prozac ®
en 1988 (Wong y cols. 1974) (Figura 12).
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Figura 12: Estructura quimica de la fluoxetina (N-metil-3-(P-trifluorometilfenoxi)-3-
fenilpropilamina).

Las acciones antidepresivas, antiobsesivas-compulsivas, y antibulimicas de la
fluoxetina se sugiere que estan ligadas a la inhibicién de la captacién neuronal de la
serotonina del SNC. Estudios en humanos a dosis clinicamente relevantes han
demostrado que la fluoxetina también bloquea la recaptacién de serotonina en las
plaguetas humanas (FDA Fluoxetine Hydrochloride Approved Labeling Enclosure,

NDA 18-936/S-064)

La principal ventaja que tenia la fluoxetina sobre los antidepresivos
disponibles anteriormente era un perfil de seguridad mds favorable (Anderson
2000; Peretti y cols. 2000). Los antidepresivos triciclicos clasicos antagonizaban los
receptores muscarinicos, histaminérgicos y aj-adrenérgicos, mecanismo que se ha
asociado con sus efectos anticolinérgicos, sedantes y cardiovasculares. La fluoxetina
se une a estos receptores de membrana con mucha menos afinidad que los
antidepresivos triciclicos. Esto permitid que alcanzara una popularidad sin

precedentes.

El mantenimiento de una correcta neurotransmision depende en gran
medida de la precisiéon en el control de los niveles de 5-HT extracelular. Este
proceso es impulsado por el SERT, que pertenece a la familia de transportadores
dependientes de Na’/Cl” (Launay y cols. 2006). SERT asume la captacién de la 5-HT
extracelular a través de la membrana de las células neuronales y no neuronales,
tales como las neuronas serotoninérgicas de los nucleos del rafe, las plaquetas o las

células enterocromafines.
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El perfil farmacolégico de un ISRS consiste en provocar una potente
desinhibicion de la neurotransmisién serotonérgica, lo que mediaria los efectos
antidepresivos de estos compuestos, mediante el bloqueo del SERT. Este bloqueo
hace que la cantidad de 5-HT en la hendidura sinaptica aumente, principalmente en
el drea somatodendritica de las neuronas serotoninérgicas; por consiguiente, la tasa
de disparo de las neuronas serotoninérgicas se inhibe y disminuye la liberacién de
5-HT (Sghendo y Mifsud 2012). Con la administracion croénica de los ISRS, el
aumento sostenido de 5-HT provoca la desensibilizacidon de los receptores 5-HTia
somatodendriticos (Fabre y cols. 2000; De Montigny y cols. 1992). Una vez que
estos receptores se han desensibilizado, el flujo del impulso neuronal ya no es tan
facilmente inhibido, lo que provoca un aumento de la liberaciéon de 5-HT de las
terminales axoénicas. El retraso en la producciéon del aumento de 5-HT en las
terminales axdnicas se sugiere que es la razén por la que existe un retraso en el

inicio de la accion de estos farmacos.

Fluoxetina y riesgo cardiaco

Se han llevado a cabo diferentes ensayos clinicos y estudios epidemiolégicos
qgue han evaluado los efectos cardiovasculares de los ISRS, sin embargo, los
resultados no son concluyentes. Existen estudios que sugieren un efecto preventivo
de estos compuestos, principalmente atribuible al efecto inhibitorio que los ISRS
tienen sobre la activacion plaquetaria mediada por la serotonina (Sauer y cols.
2001). Otros autores no han encontrado un efecto significativo de estos
compuestos a nivel cardiovascular (Meier y cols. 2001) e incluso hay estudios que
los asocian con un mayor riesgo cardiaco. Existen casos clinicos de funcion
plaquetaria anormal en asociacidn con la administracion de fluoxetina (Alderman y
cols. 1992; Gunzberger y Martinez 1992), y se ha descrito una leve bradicardia
durante el tratamiento cronico con diferentes ISRS (fluoxetina, fluvoxamina,

paroxetina) (Pacher y Kecskemeti 2004; Pacher y cols. 1999).
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Como se ha comentado anteriormente, la 5-HT es capaz de activar
diferentes receptores (14), siendo uno de ellos el receptor 5-HT,g, por el que tiene
una gran afinidad (K =4 —12.6 nM (Andrade y cols. 5-Hydroxytryptamine receptors:
5-HT,s receptor. IUPHAR database (IUPHAR-DB))). Un bloqueo de SERT podria
provocar un aumento de la 5-HT circulante hasta niveles suficientemente altos
como para activar el receptor, pudiendo llegar a provocar los efectos adversos

asociados al mismo.

Por otra parte, varios estudios han demostrado que la fluoxetina es capaz de
activar directamente los receptores 5-HT,g en astrocitos (Kong y cols. 2002; Li y cols.
2008; Zhang y cols. 2010). Li y cols. encontraron que, en realidad, su afinidad es lo
suficientemente alta (K; =5 uM (Rothman y cols. 2000)) como para que la fluoxetina
administrada a dosis terapéuticas sea capaz de activar estos receptores (Li y cols.

2009; Liy cols. 2008).

Ya en el afio 1993, Zhan y cols. describieron los efectos directos de la
fluoxetina en la concentracién de calcio libre citosélico ([Ca*]) y en la glucogenolisis
en los astrocitos, que se sabia que expresaban receptores de serotonina. Sin
embargo, asociaron estos efectos a una accidén agonista sobre el receptor 5-HT;¢
(Zhang y cols. 1993). Posteriormente, Sandén y cols. demostraron, mediante
estudios inmunohistoquimicos y funcionales, la expresidn de receptores 5-HT,5 en
astrocitos en cultivo primario de tres regiones diferentes de cerebro de rata. En su
estudio observaron que cuando los astrocitos eran estimulados con un agonista mas
selectivo del receptor 5-HT,p, a-metil-5-HT, las células respondian con un aumento
transitorio de [Ca*?];, que era bloqueado por la rauwolscina, antagonista selectivo
del 5-HT,s (Sandén y cols. 2000). En el 2002, Kong y cols. demostraron que, durante
un periodo de tratamiento similar al requerido para obtener respuesta clinica a
fluoxetina, la glucogenolisis mediada por el receptor 5-HT,s era atenuada
inicialmente e incrementada posteriormente. Asimismo, comprobaron que la
fluoxetina se comportaba como un agonista de este receptor, desplazando la unién

especifica de [*H]-mesulergina.
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Mas recientemente, Li y cols. se plantearon identificar el subtipo de receptor

5-HT, involucrado en el aumento de [Ca+2]i

y la fosforilacién de las ERKj;
observados tras la administracion de fluoxetina llegando a la conclusién, mediante
diferentes experimentos con antagonistas, que ésta, en astrocitos diferenciados,

actua exclusivamente en los receptores 5-HTg (Li y cols. 2008).

Estos autores proponen que dado que la fluoxetina se comporta como un
agonista de los receptores 5-HT,z a las dosis terapéuticas, la Unica razén por la que,
a estas concentraciones, no se hayan observado los efectos mediados por este
receptor en la periferia, puede ser su alto grado de unidn a proteinas (Li y cols.

2008).

Asimismo, existe un numero creciente de informes de casos de distintas
reacciones adversas cardiovasculares asociadas con el tratamiento con fluoxetina y
su sobredosis: arritmias cardiacas, tanto bradicardia (Friedman 1991; Gardner y
cols. 1991), como taquicardia (Gardner y cols. 1991; Neely 1998), e incluso
cardiotoxicidad, medida como prolongacién del intervalo QRS (Graudins y cols.
1997). No obstante, debe tenerse en cuenta que hay estudios en los que el
tratamiento con fentermina y fluoxetina no se asocid con lesiones valvulares

cardiacas (Whigham vy cols. 2007).

48



MATERIAL Y METODOS






Material y Métodos

I. ANIMALES

En este trabajo se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho procedentes del
Animalario Central de la Universidad de Santiago de Compostela con un peso
comprendido entre 250 y 300 g. Todos los animales fueron alojados en jaulas de
policarbonato de fondo sdlido, con acceso libre a comida y agua (dieta estandar de
laboratorio), en una habitacion silenciosa, a una temperatura constante de 22 + 1 °C

y un ciclo de 12 h de luz (8:00 — 20:00 h).

Los animales fueron manipulados respetando las normas internacionales y
los acuerdos del Consejo de Europa sobre experimentacién animal aplicada
recogidos en la Directiva del 24 de noviembre de 1986 (86/609/CEE) y regulados en
Espafia por el Real Decreto del 10 de octubre de 2005 (1201/2005/BOE) y en la
Comunidad Auténoma de Galicia por el Decreto del 30 de diciembre de 2008
(296/2008/D0OG) sobre proteccion de los animales utilizados para experimentacion
y otros fines cientificos, normativas vigentes en el momento de la realizacién de los
procedimientos. Los protocolos experimentales utilizados fueron aprobados por el

Comité Etico de la Universidad de Santiago de Compostela.

II. ESTUDIOS FUNCIONALES EX VIVO

Los estudios funcionales buscan evaluar una determinada respuesta
inducida por el farmaco sobre el organismo entero o sobre un drgano o tejido. La
utilizacidon de las técnicas de érgano aislado in vitro permite una simplificacion del
reactivo bioldgico eliminando las respuestas reflejas y de tipo hormonal que
caracterizan los ensayos in vivo, al tiempo que consigue cuantificar la concentracidn
del farmaco que accede a la biofase. De este modo, se pueden conocer y modificar
las condiciones de incubacidon del preparado tisular en los distintos protocolos

experimentales.

Como se ha comentado en la Introduccién, el ARNm del receptor 5-HT,z se

encuentra ampliamente distribuido en tejidos periféricos como el corazon,
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endotelio vascular, tejido adiposo, intestino, ovarios, testiculos, higado, rifidn,
estdmago, pancreas, etc., lo que sugiere un importante papel de este receptor en la
periferia (Kursar y cols. 1994). El fundus de estdmago de rata es el tejido de eleccion
para estudiar actividad serotoninérgica, desde que Vane en 1957 describié que esta

preparacion era muy sensible a la 5-HT.

Estudios de receptores 5-HT2g en fundus de estomago aislado

de rata

o Preparacion del tejido

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho de peso comprendido entre 250-

300 g, sacrificadas mediante anestesia con CO; y posterior decapitacion.

El estdmago se disecciond rapidamente y el fundus (parte superior del
estdmago, de color grisdceo, perfectamente distinguible del area inferior de color
rosado) se dividio en cuatro tiras segun el método descrito por Vane en 1957 (Vane
1957), obteniéndose generalmente segmentos de aproximadamente 1 cm de
longitud de cada animal (Figura 13). Cada uno de ellos se colocé en un pocillo de
bafio de érganos conteniendo 20 ml de solucion Krebs (en mM: NaCl 119, KCl 4.7,
CaCly-2H,0 1.5, MgS04-7H,0 1.2, KH,PO4 1.2, NaHCO3 25 y glucosa 11) gasificada
continuamente con carbdgeno (95 % O,, 5 % CO,) y mantenida a una temperatura

de 37 °C.
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Figura 13: Diagrama que muestra el método de corte de la tira fundica (Vane 1957). (a)
Todo el estdmago. (b) El fundus, parte superior del estémago, con una delgada banda de
tejido pildrico, se corta a lo largo de la linea punteada. (c) El fundus, abierto en una placa de
Petri, se corta mediante cortes alternativos en lados opuestos del musculo. (d) La tira que
se obtiene se divide en segmentos de aproximadamente 1cm de longitud. (Tomada de Vane

1957).

. Estudio de la potencia v eficacia

Los tejidos se sometieron a una tensiéon de 2 g y se lavaron cada 15 min
durante 1 h. Una vez estabilizados se adicioné a cada tejido una concentracién 60
mM de KCl, que se elimind al cabo de 10 min mediante el lavado de las
preparaciones con Krebs. Tras 1 h de estabilizacion y renovacién de la solucién del
pocillo cada 15 min, se realizd una primera curva concentracion-respuesta
acumulativa (CCRA) con el agonista 5-HT (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), celecoxib
(Sequoia Research Products, Pangbourne, UK), valdecoxib (Sequoia Research
Products, Pangbourne, UK) o fluoxetina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Estas curvas

fueron realizadas por el método de las dosis acumulativas (Van Rossum 1963).

En el caso del estudio del efecto de los distintos compuestos sobre la
respuesta promovida por 5-HT, tras la construccién de la CCRA de 5-HT (Figura 10) y
los posteriores lavados cada 15 min durante 1 h, se incubaron los distintos

compuestos a estudiar: valdecoxib, celecoxib y fluoxetina a las distintas
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concentraciones ensayadas, Rauwolscina (3x10” M) y/o Ac. Aristoléquico (107 M)
durante 30 min. Posteriormente a la incubacién, una CCRA de 5-HT fue construida
con el fin de estudiar el efecto de los compuestos en la respuesta contractil inducida

por el agonista 5-HT en el 6rgano (Figura 14).

0[c)

Figura 14: Registro representativo resultante de la adicién acumulativa de concentraciones

crecientes de 5-HT en fundus de estdmago de rata.

o Analisis de datos

Para la medida de las contracciones isométricas se utilizaron transductores
de desplazamiento de fuerza Grass FTO3C conectados a un sistema PowerlLab 8/30.
Los resultados se adquirieron con el software LabChart 6.0 y el ajuste de los datos
se realizo utilizando el programa GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software Inc.),

seleccionando dicho programa el mejor ajuste de regresion no lineal.

Una vez comprobado que la En.x de la 5-HT se corresponde con el 98-100 %
de la tensién maxima alcanzada en el priming con KCl 60mM, la representacion de
las CCRA se realizé6 de modo porcentual con respecto a la curva inicial de 5-HT en

cada tejido, asignandosele a la tensidén maxima alcanzada el valor de 100%.
Se calculé:

o Emax del agonista: Respuesta contractil maxima del tejido inducida por

el agonista.

o ECso del agonista: Concentracion de agonista necesaria para inducir el

50 % de la respuesta maxima.
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« pKg del antagonista: Medida de la potencia del antagonista (Baxter y

cols. 1994). La constante de disociacion Kg se calculd segun la férmula:

(B]

ECSO presencia

-1

EC__ausencia
50

Donde [B] es la concentracién de antagonista utilizada.

1. TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS

Animales

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley macho procedentes del Animalario
Central de la Universidad de Santiago de Compostela con un peso comprendido
entre 250 y 300 g. Todos los animales fueron alojados en jaulas de policarbonato de
fondo sdlido, con acceso libre a comida y agua (dieta estandar de laboratorio) a lo
largo del tratamiento, en una habitacion silenciosa, a una temperatura constante de

22 +1°Cyunciclode 12 h de luz (8:00 — 20:00 h).

Tratamiento 5-HT (7 dias)

Con el objetivo de poner a punto la metodologia necesaria para la
realizacion de tratamientos de 21 dias con celecoxib o fluoxetina en ratas Sprague-
Dawley, asi como la tecnologia necesaria para el procesado de muestras y los
distintos ensayos se realizé un tratamiento previo con 5-HT (Sigma-Aldrich, St.

Louis, USA) durante 7 dias.

Las ratas se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos: tratadas (n=6) y
control (n=6). Los animales del grupo tratadas recibieron inyecciones diarias de 5-
HT en agua estéril, por via subcutanea (75 mg/kg durante los primeros 4 dias y 60

mg/kg a partir de entonces) durante 7 dias en un volumen de 0.1 ml/10 g entre las
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08:30 y las 10:30 h. Los animales del grupo control recibieron inyecciones diarias de
la solucién vehiculo (agua estéril) en un volumen de 0.1 ml/10 g. La dosis de 5-HT
fue seleccionada en base a los valores utilizados en trabajos previos (Elangbam vy

cols. 2008) .

Los animales se sacrificaron 24 h después de la ultima administracion por
decapitacion tras anestesia con CO,. De las 12 ratas, 11 (cinco ratas control y seis
tratadas) se utilizaron para la cuantificacion de 5-HT plasmatica y los distintos

estudios histologicos y funcionales.

Tratamiento celecoxib (21 dias)

Las ratas se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos: tratadas (n=12) y
control (n=12). Los animales del grupo tratadas recibieron inyecciones diarias de
celecoxib (Sequoia Research Products, Pangbourne, UK) en solucién salina (NaCl 0.9
%) con 0.5 % de carboximetilcelulosa, por via intraperitoneal (30 mg/kg/dia)
durante 21 dias en un volumen de 0.1 ml/10 g entre las 08:30 y las 10:30 h. Los
animales del grupo control recibieron inyecciones diarias de la solucién vehiculo
(0.5 % de carboximetilcelulosa en solucién salina) en un volumen de 0.1 ml/10 g. La
dosis de celecoxib fue seleccionada en base al rango de dosificacion entre la minima

I “"

y maxima dosis eficaz en el “paw swelling test” que seria 10-50 mg/kg/dia

(Niederberger y cols. 2001).

Los animales se sacrificaron 24 horas después de la ultima administracién
por decapitacidon tras anestesia con CO,. Todas las ratas se utilizaron para la

cuantificacion de 5-HT plasmatica y los distintos estudios histoldgicos y funcionales.

Tratamiento fluoxetina (21 dias)

Las ratas se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos: tratadas (n=12) y
control (n=12). Los animales del grupo tratadas recibieron inyecciones diarias de

fluoxetina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), en soluciéon salina (NaCl 0.9 %) por via
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intraperitoneal (10 mg/kg/dia) durante 21 dias en un volumen de 0.1 ml/10 g entre
las 08:30 y las 10:30 h. Los animales del grupo control recibieron inyecciones diarias
de la solucién vehiculo (solucién salina) en un volumen de 0.1 ml/10 g. La dosis de
fluoxetina fue seleccionada en base a las dosis efectivas en tratamientos crdnicos
previamente descritas (File y cols. 1999; Jones y cols. 2002; Qu vy cols. 2009; Qu vy
cols. 2006).

Los animales se sacrificaron 24 horas después de la uUltima administraciéon
por decapitacidén tras anestesia con CO,. Todas las ratas se utilizaron para la

cuantificacion de 5-HT plasmatica y los distintos estudios histoldgicos y funcionales.

Determinacion de los niveles plasmaticos de 5-HT

Las ratas se anestesiaron con CO, antes de ser sacrificadas por decapitacién
y se recogid sangre de los vasos del cuello en tubos Vacutainer® de vidrio que
contenian acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Los tubos se centrifugaron a 200
g durante 10 min a 25 °C. El plasma rico en plaquetas (PRP) obtenido se centrifugd
de nuevo a 4500 g durante 10 min a 4 °C para obtener plasma libre de plaquetas
(PLP). El PLP se alicuotd v las alicuotas se congelaron (-20 °C) hasta su uso en el

ensayo de cuantificacién.

Una vez recogidas todas las muestras de cada tratamiento respectivamente,
se llevd a cabo la cuantificacion de 5-HT mediante el kit Serotonin ELISA (IBL
International. Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. El
procedimiento de ensayo sigue el principio basico de los ELISAs competitivos, donde
existe competencia entre el antigeno biotinilado y el no biotinilado por un nimero
fijo de sitios de union. La cantidad de antigeno biotinilado unido al anticuerpo es
inversamente proporcional a la concentracidn del analito en la muestra. Cuando el
sistema esta en equilibrio, el antigeno biotinilado libre se elimina con una etapa de
lavado y el antigeno biotinilado unido al anticuerpo se determina empleando
estreptavidina fosfatasa alcalina como marcador y p-nitrofenil fosfato como

sustrato.
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o Analisis de datos

La cuantificacién se logra por comparacion de la actividad enzimatica de la
muestra desconocida con una curva de respuesta preparada con estdndares

conocidos.

La DO (densidad éptica) de los estdndares (eje-y, lineal) se representan
frente a su concentracidon (eje-x, logaritmico). El ajuste, regresion logistica de 4

parametros, se realizo utilizando el programa XLfit™ v3.0.5 (IDBS, Surrey, UK):

DO

1l
>
+

Donde A se corresponderia con la asintota inferior (valor minimo de Y), B

con la asintota superior (valor maximo de Y) y C con la pendiente de la curva.

La concentracién de las muestras de los distintos grupos de ratas se

extrapold de la curva estandar.

Estudios de receptores 5-HT2zg en fundus de estdomago aislado

de rata

Para determinar los efectos del tratamiento sobre los receptores 5-HT,z de
fundus de estdmago aislado de rata, se construyeron CCRA de 5-HT en tejido de las
ratas control (12) y ratas tratadas (12) simultaneamente, siguiendo el protocolo

descrito anteriormente,

Analisis histologico de las valvulas cardiacas

La morfologia valvular se evalué en muestras de corazén seccionadas en un
plano frontal. Una vez anestesiadas con CO,, las ratas se sacrificaron por
decapitacion, se extrajo el corazén vy, tras 1 h en formol, las muestras se

seccionaron con una matriz HSR002-2 (Zivic Instruments, Pittsburgh, USA).
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Con ayuda de un procesador Shandon Citadel 2000® (en el que cada
contenedor tiene una volumen de 2400 ml), cada seccién fue fijada en 10%
formalina tamponada (tampdn fosfato 0.1 M, pH 7.4) y se embebid en parafina
siguiendo los protocolos de rutina (Fijacion en formalina: formalina 5h, formalina
5h. Deshidratacion en etanol al 70° 1 h, etanol 96° 1 h, etanol 100° 1 h, etanol 100°
2 h, etanol 100° 2 h. Aclarado en xileno: xileno 1 h, xileno 30 min, xileno 30 min.
Inclusion en parafina: parafina a 60 °C 2 h, parafina a 60 °C 2 h). La duracion total

del procedimiento es de 23 h (Figura 15).

Figura 15: Preparacion del corazon para su fijacion en formalina.

Una vez obtenidos los bloques de parafina se cortaron secciones seriadas
con un microtomo Minot (Microm HM350S®) a 4 um y se dividieron en distintos
grupos a los que se aplicaron distintas tinciones para asi poder confirmar los

hallazgos encontrados.

Parte de las mismas, se procesaron para evaluar la morfologia de la valvula
con la técnica de Hematoxilina-Eosina: Desparafinado: xileno 3 min, xileno 3 min,
xileno 3 min. Hidratacidn con alcoholes en concentracidn creciente: etanol 100° 3
min, etanol 100° 3 min, etanol 96° 3 min, etanol 96° 3 min, lavado en agua
corriente. Tincidn con hematoxilina (estructuras acidas en tonos azul y purpura) 3
min, lavado en agua corriente. Tincidn con eosina (componentes basicos en tonos
rosa) 2 min, lavado en agua corriente. Deshidrataciéon con alcoholes en
concentracion decreciente y aclarado en xileno: etanol 96°, etanol 96°, etanol 100°,
etanol 100°, xileno, xileno, xileno, dando 10 pases en cada cubeta. Montaje para

microscopia con medio Entellan® (Merck, Darmstadt, Alemania).
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Otra serie de muestras se procesaron para determinar la cantidad de
coldgeno y la presencia de fibrosis mediante tincién con tricrémico de Masson:
Desparafinar e hidratar siguiendo el protocolo descrito con anterioridad. Tincion
con hematoxilina 3 min, lavado en agua corriente. Tincién con Masson rojo 5 min,
lavado en agua corriente. Tratamiento con acido fosfomolibdico 6 min, lavado en
agua corriente. Tincidon con azul de anilina 2 min, lavado en agua corriente.
Deshidratar, aclarar y montar tal y como se describio para la técnica de

hematoxilina-eosina.

Por ultimo, algunas muestras se utilizaron para evaluar el contenido de
GAGs y acido hialurdnico, a través del colorante azul de toluidina, que presenta el
fendmeno de metacromasia (vira a purpura) al contacto con la sustancia
fundamental del tejido conjuntivo. Para ello se desparafiné e hidraté, se tifd con
azul de toluidina 5 min, se lavd con agua corriente y se hidrato, aclaré y montd

como se ha descrito previamente.

Una vez teiiidas, las secciones se observaron y fotografiaron con un

microscopio Olympus Provis AX70 (Figura 16).

Figura 16: Valvula mitral de rata tefiida utilizando distintas tinciones. (A) Tricrdmico de
Masson, (B) Azul de toluidina, (C) Hematoxilina-Eosina.

Los hallazgos histolégicos fueron primero evaluados de forma independiente
por tres observadores, llegdndose posteriormente a un consenso tras una

evaluacidn conjunta. Los pardmetros estudiados fueron: irregularidad del contorno,
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engrosamiento de la vdlvula, densidad celular y depdsitos de GAG nodulares y

difusos.

Técnicas inmunohistoquimicas

Las técnicas inmunohistoquimicas se corresponden con un grupo de técnicas
de inmunotincidn que permiten demostrar una variedad de antigenos presentes en
las células o tejidos utilizando anticuerpos marcados. Estas técnicas se basan en la
capacidad de los anticuerpos de unirse especificamente a los correspondientes
antigenos, reaccion visible sélo si el anticuerpo estd marcado con una sustancia que

absorbe o emite luz o produce coloracidn.

Se utilizaron técnicas inmunohistoquimicas tanto en fundus gastrico de rata
como en corazén de rata, previamente fijados en formalina y embebidos en
parafina. Los tejidos se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con un
anticuerpo de conejo anti-5HTsR (1:2000 Abcam, Cambridge, UK). Con el fin de
aumentar la sensibilidad de la técnica se utiliz6 como sistema de deteccion un
polimero de alto peso molecular: dextrano (EnVision®, policlonal de Dako, Glostrup,
Dinamarca), conjugado con inmunoglobulina (lg) anti-conejo y con peroxidasa
(Figura 17). Con este método evitamos el uso de la estreptavidina y nos aseguramos
que lo que estamos detectando no es biotina enddgena. El cromdgeno utilizado
para el revelado fue diaminobencidina (DAB). En todos los casos se incluyeron
controles negativos, en los que se sustituyd el anticuerpo primario por PBS 0.1 M

(pH 7.2).
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DAB

(o) Peroxidasa

\_~"~. Polimero de dextrano

‘ﬁ/( Ac. anti-especie

i Ac. primario

. Antigeno

Figura 17: Representacion esquematica del método de polimeros de dextrano (EnVision®).

IV. CULTIVO CELULAR

En la elaboracidn del presente trabajo se ha utilizado la linea celular CHO-K1
5-HT,g (Perkin-Elmer, Massachusetts, USA). Esta linea celular procede de células de
ovario de hamster chino (Chinese Hamster Ovary) y fue transfectada con un gen
que codifica el receptor de interés. Ademas, se incluyd un gen de resistencia a
antibidtico (geneticina) que garantiza, incluyendo este antibidtico en el medio de

cultivo, la seleccidn de las células en las que la transfeccién fue positiva.

El medio de cultivo utilizado se componia de Advanced DMEM-F12
suplementado con 1 % FBS dializado, 0.4 mg/mL G418, 4 mM L-Glutamina, 0.1 %

Penicilina-Estreptomicina.

Los pasos de los que consta el cultivo celular son: Descongelacién, cambio de
medio, expansion, congelacion y siembra.
Descongelacion

Se realiz6 a partir de un vial de células congeladas en nitrégeno liquido. La
alicuota se descongelé lo mds rapidamente posible en un bafio a 37 °C y se

resuspendié en 10 mL de medio completo para evitar la accién del DMSO. Se

62



Material y Métodos

centrifugé a 1000 rpm durante 8 min, descartando el sobrenadante. El pellet se
resuspendié en 2 mL de medio completo y se sembré en una placa de 150 mm de
didametro en la que previamente se habian adicionado 15 mL de medio completo.
La placa se rotuld indicando el tipo de células sembradas, el receptor, el pase

(nimero de veces que han sido tripsinizadas) y la fecha.

La placa se mantuvo en un incubador celular a una temperatura de 37 °C, en

condiciones de humedad (95 %) y oxigenacidn (95 % 0,, 5 % CO,) adecuadas.

Cambio de medio

El medio de cultivo lleva incorporado rojo fenol como indicador de pH, de
forma que, cuando el color del medio viré de rojo a anaranjado se procedié a su
sustitucion. Se aspiré el medio con una pipeta Pasteur de rama corta y se afiadieron

16 mL de medio completo nuevo, previamente atemperado a 37 °C.

Expansion

Se dice que una placa esta a confluencia cuando toda su base esta tapizada
de células formando una monocapa. El stock se mantuvo siempre por debajo del 80
% de confluencia, haciendo subdivisiones cada dos o tres dias en las que se diluian

las células entre 5y 10 veces.

Para ello se aspiré el medio de la placa madre, se lavé con 10 mL de PBS (en
mM: NaCl 136, KH,PO,4 1.47, NaH,PO4 8, KCl 2.68) para eliminar los restos de medio
y, tras aspirar éste, se incubd la placa con 2.5 mL de tripsina durante 2 min.
Transcurrido este tiempo se golped suavemente la base de la placa para favorecer
la separacién de las células y se adicionaron 10 mL de medio para neutralizar el
enzima y frenar el proceso de tripsinizacién. Posteriomente se tomaron los mL
necesarios de esta suspension para hacer la dilucién requerida y se pasaron a
nuevas placas, rotuladas previamente aumentando en una unidad el numero de
pase anterior. En todas las placas se anadié el medio de cultivo completo necesario

y se llevaron al incubador.
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Congelacion

Se realizd una tripsinizacién siguiendo los mismos pasos descritos en la
expansion, pero en este caso, la suspension celular se pasé a tubos Falcon® de 15
mL y se centrifugd a 1000 rpm durante 8 min. Se descartd el sobrenadante y el
pellet resultante se resuspendié en 1.5 mL de medio de congelacién (medio de
cultivo completo + 10 % DMSO), se traspaso a un criovial y se congeld gradualmente

utilizando un Mr. Frosty (Nalgene, Rochester, USA).

Siembra

Tras tripsinizar y centrifugar las células tal y como se ha descrito
anteriormente, el pellet se resuspendié en 1.1 mL de medio y se prepard la dilucidn
de contaje: 0.1 mL suspensién celular, 0.1 mL Trypan blue, 0.3 mL medio completo.
El contaje de células se realizd utilizando una camara de Neubauer contando al

menos 4 de los campos. El recuento de células se calculé segun la féormula:
N=cxFDxA

Donde N es el numero total de células/mL, c es la media del recuento por
campo, FD es el factor de dilucién (en nuestro caso: 5) y A es el factor de correccion

de la cdmara (en camara Neubauer: 10000).

Una vez conocida la concentracion de células, se realizé la dilucidon necesaria
para poder sembrar el nimero de células por pocillo requeridas en cada caso
(volumen final: 100 uL/pocillo) y se sembré con ayuda de una pipeta de repeticion,

homogeneizando la suspensidn periddicamente.

Preparacion de membranas

Con el fin de su utilizacién en los ensayos de unidn de radioligandos, se
preparé un lote de membranas 5-HT,g. Las membranas se prepararon a partir de

placas de células CHO-K1 5-HT,g a confluencia.
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Se aspird el medio de cultivo y se lavd la placa dos veces con 10 mL de PBS
enfriado en hielo, se afladieron 8 mL de PBS y se rascaron bien las células con una
espatula de goma, aspirando la suspensiéon celular obtenida a tubos de centrifuga
colocados sobre hielo picado, se lavé la placa con 2 mL mas de PBS para asegurar
gue se arrastran todas las células. Se sedimentaron por centrifugacion a 1500 g
durante 3 min a 4 °C. Se descartaron los sobrenadantes y los pellets se
homogeneizaron con un homogeneizador Dounce (Kontes Glass Co., Vineland, NJ)
en tampdn A (en mM: Tris-HCI 15, MgCl, 2, EDTA 0.3, EGTA 1, pH = 7.5), a 4 °C. El
homogeneizado se centrifugd a 40000 g durante 25 min a 4 °C, y el pellet resultante
se resuspendié en tampdn A y se centrifugd en las mismas condiciones. Finalmente
el pellet resultante se resuspendié en tampén B (en mM: Tris-HCI 50, MgCl, 10,
EDTA 0.5, sacarosa 10 %, pH = 7.5). La concentracion de proteina se determind por
el método de Bradford (Bradford 1976), utilizando el Bio-Rad Protein Assay (Bio-

Rad, Miinchen, Alemania), con albumina sérica bovina, BSA, como estandar.

V. ESTUDIOS DE UNION DE RADIOLIGANDOS

Dada su aplicabilidad a la gran mayoria de sistemas de neurotransmisores y
hormonas, los estudios de unidn de radioligandos, son una importante herramienta
para la caracterizacion farmacologica de los receptores, posibilitando Ila
cuantificacion de receptores involucrados en distintos procesos fisioldgicos y
patoldgicos asi como la evaluacion de la afinidad de distintos ligandos por éstos. Los
principales pardmetros determinados en estos estudios son: densidad de una
determinada clase de receptores y constante de afinidad de diferentes ligandos por

una determinada clase de receptores.

Dado que éstas son las técnicas de referencia a la hora de caracterizar
farmacoldgicamente un ligando (evaluar su interaccién con distintos receptores), se
han seleccionado para estudiar la afinidad de los compuestos objeto de estudio en

los receptores 5-HT,a y 5-HT,z humanos transfectados en la linea celular CHO.
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Ensayos de linealidad de proteina

En estos ensayos se estudian diferentes concentraciones de proteina con el
objetivo de evaluar las distintas relaciones ventana/ concentracion de proteina y
seleccionar asi la cantidad de proteina déptima para la realizacion de futuros

ensayos.

Para determinar la especificidad de la uniéon del radioligando a los
receptores estudiados, los ensayos se llevaron a cabo en presencia de un ligando no
tritiado de igual perfil farmacoldgico pero con una estructura quimica distinta a la
del ligando marcado. Este ligando no marcado competird con el marcado por el sitio
de union, definiendo asi la union especifica. La sefal de radioligando remanente
tras su completo desplazamiento por el ligando no tritiado correspondera a uniones

inespecificas: BE=BT-NSB.

Se incubaron distintas cantidades de proteina por pocillo (1.25 — 60 pg/pto)
con una concentracién equivalente al valor de la constante de disociacién del
radioligando (Kp), obtenida de bibliografia (Andrade y cols. 5-Hydroxytryptamine
receptors: 5-HT,s receptor. IUPHAR database (IUPHAR-DB)), 1 nM [*H]-LSD (84
Ci/mmol, Perkin-Elmer, Massachusetts, USA) y 10 nM [*H]-5-HT (28.3 Ci/mmol,
Perkin-Elmer, Massachusetts, USA) respectivamente, utilizando 5-HT 50 uM como
ligando inespecifico. Las disoluciones se incubaron en un volumen total de 250 ul de
tampdn de incubacién (Tris-HCI 50 mM, CaCl, 4 mM, Ac. Ascérbico 1 % pH 7.4) en
una placa de polipropileno de 96 pocillos durante 30 min a 37 °C con agitacion.
Transcurrido este tiempo se traspasaron 200 ul de la mezcla a una placa
MultiScreenyrs con filtros GF/C (Merck Millipore, Billerica, USA) pretratada 24 h
antes con PEI 0.5 % y previo al ensayo con tampdn de incubacién durante 15 min
(250 pl/pocillo). Se filtré el contenido realizando 4 lavados con 250 pl de tampdn de
lavado (Tris-HCI 50 mM pH 7.4) frio. Los filtros se secaron en estufa durante 1 h a 60
°C adicionandoseles posteriormente 30 ul de liquido de centelleo Universol® (MP
Biomedicals, Santa Ana, USA) para realizar la medida de radioactividad. La

radioactividad se midié en un contador Microbeta Trilux (Perkin-Elmer).
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o Analisis de datos

Se calculé la ventana a cada concentracion de proteina siguiendo la férmula:

BT - NSB
Ventana= —— * 100
BT

Y se valord la relacion ventana/ concentracion de proteina para seleccionar

la cantidad de proteina 6ptima en el ensayo.

Ensayos de saturacién

En los ensayos de saturacion se determina la unién especifica en el equilibrio
a varias concentraciones de radioligando. Los parametros obtenidos de este tipo de
ensayos son el niumero o la densidad de sitios de unidn (Bma) Y la afinidad del
radioligando por el receptor, generalmente expresada por la constante de

disociacion en el equilibrio (Kp).

Se incubaron 5 pg de proteina por pocillo en el caso de [°H]-LSD y 40 pg
cuando se utilizd [3H]—5—HT, con 11 concentraciones diferentes del radioligando
correspondiente (siempre diluciones 1:2 a partir de una disolucidn de concentracion
igual a 10 veces Kp bibliografica), utilizando 5-HT 50 uM como ligando inespecifico.
Las disoluciones se incubaron en un volumen total de 250 pl de tampdn de
incubacién (Tris-HCI 50 mM, CaCl, 4 mM, Ac. Ascérbico 1 % pH 7.4) en una placa de
polipropileno de 96 pocillos durante 30 min a 37 °C con agitacion. Transcurrido este
tiempo se traspasaron 200 ul de la mezcla a una placa MultiScreenyrs con filtros
GF/C (Merck Millipore, Billerica, USA) pretratada 24 h antes con PEI 0.5 % y previo al
ensayo con tampon de incubacion durante 15 min (250 pl/pocillo). Se filtré el
contenido realizando 4 lavados con 250 pl de tampdn de lavado (Tris-HCI 50 mM pH
7.4) frio. Los filtros se secaron en estufa durante 1 h a 60 °C adicionandoseles
posteriormente 30 ul de liquido de centelleo Universol® (MP Biomedicals, Santa
Ana, USA) para realizar la medida de radioactividad. La radioactividad se midi6 en

un contador Microbeta Trilux (Perkin-Elmer).
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o Analisis de datos

El ajuste de los datos se realizé utilizando el programa GraphPad Prism 5.00
(GraphPad Software Inc.), seleccionando dicho programa el mejor ajuste de

regresion no lineal.

En los ensayos de saturacidon la ecuacion estandar que define la unién

especifica del radioligando al receptor describe una hipérbola rectangular:

Donde x es la concentracion de radioligando libre, Bn.x es la mdaxima
densidad de sitios de union y Kp es la constante de disociacion del radioligando en el

equilibrio. Si la Kp es baja, la afinidad del radioligando por el receptor sera alta.

Ensayos de competicion

Con el fin de validar los parametros optimizados y la respuesta de las
membranas preparadas, se llevaron a cabo ensayos de competicidon de estandares.
En estos ensayos se mide la unidn de una concentraciéon de radioligando en
presencia de distintas concentraciones del ligando a estudio y se basan en la
competicion por la ocupacién del receptor establecida entre el radioligando vy el
ligando de interés. Los parametros obtenidos son la ICsq (Inhibitory Concentration
50 %), definida como la concentracién del ligando competidor que inhibe el 50 % de
la union especifica del radioligando y la K;, constante de inhibicién del ligando

competidor que indica la afinidad del ligando por el receptor.

Los ligandos, insolubles en agua, se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO) a
una concentracién 102 M, preparando las siguientes diluciones en tampdn de
ensayo a partir de ésta, de esta forma la concentracidn final de DMSO en el ensayo
es siempre <1 %. Se comprobd que la inclusion de un 1 % de DMSO en el ensayo de

competicidn no modificaba ni la unidn total ni la unién inespecifica. Los compuestos
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a estudiar se incubaron a concentraciones crecientes comprendidas entre 10°M y

10 M.

« Ensavos de competicion por la uniéon a receptores 5-HT:a

humanos

Estos ensayos se llevaron a cabo utilizando membranas previamente

preparadas y validadas en el grupo.

Se incubaron 80 pg de proteina por pocillo con 1 nM [*H]-ketanserina (67
Ci/mmol Perkin-Elmer, Massachusetts, USA) utilizando metisergida 1 pM como
ligando inespecifico. Los compuestos a estudiar se incubaron a una concentracion
10 M, en un volumen total de 250 pl de tampén de incubacion (Tris-HCl 50 mM pH
7.5) en una placa de polipropileno de 96 pocillos durante 30 min a 37 °C con
agitacion. Transcurrido este tiempo se traspasaron 200 pl de la mezcla a una placa
MultiScreenyrs con filtros GF/B (Merck Millipore, Billerica, USA) pretratada 24 h
antes con PEl 0.5 % y previo al ensayo con tampdn de incubacidon durante 15 min
(250 pl/pocillo), y se filtré el contenido realizando 6 lavados con 250 pl de tampdn
de lavado (Tris-HCI 50 mM pH 6.6) frio. Los filtros se secaron en estufa durante 1 h a
60 °C vy se les adiciond 30 pl de liquido de centelleo Universol® (MP Biomedicals,
Santa Ana, USA) para realizar la medida de radioactividad. La radioactividad se

midié en un contador Microbeta Trilux (Perkin-Elmer).

« Ensavos de competicion por la uniéon a receptores 5-HT:p

humanos

Se incubaron 5 pg de proteina por pocillo en el caso de [°H]-LSD y 40 pg
cuando se utilizé [H]-5-HT, con 1 nM de [*H]-LSD o 10 nM de [3H]-5-HT
respectivamente, utilizando 5-HT 50 uM como ligando inespecifico. Los compuestos
a estudiar se incubaron a concentraciones crecientes (comprendidas entre 10°Mm y
10° M), en un volumen total de 250 pl de tampdn de incubacién (Tris-HCl 50 mM,

CaCl, 4 mM, Ac. Ascérbico 1 % pH 7.4) en una placa de polipropileno de 96 pocillos
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durante 30 min a 37 °C con agitacion. Transcurrido este tiempo se traspasaron 200
ul de la mezcla a una placa MultiScreenyrs con filtros GF/C (Merck Millipore,
Billerica, USA) pretratada 24 h antes con PEI 0.5 % y previo al ensayo con tampdn de
incubacién durante 15 min (250 pl/pocillo). Se filtro el contenido realizando 4
lavados con 250 ul de tampdn de lavado (Tris-HCI 50mM pH 7.4) frio. Los filtros se
secaron en estufa durante 1 h a 60 °C adicionandoseles posteriormente 30ul de
liquido de centelleo Universol® (MP Biomedicals, Santa Ana, USA) para realizar la
medida de radioactividad. La radioactividad se midié en un contador Microbeta

Trilux (Perkin-Elmer).

o Analisis de datos

El ajuste de los datos se realizé utilizando el programa GraphPad Prism 5.00
(GraphPad Software Inc.), seleccionando dicho programa el mejor ajuste de

regresion no lineal.

En los ensayos de competicion la ecuacion que define la competicidon
establecida entre radioligando y ligando competidor por la unién a un solo sitio de

union describe una curva sigmoidea:

BT - NSB
1+ 10x— log IC50

Y =NSB +

Donde Y es la unién medida en presencia de varias concentraciones de
ligando competidor, x es la concentracién del ligando competidor, ICs es la
concentraciéon del ligando competidor necesaria para inhibir el 50 % de la unién
especifica del radioligando, BT es la union total en ausencia de ligando competidor y

NSB es la unién no especifica.
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La K; se calcula a partir de la ICsq utilizando la ecuacién de Cheng y Prusoff

(Chengy Prusoff 1973):

Donde ICsg es la concentracion de ligando competidor requerida para inhibir
el 50 % de la unién especifica, x es la concentracidn del ligando competidor, Kp es la
constante de disociacién del radioligando y K; es la concentracién de ligando
competidor que se unira a la mitad de sitios de unién en el equilibrio en ausencia de
radioligando u otros ligandos competidores. Si la K; es baja, la afinidad del receptor

por el ligando competidor sera alta.

En los casos en los que los compuestos no desplazan totalmente al
radioligando, se refiere el % de desplazamiento de la unién especifica del

radioligando a una concentracién determinada:

BT - x
BT -NSB

Ensayos cinéticos de union de radioligandos

Los ensayos de cinética permiten calcular las constantes de velocidad de
asociacion (Kon) y disociacion (Koff) del complejo radioligando-receptor. Para ello, se

determina la cantidad de radioligando unido al receptor en funcién del tiempo.

o Cinéticas de disociacion

Se incubaron 40 ug de proteina por pocillo con 10 nM de [*H]-5-HT,
utilizando metisergida 1 uM como ligando inespecifico. Los compuestos a estudiar
se incubaron a 3 concentraciones diferentes (1, 10 y 30 uM para celecoxib; 0.1, 1y
10 uM para valdecoxib y fluoxetina), en un volumen total de 250 pl de tampdn de

incubacién (Tris-HCl 50 mM, CaCl, 4 mM, Ac. Ascérbico 1 % pH 7.4) en una placa de
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polipropileno de 96 pocillos durante 30 min a 4 °C con agitacion. Transcurrido este
tiempo, una vez alcanzado el equilibrio, se adiciond al medio una nueva dilucion de
ligando inespecifico, 5-HT 50 uM o metisergida 1 uM respectivamente, a distintos
tiempos (0, 10, 15, 20, 25, 28, 30, 32 y 33 min) con el fin de evaluar distintos
tiempos de interaccion radioligando-receptor (33, 23, 18, 13, 8, 5, 3, 1, y 0 min
respectivamente), en un volumen total de 250 ul de tampdn de incubacion (Tris-HCI
50 mM, CaCl, 4 mM, Ac. Ascérbico 1 % pH 7.4) en una placa de polipropileno de 96
pocillos a 37 °C con agitacién. Transcurrido el tiempo de incubacidn, se traspasaron
200 pl de la mezcla a una placa MultiScreenHTS con filtros GF/C (Merck Millipore,
Billerica, USA) pretratada 24 h antes con PEI 0.5 % y previo al ensayo con tampdn de
incubacion durante 15 min (250 pl/pocillo). Se filtré el contenido realizando 4
lavados con 250 pl de tampdn de lavado (Tris-HCl 50mM pH 7.4) frio. Los filtros se
secaron en estufa durante 1 h a 60 °C adicionandoseles posteriormente 30 ul de
liquido de centelleo Universol® (MP Biomedicals, Santa Ana, USA) para realizar la
medida de radioactividad. La radioactividad se midié en un contador Microbeta

Trilux (Perkin-Elmer).

« Analisis de datos

El ajuste de los datos se realizo utilizando el programa GraphPad Prism 5.00
(GraphPad Software Inc.), seleccionando dicho programa el mejor ajuste de

regresion no lineal.

Los experimentos cinéticos se utilizan para determinar las constantes de
asociacion y disociacién. Todos los analisis asumen que la unién sigue la ley de

accion de masas:

K
Receptor + Ligando ﬁ Receptor-Ligando

off

En cualquier momento dado, la velocidad a la que se forman los complejos

receptor-ligando es proporcional a la concentracion de radioligando y al nUmero de
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receptores todavia no ocupados. La constante de disociacion (Koff) es proporcional a

la concentracién de complejos receptor-ligando.

Un experimento de disociacion mide la velocidad de disociacién del
radioligando del receptor. Inicialmente se permite llegar a ligando y receptor al
equilibrio. En ese punto, es necesario bloquear la unién adicional de radioligando a
receptor (en nuestro caso por adicién de un ligando no marcado, inespecifico) para
gue se pueda medir la velocidad de disociacién, que sigue un one phase exponential
decay (decaimiento exponencial de una fase) con una constante de velocidad igual a

la constante de disociacién del radioligando:
Y=((v,—NSB) * e ")) +NSB

Donde Y, corresponde al valor de Y a tiempo cero y NSB a la unién no

especifica.

VI. ESTUDIOS FUNCIONALES IN VITRO

La activacién de los receptores 5-HT,z en su papel de GPCRs conduce a la
disociacién de la proteina G heterotrimérica y liberacion de la subunidad Gag, que a
su vez activa la PLC-B. La PLC-B hidroliza los fosfoglicéridos de membrana que
contienen en la posicién 3 del glicerol un grupo inositol bifosfato, produciendo
inositol trifosfato (IP3) -con la consiguiente movilizacion de calcio intracelular- y
diacilglicerol (DAG) como segundos mensajeros (Kursar y cols. 1994; Porter y cols.

1999).

Medida de la formacion de inositol fosfatos

La tecnologia FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) se basa en la
transferencia de energia entre dos fluoréforos, un donante y un aceptor, cuando
ambos se encuentran muy proximos. Asi, las interacciones moleculares entre

biomoléculas se pueden evaluar mediante el acoplamiento de un marcador
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fluorescente a cada una de ellas y la posterior deteccion del nivel de transferencia

de energia.

Cuando dos entidades se acercan lo suficiente la una a la otra, la excitacion
del donante por una fuente de energia desencadena una transferencia de energia
hacia el aceptor, que a su vez emitira fluorescencia a una longitud de onda dada. El
donante y el aceptor pueden ser acoplados covalentemente a multiples parejas,
entre otros, dos proteinas de dimerizacion, dos hebras de ADN, un antigeno y un
anticuerpo o un ligando y su receptor. Debido a estas propiedades espectrales, un
complejo donante-aceptor, puede ser detectado sin la necesidad de separacion
fisica de los reactivos no unidos. Los ensayos no requieren etapas de separacién

tales como centrifugacion, lavado o filtracion.

La tecnologia HTRF (homogeneous time-resolved fluorescence) combina la
tecnologia FRET con la medida time-resolved de fluorescencia, eliminando asi la
fluorescencia de fondo, que desaparece rapidamente. Los aceptores HTRF emiten
fluorescencia estable en el tiempo cuando participan en un proceso de FRET por lo
que, dejando de 50 a 150 ps entre la excitacion del sistema y la medida de la
fluorescencia, se consigue una sefial limpia de todas las emisiones no especificas.
Las emisiones medidas con esta tecnologia se corresponden Unicamente con la

transferencia de energia debido a la proximidad de las biomoléculas marcadas.

Recientemente, un nuevo ensayo que utiliza tecnologia HTRF para detectar
un metabolito de la cascada del IP3, el monofosfato de inositol (IP4), ha superado los
inconvenientes de la cuantificacion IP; (vida media muy corta). El IP; se acumula en
las células después de la activacion del receptor y es estable en presencia de LiCl,
por lo que es ideal para la realizacidon de ensayos funcionales en GPCR (Gq) (Figura

18).
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Figura 18: Representacidon esquematica del ensayo de medida de IP;. Modificada de IP-One
Assay Principle, Cisbio Bioassays (http://www.htrf.com/ip-one-htrf-assay).

La acumulacion de IP; inducida por los agonistas en las células CHO-K1 5-
HT,s se mididé por tanto utilizando el kit HTRF IP-One terbium assay kit (CisBio
International, Codolet, Francia), siguiendo las instrucciones del fabricante (a menos
que se especifique lo contrario). Las células se sembraron 24 h antes del
experimento en placas de cultivo blancas de 96 pocillos (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Alemania) a una densidad de 30.000 células por pocillo en 100 uL de
medio completo. El dia del ensayo, se retird el medio y se afiadieron los compuestos
a ensayo disueltos en 70 uL de tampdn de estimulacién. Las placas se incubaron a
37 ° C durante 30 min, y la reaccién se termind mediante la adicién de 15uL del
trazador IP1-d2 y 15uL del anticuerpo monoclonal anti-IP; marcado con criptato de
terbio (Tb), disueltos en tampdn de lisis. A continuacién las placas se incubaron

durante 60 min a temperatura ambiente y la sefial de HTRF se midié (usando un
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protocolo multilabelling y 30 flashes, con Aexc = 320 NM, Aem = 620, 665 nm) en un

lector Tecan Ultra Evolution (Tecan, Mannedorf, Suiza).

o Analisis de datos

Los resultados se calcularon a partir de la relacién de fluorescencia 665
nm/620 nm, expresada como ratio, de las distintas muestras y el control negativo

(blanco del ensayo):

. A s Ratio - Ratio__
Ratio= —f&m — v,/ Delta F = £ X100

Beronm Ratio_

Una vez obtenida la curva estandar del ensayo representando Delta F frente
a la correspondiente concentracion de IP;, conociendo el Delta F en cada caso, se
pueden extrapolar los valores correspondientes de concentracién de IP; de las

distintas muestras problema.

Medida de la potencia

Se construyeron curvas concentracidn-respuesta de los distintos compuestos
y se utilizé el programa GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software Inc.) para analizar

los datos, seleccionando dicho programa el mejor ajuste de regresion no lineal.

Ecuacién “log(agonista) vs respuesta”:

E -
max basal

- Ebasal +
1+10 log EC,,-x

En estos experimentos los datos se normalizaron considerando el 100 % la
respuesta maxima (Enax) Obtenida con 5-HT 1 uM en cada caso y el 0 % el valor de

estimulacion basal.
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VII. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresaron como la media + eem (en los ensayos de saturacién

y competicion).

Las comparaciones se realizaron mediante t test o ANOVA de una via
utilizando el programa GraphPad Prism 5.00 (GraphPad Software Inc.). En el caso
de los tratamientos farmacoldgicos, las diferencias histoldgicas entre los grupos
control y tratadas se evaluaron mediante el test chi-cuadrado con el programa SPSS.

En todos los casos se fijo un nivel de significacion de P <0.05.

VIII. REACTIVOS UTILIZADOS

Ademas de los distintos reactivos ya citados a lo largo del texto, a
continuacién se detallan las casas comerciales que suministraron los reactivos
utilizados en la preparacion de los distintos tampones de ensayo asi como las de los

reactivos farmacoldgicos utilizados en los ensayos de union de radioligandos.

Reactivos utilizados en la preparacion de tampones

Los reactivos Trizma base, acido L-ascorbico, CaCl,-2H,0, MgS04-7H,0,

NaHCOs;, fueron suministrados por Sigma Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

Los reactivos NaCl, KCI, KH,PO,, glucosa y NaOH fueron suministrados por

Panreac (Panreac, Castellar del Valles, Espaiia).

Reactivos farmacolégicos utilizados en los ensayos de union de

radioligandos

Los reactivos farmacoldgicos acido aristoldquico, metisergida y metiotepina
fueron suministrados por Sigma Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). La
rauwolscina fue suministrada por RBI (RBI, Massachusetts, USA). A partir de estos
reactivos se prepard una solucién stock de 10 mM con DMSO (Sigma-Aldrich, St.

Louis, USA).
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I. COXIBS: CELECOXIB Y VALDECOXIB

Estudios funcionales ex vivo

Se realizaron estudios funcionales en fundus de estdmago de rata con el fin

de evaluar una posible respuesta inducida por el farmaco sobre el tejido.

« Celecoxib y valdecoxib no activan por si mismos el receptor

5-HT;g de fundus de estdmago de rata.

Se evalud la potencia de la 5-HT en el receptor 5-HT,; en ausencia de otros
compuestos y la posible respuesta del tejido a celecoxib y valdecoxib (Figura 19,

Tabla 1).

En estos estudios se observa que, mientras que la 5-HT presenta un efecto
concentracion-dependiente, en el caso tanto del celecoxib como del valdecoxib,
solo se detecta una leve estimulacién a concentraciones superiores a 0.1 uM (8.1 %
y 13.9 % del efecto maximo de la 5-HT respectivamente) haciendo imposible

calcular la potencia (ECsp) de estos compuestos.
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Figura 19: Efectos in vitro de celecoxib y valdecoxib en el receptor 5-HT,z de fundus de
estdmago de rata. Curvas concentracién-respuesta acumulativas (CCRAs) de 5-HT (e) y del
compuesto en estudio (m): (A) celecoxib y (B) valdecoxib. Se representa la media + eem
(barras verticales) de 10 experimentos independientes (n=10); en el caso de las CCRAs de
los compuestos se muestra un experimento representativo de un total de 3 experimentos
independientes (n=3).

Tabla 1: Potencia (ECso) y eficacia (Enax) de 5-HT, celecoxib y valdecoxib en el receptor 5-
HT,zs de fundus de estémago de rata. Los datos muestran la media + eem de 10

experimentos independientes en el caso de 5-HT y 3 experimentos independientes en el
caso de celecoxib y valdecoxib.

Emax

ECso (h"M) (% E,nax 5-HT)

5-HT 141 + 24 99+2
Celecoxib -—- 8.1+0,6
Valdecoxib -—- 13.9+0.6

o Celecoxib v valdecoxib modulan el efecto de la 5-HT en el

receptor 5-HT2g de fundus de estémago de rata.

Tras comprobar que ambos compuestos por si mismos no provocan un
efecto apreciable en el receptor 5-HT,5, se estudid su influencia en el efecto

mediado por 5-HT en estos receptores (Figura 20, Tabla 2).
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En ambos casos los compuestos ejercen una modulacién indirecta del efecto
de la 5-HT en el receptor 5-HT,s de fundus de estdmago de rata. Se observa que, a
concentraciones terapéuticas, celecoxib y valdecoxib incrementan tanto la potencia,

ECso, como la eficacia, Enay, de la 5-HT en el receptor 5-HT,g de fundus de estémago

de rata de forma significativa (P <0.01 t test).
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Figura 20: Efectos in vitro de celecoxib y valdecoxib sobre la respuesta del receptor 5-HT,s
de fundus de estdmago de rata inducida por 5-HT. CCRAs de 5-HT en ausencia (e) y
presencia de distintas concentraciones (0.1 (¢), 0.3 (A), 1 (m) uM) de: (A) celecoxib y (B)

valdecoxib. Se representa la media + eem (barras verticales) de 4 experimentos
independientes (n=4).
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Tabla 2: Potencia (ECsp) y eficacia (Ema) de la 5-HT en el receptor 5-HT,z de fundus de
estdmago de rata en ausencia y presencia de celecoxib y valdecoxib. Los datos representan
la media + eem de 4 experimentos independientes (n=4). *P < 0.01 t test

ECo (M)
5-HT 156 + 22 100+ 2
5-HT + Celecoxib 0,1uM 131+41 1055
5-HT + Celecoxib 0,3uM 142 + 49 123 + 6*
5-HT + Celecoxib 1uM 108 + 37* 134 + 7%
5-HT 156 + 22 1002
5-HT + Valdecoxib 0,1uM 153 + 60 121+ 7*
5-HT + Valdecoxib 0,3uM 116 +41* 119 + 6*
5-HT + Valdecoxib 1uM 106 + 28* 139 + 5*

Implicacion del acido araquidénico como mediador de la respuesta

contractil de la 5-HT en fundus.

Para estudiar el posible mecanismo implicado en la potenciacién observada
y determinar si el efecto de estos compuestos viene mediado por su actividad
inhibidora de la COX-2, se realizaron CCRA en presencia de acido aristoldquico, AAr,

(inhibidor de la PLA;) (Figura 21, Tabla 3).

No se observan diferencias significativas en las CCRA de 5-HT en ausencia vy
presencia de dacido aristoléquico, sin embargo, cuando estas curvas se llevaron a
cabo en presencia de celecoxib y valdecoxib se observdé un incremento de la
potencia, mas acusado con valdecoxib, y un claro aumento de la eficacia en ambos

casos, siendo mas importante en el caso del celecoxib.
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Figura 21: Efectos in vitro de la inhibicién de la PLA, sobre la respuesta del receptor 5-HTz a
5-HT en ausencia y presencia de celecoxib y valdecoxib. (A) CCRA de 5-HT en ausencia (®) y
presencia (m) de acido aristoléquico (AAr) 10uM. (B) CCRA de 5-HT en presencia de AAr
10uM en ausencia (m) y presencia ( A ) de celecoxib 1uM. (C) CCRA de 5-HT en presencia de
AAr 10uM en ausencia (m) y presencia (A ) de valdecoxib 1uM. Se representa la media *
eem (barras verticales) de 4 experimentos independientes (n=4) en el caso del AAry de 3
experimentos independientes (n=3) en el caso de los compuestos en estudio.
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Tabla 3: Potencia (ECsp) y eficacia (Ema) de la 5-HT en el receptor 5-HT,z de fundus de
estdmago de rata en presencia de un inhibidor de la PLA,, ac. aristoldquico, en ausencia y
presencia de celecoxib y valdecoxib. Los datos representan la media + eem de 4
experimentos independientes (n=4) en el caso del AAr y de 3 experimentos independientes
(n=3) en el caso de los compuestos en estudio. *P <0.01 t test.

ECso (M) (%i"::x(an
5-HT 156 £ 22 100+ 2
5-HT + AAr 10uM 162+ 70 97 +5
5-HT + AAr 10uM + Celecoxib 1uM 144 + 73 127 + 8*
5-HT + AAr 10uM + Valdecoxib 1uM 79 + 45* 118 + 6*

Evaluacion de la posible modulacion alostérica del receptor 5-HT:g de

fundus de estémago de rata por celecoxib y valdecoxib.

Con el fin de caracterizar la potenciacion observada y determinar si los
coxibs seleccionados comparten sitio de unién con la 5-HT, se realizaron CCRA en
presencia de un antagonista conocido del receptor 5-HT,g: rauwolscina (Villazén y

cols. 2003) (Figura 22, Tabla 4).

Se observa que la rauwolscina antagoniza claramente el efecto de la 5-HT en
estos receptores incrementando significativamente el valor de ECsq (P <0.01 t test).
Cuando se llevan a cabo CCRA en presencia de rauwolscina y celecoxib o valdecoxib,
el efecto de la rauwolscina se revierte parcialmente con ambos compuestos (P <
0.01 t test), desplazando la curva a la izquierda, detectandose a su vez un ligero

incremento en la eficacia de la 5-HT (P < 0.05 t test)
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Figura 22: Efectos in vitro de la rauwolscina sobre la respuesta del receptor 5-HT,z a 5-HT
en ausencia y presencia de celecoxib y valdecoxib. (A) Medida del efecto agonista de la 5-
HT en ausencia (®) y presencia (m) de rauwolscina 0.3uM. (B) Medida del efecto agonista de
la 5-HT en presencia de rauwolscina 0.3uM en ausencia (m) y presencia (A) de celecoxib
1uM. (C) Medida del efecto agonista de la 5-HT en presencia de rauwolscina 0.3uM en
ausencia (m) y presencia (A) de valdecoxib 1uM. Se representa la media * eem (barras
verticales) de 4 experimentos independientes (n=4).
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Tabla 4: Potencia (ECsp) y eficacia (Ema) de la 5-HT en el receptor 5-HT,; de fundus de
estdmago de rata en presencia de rauwolscina, en ausencia y presencia de celecoxib y
valdecoxib. Los datos representan la media * eem de 4 experimentos independientes. *P <
0.05 t test.

Emax

EcSo (nM) (% Emax S'HT)

5-HT 159 + 43 100+4
5-HT + Rauwolscina 0.3uM 1065 + 292 100+ 8
5-HT + Rauwolscina 0.3uM + Celecoxib 1pM 574 +218* 108 + 4*
5-HT + Rauwolscina 0.3uM + Valdecoxib 1uM 747 + 189* 107 £ 2*

Tratamiento farmacoldgico

« Tratamiento con 5-HT

Inicialmente, para comprobar que somos capaces de evaluar el dafio
valvular, se llevd a cabo un experimento analogo al descrito por Elangbam y cols
(Elangbam y cols. 2008) como prueba de concepto (ver Introduccidn). De esta
manera, el modelo permitiria comprobar en las valvulas cardiacas ex vivo los
posibles efectos sinérgicos de los distintos farmacos, siendo los resultados

obtenidos aqui un control positivo de la disfuncién valvular.

Las ratas se trataron durante 7 dias con 5-HT (75 mg/kg durante los primeros
4 dias y 60 mg/kg a partir de entonces) y se evaluaron los niveles plasmaticos de 5-
HT, la respuesta del receptor 5-HT,3 de fundus de estdmago y las posibles

alteraciones morfoldgicas valvulares.

Niveles plasmaticos de 5-HT

Se determinaron los niveles plasmaticos de 5-HT en plasma libre de
plaguetas (Figura 23), encontrandose que el tratamiento descrito incrementa

significativamente (P <0.01 t test) la concentracién de 5-HT circulante.
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Niveles plasmaticos de 5-HT
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Figura 23: Niveles plasmaticos de 5-HT tras 7 dias de tratamiento con 5-HT, 75 mg/kg
durante los primeros 4 dias y 60 mg/kg a partir de entonces. Los datos representan la
media + eem de 6 ratas experimentales (6 controles y 6 tratadas).

Estudios funcionales ex vivo

Se estudid la posible alteracion de la respuesta del receptor 5-HT,z de
fundus de estdmago de rata tras el tratamiento con 5-HT durante 7 dias,
observandose una disminucidn en la respuesta de estos receptores a 5-HT en las

ratas tratadas respecto a las control (Figura 24).
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Figura 24: Efecto del tratamiento con 5-HT en la activacién del receptor 5-HT,z promovida
por 5-HT. CCRAs de 5-HT en el receptor 5-HT,; de fundus de estémago de ratas control (a
las que se les administrd solucion salina) (®) y ratas tratadas con 5-HT (75 mg/kg durante

los primeros 4 dias y 60 mg/kg a partir de entonces) (m). Se representa la media + eem de 6
ratas experimentales (6 controles y 6 tratadas).
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Estudios histologicos

El examen histoldgico de los corazones procedentes de ratas tratadas y ratas
control, revelé un importante aumento en acumulaciones de GAGs, asi como una

pérdida de rigidez en las valvulas de las ratas tratadas (Figura 25).

Figura 25: Efecto del tratamiento con 5-HT durante 7 dias sobre la morfologia de las

valvulas cardiacas. (A, B) Vélvula mitral A: control B: tratada. (C, D) Valvula adrtica C: control
D: tratada.

En resumen, el tratamiento con 5-HT durante 7 dias (75 mg/kg durante los primeros
4 dias y 60 mg/kg a partir de entonces) dio lugar a un aumento de la 5-HT
plasmdtica acompafiado de una disminucién en la respuesta a 5-HT de los
receptores 5-HT,5 de fundus de estdmago y un engrosamiento y alteracién de la

composicion de las valvulas adrtica y mitral en las ratas tratadas; mas
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especificamente, las valvas de la ratas tratadas tenian mayor grosor y una mayor

cantidad de GAGs.

« Tratamiento con celecoxib

Una vez puesta a punto la metodologia necesaria, con el fin de evaluar si el efecto
observado en los ensayos también se observaba con concentraciones de celecoxib
cercanas a concentraciones terapéuticas, las ratas fueron tratadas con celecoxib 30

mg/Kg/dia durante 21 dias.

Niveles plasmaticos de 5-HT

Tras determinar los niveles plasmaticos de 5-HT en plasma libre de
plaguetas, se comprobd que el tratamiento con celecoxib no alteraba la

concentraciéon de 5-HT plasmatica (Figura 26).
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Figura 26: Niveles plasmaticos de 5-HT tras 21 dias de tratamiento con celecoxib 30
mg/kg/dia. Los datos representan la media = eem de 12 ratas experimentales (12 controles
y 12 tratadas).
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Estudios funcionales ex vivo

El tratamiento de 21 dias con celecoxib 30 mg/kg/dia aumento
significativamente la respuesta de 5-HT en los receptores 5-HT,z de fundus de
estdmago de rata (Figura 27). Se observé un aumento de hasta 1,6 veces el efecto
maximo en las ratas tratadas con celecoxib con respecto a los controles, mientras
que los valores de ECsy no se vieron afectados (ECsg = 240, 291 nM y Enax = 100,

156% de las ratas tratadas y controles, respectivamente) (P <0.01, t test).
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Figura 27: Efecto del tratamiento con celecoxib sobre la activacidon del receptor 5-HT,s
promovida por 5-HT. CCRAs de 5-HT en el receptor 5-HT,; de fundus de estémago de rata
de ratas control (a las que se les administré vehiculo) (e) y ratas tratadas con celecoxib (30
mg/kg/dia) (m). Los datos representan la media *+ eem de 12 ratas experimentales (12
controles y 12 tratadas).

Estudios inmunohistoquimicos

El fundus del estdmago de las ratas tratadas con celecoxib mostraron una
mayor inmunorreactividad para el receptor 5-HT,z que la mostrada por el mismo
tejido en las ratas control (Figuras 28A, B). El receptor se localizdé en las neuronas
del plexo de Auerbach tanto en los animales control como en los tratados, sin
embargo, la intensidad de la reaccidon inmunohistoquimica en estas neuronas fue
mayor en las ratas tratadas con celecoxib (Figura 28A) que en las ratas control
(Figura 28B). Se obtuvieron resultados similares en las valvulas adrtica y mitral

(Figuras 28C-F).
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Figura 28: Inmunorreactividad de receptores 5-HT,; de rata después de 21 dias de
tratamiento i.p. con celecoxib 30 mg/kg/dia. (A, C, E) vehiculo (B, D, F) celecoxib 30
mg/kg/dia. (A, B) plexo mientérico (C, D) valvula adrtica (E, F) valvula mitral (40x).

Se produjo reacciéon inmunopositiva para el receptor 5-HT,z tanto en los
fibroblastos de ratas tratadas como en los de ratas control, si bien el nimero de
células positivas y la intensidad de la inmunorreaccién fue mayor en las ratas

tratadas con celecoxib (Figura 28B, D, F) que en las ratas control (Figura 28A, C, E).
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Estudios histologicos

El estudio histoldgico de las valvulas mostré algunas diferencias en las ratas
tratadas en comparacion con los controles sin llegar a ser estadisticamente
significativas. Los hallazgos anatomopatoldgicos en las valvulas de las ratas tratadas
consistieron principalmente en un engrosamiento de la valvula acompafiado de un

mayor depdsito de GAGs nodular (Figura 29).

Figura 29: Efecto del tratamiento i.p. con celecoxib 30 mg/kg/dia durante 21 dias sobre la
morfologia de las valvulas cardiacas. (A, B) valvula adrtica, (C, D) valvula mitral (4x).
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Estudios de union de radioligandos

. Validaciéon de membranas CHO-K1 5-HT:p

Con el fin de determinar la cantidad de proteina por punto y la

concentraciéon de radioligando a utilizar asi como el correcto funcionamiento de las

membranas CHO-K1 5-HT,g preparadas, antes de llevar a cabo los estudios de unién

de radioligandos con los diferentes compuestos, se realizaron ensayos de linealidad

de proteina, saturacién de radioligando y competicion de compuestos con actividad

conocida sobre estos receptores, tanto con [3H]—LSD como con [3H]—5—HT (Figura 30).
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Figura 30: Validacion de membranas CHO-K1 5-HT,s con [*H]-LSD y [*H]-5-HT. (A, D)

Linealidad de proteina (B, E) Saturacion de radioligando (C, F) Competicion de estandares.

95



Resultados

En base a los resultados obtenidos se seleccionaron 5 ug de proteina por
pocillo en el caso de [*H]-LSD y 40 pg cuando se utiliza [®H]-5-HT. Asimismo se
selecciond 1 nM de [°H]-LSD o 10 nM de [*H]-5-HT como concentracién de

radioligando.

El valor de Kp obtenido para cada radioligando asi como el valor de K; para la
metisergida en cada caso, son consistentes con la bibliografia existente (Andrade y
cols. 5-Hydroxytryptamine receptors: 5-HT,s receptor. IUPHAR database (IUPHAR-
DB)).

« Celecoxib y valdecoxib no tienen afinidad por los receptores 5-
HT2py 5-HT24 humanos

Los compuestos evaluados mostraron muy baja afinidad por los receptores
5-HT,z recombinantes humanos expresados de forma estable en células CHO, a
concentraciones elevadas (10uM) apenas fueron capaces de desplazar la unidn
especifica del radioligando por lo que no se pudieron realizar curvas concentraciéon-

respuesta (Tabla 5).

Teniendo en cuenta que el receptor 5-HT,x media contraccion en aorta de
rata (Enguix y cols. 2003) y, por tanto, podria contribuir a la cardiotoxicidad
observada en estos compuestos, se decidid evaluar también la afinidad de celecoxib
y valdecoxib en este receptor, observdndose que ni celecoxib ni valdecoxib

muestran afinidad por el receptor 5-HT,4 (Tabla 5).
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Tabla 5: Afinidad de celecoxib y valdecoxib por los receptores 5-HT,, y 5-HT,z humanos. Se
muestra la media + eem de tres experimentos independientes (n=3) realizados con puntos
por duplicado.

% Desplazamiento unién
especifica del radioligando

5-HTZA 5-HTZB
Celecoxib 10 uM 23 17 +2
Valdecoxib 10 uM 3,2+0,7 28+6

o Celecoxib v valdecoxib modulan la afinidad de la 5-HT por el

receptor 5-HT2g humano

Con el fin de evaluar el efecto de los compuestos en el efecto mediado por
5-HT en el receptor 5-HT,g, se construyeron CCRAs de 5-HT en ausencia y presencia
de concentraciones equivalentes a las terapéuticas (Tabla 6) tanto de celecoxib

como de valdecoxib (Figura 31).

Tabla 6: Concentracidon plasmatica fisiolégica de 5-HT y concentraciones plasmaticas
descritas para las dosis terapéuticas usuales de celecoxib y valdecoxib.

Concentracion

plasmaética Bibliografia

Kema i.p. y cols, ] Chromatogr B
>-HT 2.8nM Biomed Sci Appl 2000; 747:33-48
Celecoxib 6.24 UM - 42.7 uM EMA Scientific Discussion 2005

FDA Clinical Pharmacologycal y

Val i 46 uM - 1. M
aldecoxib 0,46 1 85u Biopharmaceutics Review(s) 2001
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Se comprobé que, en ausencia de otros compuestos, la 5-HT mostré una K;
en el receptor 5-HT,5 de 4.5 nM, compatible con los datos previamente descritos
(Kursar y cols. 1994; Rothman y cols. 2000), mientras que, en presencia de
concentraciones similares a las terapéuticas (10-30 uM)(EMA 2005)(EMA 2005)
(EMA 2005) el celecoxib aumenta de forma significativa (P <0.01, t test) la afinidad
de concentraciones de 5-HT equivalentes a los niveles plasmaticos (0.1-10 nM) por
el receptor 5-HT,z humano. Este efecto también se observd con valdecoxib, sin
embargo, en este caso, sélo a concentraciones superiores a 1 uM (concentracion

equivalente a la terapéutica) (Figura 32).
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Figura 31: Efectos in vitro de concentraciones equivalentes a las dosis terapéuticas de
celecoxib y valdecoxib sobre la afinidad de 5-HT por el receptor 5-HT,z humano. Curvas
concentracién-respuesta (CCRs) de 5-HT en el receptor 5-HT,; humano marcado con [*H]-
LSD utilizando 5-HT 50 uM para determinar la unidon no especifica. Se representa el
porcentaje de unién de [*H]-LSD para cada concentracion de 5-HT en ausencia () y en
presencia de diferentes concentraciones de (A) celecoxib (10 (A), 30 (m) uM) y (B)
valdecoxib (1 (¢), 10 (A), 30 (m) uM). Se muestra la media + eem de un experimento
representativo de un total de tres experimentos independientes (n=3) realizados con
puntos por duplicado.
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Figura 32: Efectos in vitro de concentraciones equivalentes a las dosis terapéuticas de
celecoxib y valdecoxib sobre el % de unién especifica de 5-HT 1 nM al receptor 5-HT
humano. *P <0.01 t test.

. Celecoxib y valdecoxib no alteran significativamente la cinética

de union de la 5-HT en el receptor 5-HT»g humano.

Para examinar la posible alteracion de la cinética de unién de la 5-HT, se
llevaron a cabo experimentos de disociacién en ausencia y presencia de celecoxib y

valdecoxib (Figura 33).

El estudio cinético de ambos inhibidores de la COX-2 puso de manifiesto
que, aunque la velocidad a la que la 5-HT se disocia de su sitio de unién se vio
afectada, no hubo cambios significativos en las curvas de disociacién de 5-HT a

concentraciones comparables con los niveles plasmaticos terapéuticos (Tabla 7).
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Figura 33: Cinéticas de disociacidon de 5-HT en el receptor 5-HT,; humano en ausencia y
presencia de diferentes concentraciones de celecoxib y valdecoxib. (A) 5-HT en ausencia (®)
y en presencia de diferentes concentraciones de celecoxib (1 (¢), 10 (A ), 30 (m) uM) y (B) 5-
HT en ausencia (®) y en presencia de diferentes concentraciones de valdecoxib (0,1 (¢), 1
(A), 10 (m) puM). Se muestra un experimento representativo de un total de tres
experimentos independientes (n=3) realizados con puntos por duplicado.

Tabla 7: Constante de disociacion de la 5-HT en el receptor 5-HT,z humano en ausencia y
presencia de diferentes concentraciones de celecoxib y valdecoxib. Se muestra la media *
eem de un experimento representativo de un total de tres experimentos independientes
(n=3) realizados con puntos por duplicado.

Kott
(min™)
5-HT 1,718 £ 0,26
5-HT + Celecoxib 1uM 2,836 £ 0,44
5-HT + Celecoxib 10uM 1,921 +0,30
5-HT + Celecoxib 30uM 1,349+0,21
5-HT 1,836 £ 0,10

5-HT + Valdecoxib 0,1uM 2,689 + 0,39
5-HT + Valdecoxib 1uM 2,704 £ 0,46
5-HT + Valdecoxib 10uM 1,921 0,23
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Estudios funcionales celulares

Se evalud la activacion de los receptores 5-HT,g humanos midiendo la

acumulacién de IP; en células CHO-5-HT,; (ver Material y métodos).

o Celecoxib y valdecoxib por si mismos no activan el receptor 5-

HT2g humano

Tanto el celecoxib como el valdecoxib provocaron un aumento en la
acumulacién de IP; a altas concentraciones. A la concentracién terapéutica,
celecoxib mostré una ligera activacion (26 %, 10 uM), mientras que valdecoxib no

ejercio ningun efecto (0.5 %, 1 uM) (Figura 34, Tabla 8).
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Figura 34: Efectos in vitro de celecoxib y valdecoxib en el receptor 5-HT,g humano. CCRs de
5-HT (e), celecoxib (m) y valdecoxib (A ).Se muestra la media + eem de un experimento

representativo de un total de tres experimentos independientes (n=3) realizados con
puntos por duplicado.
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Tabla 8: Potencia (ECso) y eficacia (Emay) de la 5-HT, el celecoxib y el valdecoxib en el
receptor 5-HT,; humano. Los datos representan la media + eem de 3 experimentos
independientes realizados con puntos por duplicado.

ECso (nM) Emax (%)
5-HT 0,87+ 0,49 100+ 7
Celecoxib - 266
Valdecoxib - 4+8

*
Compuesto inactivo. La K;no puede ser calculada.

o Celecoxib v valdecoxib modulan el efecto de la 5-HT en el

receptor 5-HT2g humano

Cuando se construyeron CCRs de 5-HT en presencia de estos compuestos, el
celecoxib (10 uM) potencié significativamente (P <0.01, t test) la acumulacion de 1P,
inducida por 5-HT 0.01-0.1 nM (de 0.4y 8.6 % a 71 y 76 % respectivamente) (Figura
35A). El valdecoxib (10uM) potencid significativamente (P <0.05, t test) el efecto de
la concentracidn mas baja de 5-HT (0,01 nM) (Figura 35B).
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Figura 35: Efectos in vitro de celecoxib y valdecoxib sobre la respuesta del receptor 5-HT,z
humano a 5-HT. CCRs de 5-HT en ausencia (®) y presencia de diferentes concentraciones (1
(A), 10 (m) uM) de (A) celecoxib y (B) valdecoxib. Se muestra la media £ eem de un

experimento representativo de un total de tres experimentos independientes (n=3)
realizados con puntos por duplicado.

I1. ISRS: FLUOXETINA

Estudios funcionales ex vivo

Se realizaron estudios funcionales en fundus de estdmago de rata con el fin

de evaluar la respuesta inducida por el farmaco sobre el tejido.

. La fluoxetina se comporté como un agonista parcial de los

receptores 5-HT2g de fundus de estdmago de rata.

La fluoxetina causé una estimulacién leve de los receptores 5-HT,g de fundus

de estdmago de rata (a concentraciones superiores a 10uM alcanzé un 35 % del

efecto de 5-HT) (Figura 36A).

Sin embargo, cuando las CCRAs del agonista enddgeno (5-HT) se realizaron
en presencia de fluoxetina, se encontré que ésta era capaz de aumentar

ligeramente el efecto de bajas dosis de 5-HT (20 % de incremento), mientras que, al
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mismo tiempo, inhibia el efecto de 5-HT de forma concentracién-dependiente

(Figura 36B).
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Figura 36: Efectos in vitro de la fluoxetina en el receptor 5-HT,z de fundus de estdmago de
rata directos y sobre la respuesta a 5-HT. (A) CCRAs de 5-HT (e) o fluoxetina (m). (B) CCRAs
de 5-HT en ausencia (®) y en presencia de diferentes concentraciones (10 (A ), 30 (m) uM)
de fluoxetina. Los puntos representan la media + eem de 4 experimentos independientes.

Tratamiento farmacoldgico

« Tratamiento con fluoxetina

Con el fin de evaluar las posibles implicaciones in vivo del comportamiento
observado, se llevé a cabo un experimento con ratas a las que se administrd un

tratamiento consistente en 10 mg/kg/dia de fluoxetina durante 21 dias.

Niveles plasmaticos de 5-HT

Tras el analisis cuantitativo de la 5-HT en plasma libre de plaquetas se
observé que el tratamiento con fluoxetina no alteraba significativamente los niveles

de 5-HT circulante (Figura 37).
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Figura 37: Niveles plasmaticos de 5-HT tras 21 dias de tratamiento con fluoxetina 10

mg/kg/dia. Los datos representan la media = eem de 12 ratas experimentales (12 controles
y 12 tratadas).

Estudios funcionales ex vivo

El tratamiento de 21 dias con fluoxetina 10 mg/kg/dia disminuyo

significativamente (P <0.01, t test) la respuesta de 5-HT en fundus de estdmago de

rata (Figura 38).

% Eppay (5-HT)

Log [5-HT] (M)

Figura 38: Efecto del tratamiento con fluoxetina en la activacién del receptor 5-HTs
promovida por 5-HT. CCRAs de 5-HT en el receptor 5-HT,; de fundus de estémago de rata
de ratas control (tratadas con vehiculo) (®) y ratas tratadas con fluoxetina (10 mg/kg/dia)

(m). Los datos representan la media + eem de 12 ratas experimentales (12 controles y 12
tratadas).
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Se observd una disminucidon de la potencia de la 5-HT de hasta 10 veces sin
afectar el efecto maximo en ratas tratadas en comparacién con las ratas control
(ECso = 363, 2931 nM y Enax = 100, 100 % de las ratas tratadas y los controles,

respectivamente).

Estudios inmunohistoquimicos

Una vez evaluados inmunohistoquimicamente, se observd que los fundus de
estbmago de las ratas tratadas con fluoxetina mostraron una mayor
inmunoreactividad para el receptor 5-HT,z que los mismos tejidos de las ratas
control (Figura 39A, B). El receptor se localiza en las neuronas del plexo de
Auerbach tanto en las ratas control como en las tratadas, pero la intensidad de la
reaccion inmunohistoquimica en estas neuronas es mayor en las ratas tratadas con
fluoxetina (Figura 39B) en comparacion con las ratas control (Figura 39A).
Resultados similares se observan en las valvulas adrtica y mitral (Figura 39C-F),
donde la reaccién inmunopositiva para el receptor 5-HT,z se mostré en los
fibroblastos de ambos grupos de ratas, sin embargo, el nimero de células positivas
y la intensidad de inmunorreaccién fue mayor en las ratas tratadas con fluoxetina

(Figura 39D, F) en comparacién con la de las ratas control (Figura 39C, E).
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Figura 39: Inmunorreactividad de receptores 5-HT,; de rata después de 21 dias de
tratamiento i.p. con fluoxetina 10 mg/kg/dia. (A, C, E) vehiculo (B, D, F) fluoxetina 10
mg/kg/dia. (A, B) plexo mientérico (C, D) valvula aértica (E, F) valvula mitral (40x).
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Estudios histologicos

El andlisis histoldgico de las valvulas mostrd algunas diferencias en las ratas
tratadas en comparacién con los controles, principalmente en forma de
engrosamiento de la vdlvula y depdsito de GAG nodular, siendo estadisticamente

significativa (P <0.05, chi-cuadrado) en las valvulas aérticas (Figura 40).

Figura 40: Efecto del tratamiento i.p. con fluoxetina 10 mg/kg/dia durante 21 dias sobre la
morfologia de las valvulas cardiacas. (A, C) vehiculo (B, D) fluoxetina 10 mg/kg/dia. (A, B)
valvula adrtica, (C, D) valvula mitral (4x).

Estudios de union de radioligandos

 La fluoxetina se une al receptor 5-HT;g humano con baja

afinidad.

Cuando se estudié el comportamiento de la fluoxetina en receptores 5-HTg

recombinantes humanos expresados de forma estable en células CHO, ésta mostré
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baja afinidad, desplazando la unién de [*H]-LSD 1 nM con un valor de K; de 2514
nM, mientras que la 5-HT mostré una K; de 3.4 nM, compatible con los datos

previamente descritos (Kursar y cols. 1994; Rothman y cols. 2000)(Figura 41).
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Figura 41: Afinidad de la 5-HT y la fluoxetina por el receptor 5-HT,z humano. CCRs de 5-HT
(®) y fluoxetina (m) en el receptor 5-HT,s humano marcado con [*H]-LSD utilizando 5-HT 50
UM para determinar la unién no especifica. Se representa el porcentaje de unién de [°H]-
LSD para cada concentracidon de compuesto. Se muestra un experimento representativo de
un total de tres experimentos independientes (n=3) realizados con puntos por duplicado.

. La fluoxetina no afecta a la afinidad de la 5-HT por el receptor 5-

HT,g humano

Cuando se construyeron CCRs de 5-HT en presencia de diferentes
concentraciones de fluoxetina, el aumento del desplazamiento de la unién del
radioligando a bajas concentraciones de 5-HT se corresponde con el provocado por

la propia fluoxetina a las concentraciones estudiadas (Figura 42).

109



Resultados

125+

1004

254

04

% Union especifica ([3H]-LSD)

L) L)
11 10 -9 -8 -7 -6 -5 -4
Log [5-HT] (M)

Figura 42: Efectos in vitro de concentraciones equivalentes a las dosis terapéuticas de
fluoxetina sobre la afinidad de 5-HT por el receptor 5-HT,s humano. CCRs de 5-HT en el
receptor 5-HT,; humano marcado con [*H]-LSD utilizando 5-HT 50 uM para determinar la
unién no especifica. Se representa el porcentaje de unién de [*H]-LSD para cada
concentracién de 5-HT en ausencia (®) y en presencia de diferentes concentraciones (0.1
(x), 0.5 (A), 1 (), 2 (¢), 10 (A), 30 (m) uM) de fluoxetina. Se muestra un experimento
representativo de un total de tres experimentos independientes (n=3) realizados con
puntos por duplicado.

Estudios funcionales celulares

Se evalud la activacion de los receptores 5-HT,z humanos midiendo la

acumulacién de IP; en células CHO-5-HT> (ver Material y Métodos).

. La fluoxetina no activa los receptores 5-HT2g humanos

Se observd que la fluoxetina causé un ligero aumento en la acumulacion de

IP; Unicamente a la concentracion mas alta ensayada (100 uM) (Figura 43).

110



Resultados

125+
1004
-
T 754
v
3
S 50
w
J
X 25
O- m - - /
L) L) L) L) L) L) L) L) L]
12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3

Log [ 1 (M)
Figura 43: Efectos in vitro de la fluoxetina en el receptor 5-HT,3 humano. CCRs de 5-HT (e) y

fluoxetina (m). Se muestra la media + eem de un experimento representativo de un total de
tres experimentos independientes (n=3) realizados con puntos por duplicado.

. La fluoxetina a altas concentraciones potencia el efecto de la 5-

HT en el receptor 5-HT2g humano

La fluoxetina mostré un aumento del efecto de altas concentraciones de 5-

HT (0,1-1 uM) a 10 uM (Figura 44, Tabla 9).
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Figura 44: Efectos in vitro de la fluoxetina sobre la respuesta del receptor 5-HT,z humano a
5-HT. CCRs de 5-HT en ausencia (®) y presencia de diferentes concentraciones (0.1 (x), 1 (¢),
2 (A), 10 (m) uM) de fluoxetina. Se muestra la media + eem de un experimento
representativo de un total de tres experimentos independientes (n=3) realizados con
puntos por duplicado.
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Tabla 9: Potencia (ECsy) y eficacia (Ema) de la 5-HT en el receptor 5-HT,; humano en
ausencia y presencia de distintas concentraciones de fluoxetina. Los datos representan la
media + eem de 3 experimentos independientes realizados con puntos por duplicado.

Emax

EC50 (nM) (% Emax 5'HT)

5-HT 1,32+0,3  99,2+3,38
5-HT + Fluoxetina 0.1uM  1,35+0,5  104,2+8,1
5-HT + Fluoxetina 1pM 1,26+0,5 104,1+7,9
5-HT + Fluoxetina 2puM 1,55+0,7 110,2+10,5
5-HT + Fluoxetina 10uM  5,01+0,8  122,5+4.4

Teniendo en cuenta las concentraciones de fluoxetina plasmaticas
alcanzadas en los tratamientos convencionales (Tabla 10), Unicamente dosis por
encima del umbral superior de este intervalo (10 uM) potenciaron
significativamente (P <0.05, t test) la acumulacion de IPs inducida por 0,1 — 1 uM 5-

HT en el receptor 5-HT,z humano.

Tabla 10: Concentracion plasmatica fisiolégica de 5-HT y concentraciones plasmaticas
descritas para las dosis terapéuticas usuales de fluoxetina.

Concentracion

plasmatica Bibliografia

Kema i.p. y cols, ] Chromatogr B

HT 2.8nM
> &n Biomed Sci Appl 2000; 747:33-48

FDA Approved Labeling Enclosure

Fluoxetina 0,47-1,62 uM (NDA 18-936/5-064)
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El objetivo de la presente Tesis Doctoral fue estudiar las implicaciones de la
modulacion de los efectos de la 5-HT ejercida por farmacos en los receptores 5-
HT,g. Para ello se han estudiado dos grupos de farmacos: inhibidores selectivos de
la COX-2 (celecoxib, valdecoxib), e inhibidores selectivos de la recaptacion de 5-HT

(fluoxetina).

Aparte de su papel fisiolégico en la mediacién de las acciones de la 5-HT, los
receptores 5-HT,g estan asociados con diferentes patologias vasculares (Brea y cols.
2010; Jaffré y cols. 2009). Estos receptores participan en el desarrollo del sistema
cardiovascular (Nebigil y cols. 2000), regulan el desarrollo y crecimiento de los
cardiomiocitos (Jaffré y cols. 2004), y su activacién se ha relacionado con la
hipertrofia cardiaca (Jaffré y cols. 2009; Jaffré y cols. 2004) y con la hipertensién
pulmonar (Zopf y cols. 2011). Su activaciéon junto con la inhibicion del transportador
de serotonina juega un papel importante en la patogénesis de las valvulopatias

inducidas por 5-HT (Elangbam y cols. 2008; Hutcheson y cols. 2011; Roth 2007).

A finales de la década de 1990, la fenfluramina y la dexfenfluramina, se
asociaron con anomalias valvulares caracteristicas de pacientes que presentaban
dafio cardiaco causado por tumores cancerigenos secretores de 5-HT (Connolly y
cols. 1997). En el afio 2000, se comprobd que la norfenfluramina, un agonista de los
receptores 5-HT,p (Fitzgerald y cols. 2000; Rothman y cols. 2000), también puede
inducir valvulopatias. En 2007, dos grandes estudios epidemioldgicos europeos
(Schade y cols. 2007; Zanettini y cols. 2007) estudiaron la relacion entre anomalias
en las vdlvulas mitral, adrtica y tricispide y el uso de los agonistas dopaminérgicos
con efecto antiparkinsoniano pergolida y carbegolida, que también son potentes
agonistas del receptor 5-HT,z. Ambos estudios concluyeron que el tratamiento con
estos farmacos se asocia con un riesgo significativamente mayor de insuficiencia

valvular cardiaca.

Estos descubrimientos han hecho que se evalle la actividad en receptores 5-
HT,p de los candidatos a farmaco y sus principales metabolitos antes de avanzar en

las etapas de desarrollo y llegar a ensayos clinicos (Cosyns y cols. 2012; Elangbam
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2010; Huang y cols. 2009; Hutcheson y cols. 2011). Sin embargo, no es frecuente
llevar a cabo estudios que evalien mecanismos indirectos de activacion de estos

receptores, tales como modulacion alostérica o selectividad funcional.

Los recientes avances en receptores acoplados a proteinas G han desafiado
las definiciones farmacoldgicas tradicionales de agonismo, antagonismo, afinidad y
eficacia, ya que recientemente se han detectado numerosas interacciones ligando-
receptor que no pueden ser explicadas adecuadamente por la teoria clasica de los
receptores. El descubrimiento de la selectividad funcional y del alosterismo ha
abierto nuevos caminos para el disefio y el descubrimiento de nuevos farmacos. Por
ello, estas “nuevas” formas de interaccién ligando-receptor también deben ser
tenidas en cuenta a la hora de evaluar la seguridad de candidatos a farmaco,
pudiendo ser las responsables de reacciones adversas de diversos compuestos

hasta ahora sin explicacién mecanistica.

A la luz del papel que se atribuye al receptor 5-HT,; en la patogénesis de la
valvulopatia cardiaca, en la presente Tesis Doctoral se estudiaron los efectos de
compuestos que potencialmente interaccionarian con este receptor sobre la

farmacologia del mismo.

Inhibidores selectivos de la COX-2

Los farmacos inhibidores selectivos de la COX-2, comUnmente conocidos
como coxibs, se desarrollaron en los afios 90 con el objeto de obtener analgésicos
con una menor incidencia de efectos adversos gastrointestinales (Meade y cols.
1993; Seibert y cols. 1994; Silverstein y cols. 2000; Vane y cols. 1998). Sin embargo,
entre otras razones, el incremento en la incidencia de efectos adversos
cardiovasculares severos (Bombardier y cols. 2000; Bresalier y cols. 2005; Kearney y
cols. 2006; Layton y cols. 2008; Roumie y cols. 2009; Silverstein y cols. 2000;
Solomon vy cols. 2008; Spalding y cols. 2007; Trelle y cols. 2011), llevé a la retirada
voluntaria del mercado de varios de estos farmacos, tal es el caso de rofecoxib

(Ceoxx®, Recox®, Vioxx®), valdecoxib (Bextra®) y Lumiracoxib (Prexige®, Stellige®).
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Distintos experimentos y ensayos clinicos permitieron proponer que estos
efectos adversos cardiovasculares se deben principalmente a un desequilibrio entre
las concentraciones plasmaticas de TXA,, sintetizado por la COX-1 en las plaquetas,
y de PGl,, un producto del metabolismo del acido araquidénico mediado por la
COX-2 en las paredes vasculares. El bloqueo permanente de las prostaglandinas
dependientes de la COX-2, incluyendo PGE; y PGl,, sin un cambio concomitante en
los niveles de TXA,, podrian inclinar el “balance” tromboxano/ prostaciclina, dando
lugar a una predisposicidon a la trombosis, la hipertension y la aterosclerosis (Funk y

FitzGerald 2007).

Sin embargo, considerando las afinidades relativas de los coxibs por la COX-1
y COX-2 (FitzGerald y Patrono 2001), esta explicacion no parece completamente
coherente (Warner y Mitchell 2008). Los AINEs sin riesgo cardiovascular son
también potentes inhibidores de la COX-2 con diferente selectividad para COX-1 o
COX-2. Este es el caso, por ejemplo, del ketorolaco, un AINE tipico utilizado para
tratar el dolor. Este AINE ha mostrado en ensayos in vitro que, a pesar de ser
selectivo para la COX-1, es también un potente inhibidor de la COX-2, incluso mas
gue muchos de los inhibidores selectivos de la COX-2 (Hawkey 2006). Por todo esto
no se deberian descartar otros posibles mecanismos que podrian contribuir a la

toxicidad cardiaca asociada con estos compuestos.

Un estudio quimiogendmico realizado en el marco del proyecto EU-ADR
(FP7/2007-2013) (EU-ADR Project Website) predijo que el celecoxib y el valdecoxib,
podrian interactuar con los receptores 5-HT,s. Por otra parte, se ha descrito la
interaccion directa de valdecoxib con este receptor (Roth National Institute of
Mental Health's Psychoactive Drug Screening Program (NIMH PDSP)). A la vista de
estos datos propusimos la hipdtesis de que los efectos cardiovasculares adversos
asociados con los inhibidores de la COX-2 pueden ser, al menos en parte, debidos a

la interaccion entre estos compuestos y los receptores 5-HTg.

Para probar esta hipotesis inicialmente evaluamos el efecto de celecoxib y

valdecoxib en estudios funcionales in vitro sobre receptores 5-HT,s de fundus de
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estdbmago de rata. Estos estudios en tejidos aislados de animales de
experimentacion tienen la ventaja de que permiten una cuantificacién precisa de la
respuesta evitando la interaccion con otros drganos y sistemas asi como
interferencias de procesos farmacocinéticos. El tejido utilizado para estos estudios
fue el fundus de estémago de rata, puesto que es el tejido de eleccién para la

evaluacion funcional de los receptores 5-HT,p (Brea y cols. 2010; Vane 1957).

Se llevaron a cabo CCRAs (Van Rossum 1963) de 5-HT, observandose una
contraccion concentracién-dependiente del tejido con una potencia compatible con
la presencia de receptores 5-HT,s (EC50=141 nM, descrito 120 nM; (Villazén y cols.
2003)). También se realizaron las CCRAs de celecoxib y valdecoxib, comprobandose
que estos compuestos no activan los receptores 5-HT,z por si mismos,
observandose Unicamente una pequefia estimulacidn a las concentraciones mas
altas ensayadas (1 - 3 uM) (8.1 % del efecto de la 5-HT para celecoxib y 13.9 % del

efecto de la 5-HT para valdecoxib). .

Para discernir si el celecoxib y el valdecoxib podrian interaccionar
indirectamente con los receptores 5-HT,z de fundus de estomago de rata, se
llevaron a cabo CCRAs de 5-HT, en ausencia y en presencia de los mismos. Los datos
obtenidos muestran que ambos compuestos incrementan tanto la potencia como la
eficacia de la 5-HT en el receptor 5-HT,z de forma concentracién-dependiente,
llegando a valores de E.x superiores a 130 % de la E.nax de la 5-HT (P <0.01, t test).
En el caso de valdecoxib se observa una potenciacion de la respuesta del receptor
para todas las concentraciones de 5-HT de la CCRA, mientras que en el caso de
celecoxib tan sélo se observa a concentraciones altas del agonista endégeno. Estos
resultados revelan que los dos compuestos median una modulacién indirecta del
efecto de la 5-HT en este receptor. Estos resultados descartan una modulacién
cinética como explicacién de este fendmeno puesto que la modulacién ejercida por
celecoxib y valdecoxib se observa tras una preincubacién de 30 min de los

compuestos antes de la construccién de las CCRA de 5-HT.
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Como se ha comentado anteriormente (ver Introduccidon) no se conoce
exactamente el mecanismo por el cual la 5-HT media la contraccién del fundus de
estdmago de rata, con lo que la potenciacion observada podria deberse a la propia
inhibicién de la COX-2 ejercida por estos compuestos. La inhibicion de la COX-2 por
parte de los coxibs podria favorecer una acumulacidon de AA. Por otra parte, se ha
descrito que los receptores 5-HT,z humanos expresados en lineas celulares
estimulan la PLA; con la consiguiente liberacion de AA (Cussac y cols. 2008), por
tanto el AA podria estar implicado en el proceso y contribuir a potenciar la
contraccion del tejido. Para estudiar este posible mecanismo se llevaron a cabo
CCRAs de 5-HT en ausencia y presenca de acido aristoldquico, un inhibidor selectivo
de la PLA, (Moreno 1993). No se observaron diferencias significativas ni en la
potencia (ECso) ni en la eficacia (Emax) de la 5-HT en presencia y ausencia de acido
aristoléquico, sin embargo, cuando estas curvas se llevaron a cabo en presencia de
celecoxib y valdecoxib se observé un incremento de la eficacia y/o de la potencia de
la 5-HT en ambos casos. El hecho de que se observe una potenciacion del efecto de
la 5-HT en ausencia de AA descarta que el efecto observado se deba a la actividad
inhibidora de la COX-2, puesto que si asi fuera éste vendria mediado por el AAy, en

Su ausencia, no se observaria.

La potenciacidon del efecto de la 5-HT mediada por celecoxib y valdecoxib
junto con la pequefa estimulacién observada en las CCRAs de estos compuestos,
seria compatible con una modulacion alostérica de ambos compuestos en el
receptor 5-HT,z de fundus de estdémago de rata. Otra posibilidad seria un
comportamiento ago-alostérico de estos compuestos. Los ligandos ago-alostéricos
son aquellos que actian como agonistas (parciales o totales) de los receptores, pero
que cuando se coadministran con el ligando enddgeno incrementan su eficacia y/o
su potencia desplazando la CCRA del agonista ortostérico hacia la izquierda

(Kenakin 2001; Langmead y Christopoulos 2006; Schwartz y Holst 2007)

La forma mas adecuada para detectar y validar un agonismo alostérico es

determinar el efecto de un antagonista ortostérico en las CCRAs del agonista en
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presencia del modulador alostérico (Langmead y Christopoulos 2006; May y cols.
2007). En esta situacién, la capacidad del antagonista ortostérico para inhibir la
contraccion mediada por el receptor 5-HT,g disminuiria progresivamente a medida
que aumenta la concentracién del modulador. Por este motivo se realizaron CCRAs
en presencia de un antagonista conocido del receptor 5-HT,g: rauwolscina (Villazén
y cols. 2003). Se observé que el efecto de la 5-HT es antagonizado por la
rauwolscina, con un valor pKg de 7.28 (pA, = 7.52; (Villazén y cols. 2003)). Sin
embargo, cuando celecoxib o valdecoxib se co-incubaron con rauwolscina, la CCRA
de 5-HT en presencia del antagonista se desplazd a la izquierda, mostrando que el
efecto observado con ambos compuestos no se debe a interacciones en el sitio de
unidn ortostérico de la 5-HT. La co-incubaciéon de rauwolscina con celecoxib o
valdecoxib condujo a la reduccion de la potenciacion de la En.x de la 5-HT observada
en ausencia de rauwolscina. Esto sugiere que las conformaciones inducidas en el
receptor 5-HT,z por la unién simultdnea de estos compuestos y un antagonista
ortostérico son diferentes de las inducidas cuando se administran solos (May y cols.

2007).

Esta modulacion puede ser compatible con un comportamiento ago-
alostérico en los receptores 5-HT,z, puesto que ligandos que actdan en un sitio
alostérico son capaces de aumentar la eficacia del agonista endégeno y también de
ejercer un efecto por si mismos (Smith y cols. 2011). Esta accién se atribuye a un
cambio conformacional en los receptores después de la union alostérica, que
promoveria un aumento de la poblacién de receptores en conformaciones activas,
incrementandose en presencia del agonista ortostérico que, al unirse a las

conformaciones activas, desplazaria aun mas el equilibrio (May y cols. 2007).

Actualmente existen diversas teorias acerca del lugar de unién de los
agonistas alostéricos ya que, de momento, se han caracterizado los lugares de
union de pocos moduladores que actien como agonistas alostéricos. De todas
formas, en todos los casos se ha comprobado que existe un importante

solapamiento con el sitio de union ortostérico del agonista. Por ejemplo el agonista
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selectivo por el receptor M; AC-42 se describié como un ligando alostérico (Spalding
y cols. 2006) que comparte varias posibles interacciones con el agonista carbacol en
la parte interna del dominio transmembrana Il (Schwartz y Holst 2007). Este
solapamiento concuerda con las actividades agonistas, pero el hecho de que
ademds se comporten como moduladores alostéricos no concuerda con la
existencia de sitios de unidn comunes con el ligando ortostérico, ya que
generalmente se propone que un modulador alostérico se una al receptor
simultaneamente al ligando ortostérico pero en un sitio de union distinto para

modular la afinidad y/o la funciéon de éste ultimo (Neubig y cols. 2003).

Una posible explicacion para este fenomeno (Schwartz y Holst 2007) seria
qgue el modulador ago-alostérico pueda presentar distintos modos de unién al
receptor, es decir, cuando se administra solo interacciona con residuos del sitio de
unién ortostérico, lo que explicaria su ligera actividad agonista. Sin embargo, en
presencia del agonista endégeno, que ocuparia el lugar de unién ortostérico con
alta afinidad, el ligando alostérico adoptaria un segundo modo de unién, que seria
compatible con el descrito para los moduladores alostéricos. Este modelo se ha
propuesto para enlazar los sitios de union alostéricos y ortostéricos del receptor M,

(Steinfeld y cols. 2007).

Con el fin de determinar si esta modulacién puede ocurrir en el uso
terapéutico de estos farmacos, se trataron ratas Sprague-Dawley con celecoxib
durante 21 dias. La dosis utilizada (30 mg/kg/dia) fue seleccionada en base al rango
de dosificacion (entre la dosis minima y maxima eficaz en el paw swelling test), que
es 10-50 mg/kg/dia (Niederberger y cols. 2001). Se ha descrito que 24 horas
después de la administracién el 80-90 % del celecoxib es excretado en ratas macho
(Paulson y cols. 2000). En el presente estudio, las ratas se sacrificaron 24 horas
después de la administracién de la dosis final el dia 21, para descartar la posible

interferencia de cualquier resto de celecoxib circulante.

El tratamiento indujo un aumento significativo (56 %) en la Eax de la 5-HT en

los receptores 5-HT,z de fundus de estdmago en las ratas tratadas respecto a las

121



Discusién

ratas control, sin alterar significativamente la ECso. La aplicacion de técnicas
inmunohistoquimicas sobre cortes seriados mostré que el tratamiento con
celecoxib aumentd la inmunorreactividad y funcionalidad de los receptores 5-HTg
en el fundus de estdmago de las ratas tratadas con celecoxib respecto a los
controles, lo que sugiere un aumento en la expresién del receptor después de
tratamiento con celecoxib, que puede explicar el aumento en la Eaxde la 5-HT, en

base a un fendmeno de up-regulation de estos receptores.

Al evaluar inmunohistoquimicamente las valvulas adrtica y mitral, se
obtuvieron resultados andlogos, la inmunorreactividad en las vélvulas de las ratas
tratadas fue superior a la presente en las de las ratas control, lo que sugiere que un
aumento similar en la sensibilidad de los receptores 5-HT,z puede ocurrir en las
valvulas del corazén y por lo tanto refuerza la hipdtesis de que estos receptores

pueden contribuir a las reacciones adversas asociadas a los inhibidores de la COX-2.

Cuando estas valvulas se estudiaron histolégicamente, se comprobd que,
pese a no haber diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de
tratamiento y el grupo control, el tratamiento con celecoxib fue capaz de promover
cambios morfoldgicos en las valvulas de algunas de las ratas tratadas, similares a los
observados en la valvulopatia cardiaca (Bhattacharyya y cols. 2009), basicamente,
engrosamiento de la valvula acompafiado de un mayor depdsito de GAGs, lo que
podria llevar a una mala coadaptacion de las valvas y los consiguientes problemas

de regurgitacion valvular.

La up-regulation farmacoldégica se atribuye a una poblacién conformacional
de los receptores inducida por el modulador, que seria menos sensible a la
internalizacién y, por lo tanto, el equilibrio entre la internalizacidn y el reciclado se
desplaza hacia un aumento en la expresion del receptor (May y cols. 2005). Se han
descrito resultados similares a los mostrados aqui en receptores muscarinicos M,
humanos, en los que la exposicion prolongada a los moduladores alostéricos causé
la up-regulation de la expresidn de los mismos en la superficie y aumento la

respuesta celular (May y cols. 2005). May y cols observaron que la exposicion
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durante 24 horas al modulador alostérico positivos galamina cambid las
propiedades de sefializaciéon de los receptores mACh M, mediante un mecanismo
gue puede implicar una modificacion en las propiedades de internalizacion de los
mismos, lo que se traduciria en una up-regulation de estos receptores en la

membrana celular.

Con el fin de evaluar si los efectos observados podian ser debidos a un
aumento de la 5-HT circulante, se cuantificd su concentracidon en plasma libre de
plaquetas. Los resultados mostraron que el tratamiento con celecoxib no alteré los

niveles de 5-HT plasmatica.

Para determinar si tendria lugar una modulacién similar en los receptores
humanos, se evaluaron los efectos de celecoxib y valdecoxib en receptores 5-HTg
humanos recombinantes. En primer lugar se evaludé la afinidad de celecoxib vy
valdecoxib sobre los receptores 5-HT,; humanos mediante estudios de unidn de
radioligandos, comprobandose que los compuestos evaluados poseen muy baja
afinidad por estos receptores (% de desplazamiento de la unién del radioligando a

10 uM en torno a 20 %).

La elevada homologia estructural existente entre los receptores del subtipo
5-HT, (Hoyer y cols. 2002), hizo que resultase de interés el evaluar su afinidad por
los receptores 5-HT,4. Estos receptores se encuentran en el musculo liso vascular
mediando la contracciéon de los vasos sanguineos (Roth y cols. 1998), con lo que una
activacion concomitante de los receptores 5-HT,o y 5-HT,z aumentaria
considerablemente el riesgo de efectos adversos cardiovasculares. Sin embargo, ni
celecoxib ni valdecoxib mostraron afinidad por el sitio de unién de la 5-HT en el

receptor 5-HTa.

Sin embargo, cuando estos compuestos se administraron a las
concentraciones plasmaticas terapéuticas (EMA 2005; FDA 2001) en presencia de
concentraciones fisiologicas de 5-HT (Kema y cols. 2000), la union de la 5-HT a los

receptores 5-HT,g aumentd significativamente (P <0.01 t test), mostrando que, a
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estas dosis, estos compuestos aumentan la afinidad del agonista enddgeno por los

receptores 5-HTg.

Estudios cinéticos mostraron que la velocidad de disociacion de la 5-HT de
los receptores 5-HT,s humanos es muy rdpida (Ko = 1,718 a 1,836 min'l). La
tecnologia utilizada en los ensayos de unién de radioligandos hace dificil detectar
pequefias variaciones en este rango de tiempos, sin embargo, aunque no
significativa, se observd una tendencia de estos compuestos a ralentizar la
disociacion de la 5-HT. Este efecto cinético es consistente con el perfil de unidn
observado en los ensayos de unién en el equilibrio, puesto que un mayor tiempo de

unién al receptor, puede explicar la potenciacién observada.

Para evaluar la repercusion funcional que podria tener la modulacién
observada, se procedié a la realizacidon de estudios funcionales en la linea celular
CHO-5-HT,3 humana. Se midié la acumulacién de inositol-fosfato después del
tratamiento de las células con celecoxib o valdecoxib, observandose que, mientras
que el valdecoxib a una concentracién equivalente a su dosis terapéutica (1 uM) no
dio lugar a una estimulacién significativa de la acumulacién de IP4, el tratamiento
con concentraciones mas altas (10 uM) activd los receptores en un 5 %. La
estimulacion de los receptores 5-HT,g por una concentracidén equivalente a la dosis
terapéutica de celecoxib (10 uM) fue del 25 % del efecto maximo de la 5-HT.
Cuando estos compuestos se co-incubaron con 5-HT, tanto celecoxib como
valdecoxib ejercieron un efecto concentracidon-dependiente potenciando
concentraciones bajas de 5-HT (0.01 — 0.1 nM). Celecoxib (10 uM) fue capaz de
aumentar la respuesta de bajas concentraciones de 5-HT un 75 %, mientras que el
valdecoxib indujo un aumento menor (25 %) a concentraciones superiores a la dosis
terapéutica (10 uM). Estos datos, junto con la escasa union observada, sugieren que
ambos compuestos podrian estar ejerciendo una modulacidn del efecto de la 5-HT
en el receptor 5-HT,z a través de un mecanismo consistente con un ago-

alosterismo.
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A pesar de la alta homologia que presenta este receptor entre diferentes
especies (79 % con los receptores de rata), las diferencias observadas entre los
receptores 5-HT,g humanos y los receptores 5-HT,z de rata se pueden atribuir a la
selectividad interespecie. Sin embargo, se ha descrito que los moduladores
alostéricos son capaces de influir en la sefializacion del receptor mediante la
seleccién de poblaciones conformacionales que son selectivas para una via efectora
con respecto a otra (Kenakin 2009; Keov y cols. 2011; Smith y cols. 2011), lo que
proporcionaria mas pruebas del posible comportamiento alostérico de estos
compuestos . Esto debe ser tenido en cuenta en la interpretacion de los resultados
mostrados anteriormente, ya que la funcidon en el receptor 5-HT,s humano se
caracterizo a través de la medida de la formacion de inositol fosfato, mientras que
la via efectora de la contraccion inducida por el receptor 5-HT,z en fundus de

estdmago de rata no esta claramente definida (Brea y cols. 2010).

Asi, el estudio de inhibidores selectivos de la COX-2 permitié observar que la
potenciacidn indirecta ejercida tanto por celecoxib como por valdecoxib en la
respuesta de 5-HT en receptores 5-HT,; tanto de rata como humanos, es
compatible con una modulacién ago-alostérica. Esto tuvo una correspondencia ex
vivo puesto que la administracion diaria de celecoxib a ratas Sprague Dawley indujo
una up-regulation de estos receptores tanto en fundus de estdbmago como en las
valvulas cardiacas que, en algunos individuos, vino acompanada de cambios
morfolégicos en las valvulas similares a los descritos en valvulopatias cardiacas.
Estos resultados apoyan la hipotesis de que esta modulacidon puede contribuir, al
menos en parte, al aumento del riesgo cardiovascular descrito para estos

compuestos.

Inhibidores selectivos de la recaptacion de 5-HT

La fluoxetina inhibe la recaptacion de 5-HT y aumenta su biodisponibilidad,
ademads, estudios recientes han demostrado que la fluoxetina, a concentraciones

terapéuticas (1 — 2 uM), actia como agonista del receptor 5-HT,g en cultivos de
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astrocitos de ratén. En ellos, la fluoxetina promueve una up-regulation de estos
receptores e induce los efectos mediados por los mismos: estimulacion de la
glucogenolisis y aumento del Ca™ libre citosdlico (Kong y cols. 2002; Zhang vy cols.
2010). Dado que estos cultivos no expresan SERT y cualquier 5-HT presente en el
suero anadido al medio de cultivo se metaboliza rapidamente por la elevada
actividad monooxidasa en las células, estos resultados no pueden ser causados por
la inhibicion de la recaptacién de 5-HT, sino que deben ser un efecto directo de la

fluoxetina (Li y cols. 2008).

Como se ha explicado anteriormente, la activacion de los receptores 5-HT,g
es critica para el desarrollo de valvulopatias cardiacas. Se ha demostrado que varios
compuestos que activan este receptor causan mitogénesis en células valvulares in
vitro y provocan valvulopatias en la clinica. En base a todo lo expuesto proponemos
la hipdtesis de que la interaccion de la fluoxetina con los receptores de 5-HT,
podria provocar los efectos cardiovasculares adversos asociados a la activacién de

este receptor.

Para probar esta hipodtesis, en primer lugar, se caracterizé el efecto de la
fluoxetina en los receptores 5-HT,z de fundus de estdmago de rata. Se comprobé
gue, en este sistema, la fluoxetina tiene una eficacia pobre por si misma, incluso a
concentraciones muy elevadas, su respuesta maxima es menor que la de la 5-HT

(en torno al 35 % a concentraciones superiores a 10 uM).

De acuerdo con la teoria clasica de receptores, un agonista parcial se define
como aquel que, en un determinado tejido, no es capaz de provocar un efecto de
igual magnitud (incluso a concentraciones elevadas, a las cuales todos los
receptores estarian ocupados) que el de un agonista total que actta a través de los
mismos receptores en el mismo tejido. Esto se traduce en que a concentraciones
bajas del agonista total, el agonista parcial potenciaria su efecto, sin embargo, a
mayores concentraciones, desplazaria la CCRA hacia la derecha actuando como un

antagonista, con la consiguiente pérdida de potencia (Kenakin 2001).
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Asi, los agonistas parciales podrian activar los receptores de forma
submaximal cuando estan presentes pequefias cantidades del ligando endégeno, o
reducir la sobreestimulacion de los mismos cuando éste esta en exceso. Como se ha
comentado anteriormente esta situaciéon ya ha sido descrita con otros farmacos, las
propiedades como agonista parcial del aripiprazol le hacen competir con la
dopamina cuando existen altas concentraciones extracelulares de la misma, como
por ejemplo en el sistema limbico de pacientes esquizofrénicos, causando un
antagonismo parcial con el consiguiente beneficio clinico. Por el contrario, en
situaciones en las que la concentracion extracelular de dopamina es baja, como por
ejemplo en la corteza frontal de los mismos pacientes, el fdrmaco puede ocupar

receptores adicionales y causar una activacién parcial (Mailman y Murthy 2010).

Para evaluar esta posibilidad se construyeron CCRAs de 5-HT en presencia de
fluoxetina. La familia de curvas resultante fue consistente con un comportamiento
de la fluoxetina como un agonista parcial, mostrando el punto de corte tipico
correspondiente a la maxima eficacia de la actividad agonista (€ = 0.20), y
comportandose como un antagonista por encima del punto de corte. De esta forma
se revela el cardcter dual (agonista-antagonista) de los agonistas parciales,
comportamiento ya puesto de manifiesto por otros farmacos que actuan en el SNC

como la buspirona o el aripiprazol (Yocca y Altar 2006).

Con el fin de evaluar si esta pequefia activacion a bajas concentraciones de
5-HT podria tener repercusiones en el uso terapéutico de la fluoxetina, se realizé un
tratamiento de 21 dias en ratas Sprague-Dawley con fluoxetina, utilizando dosis (10
mg/kg/dia) que simulan la administracion diaria tipica del tratamiento en humanos
(véase Material y Métodos). Se ha descrito que 24 horas después de la
administracion subcutanea el 90 — 100 % de la fluoxetina ya ha sido excretada en
ratas macho (Qu y cols. 2009). En nuestros ensayos las ratas fueron sacrificadas 24
horas después de la ultima administraciéon para descartar posibles interferencias

debidas a fluoxetina circulante.
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A diferencia de la situacidon anteriormente descrita en astrocitos, el bloqueo
de la recaptacién de 5-HT en plaquetas inducido por fluoxetina si podria conducir a
un aumento en la 5-HT circulante, que podria alcanzar un nivel lo suficientemente
alto como para ser capaz de activar, entre otros, los receptores 5-HT,s. Sin
embargo, el analisis cuantitativo de la 5-HT en plasma libre de plaquetas mostrd
que no hay cambios significativos en los niveles de 5-HT plasmatica después del
tratamiento con fluoxetina. Este resultado concuerda con la idea de que los niveles
plasmaticos de 5-HT se autoregulan mediante la modulacién de las propiedades
cinéticas del SERT en las plaguetas (Brenner y cols. 2007). Asi, los resultados
obtenidos en el presente trabajo no pueden explicarse en base a las propiedades
inhibitorias de la recaptacion de 5-HT ejercidas por la fluoxetina, deben ser

atribuidos a un efecto directo de ésta sobre el receptor 5-HT>g.

Cuando se evaludé la respuesta de los receptores 5-HT,z de fundus de
estdmago, se comprobd que, el tratamiento con fluoxetina administrada a dosis
equivalentes a las usuales en la terapéutica humana (10 mg/kg/dia), indujo un claro
desplazamiento de la curva a la derecha en ratas tratadas en comparacion con las
control (ECso en los animales tratados 8 veces mayor que en los control). Esta
regulacidon del receptor 5-HT,g podria ser debida a la desensibilizacién inducida por
el agonista, en base al efecto potenciador a dosis bajas observado en los estudios

previos al tratamiento.

Por otra parte, este tratamiento aumentd la inmunorreactividad de los
receptores 5-HT,z tanto en fundus de estémago como en las valvulas adrtica y
mitral. El fenédmeno de sobre expresion de receptores 5-HT,g tras el tratamiento
con fluoxetina ya ha sido descrito en astrocitos de ratones, en los que se observo
que los efectos mediados por el receptor 5-HT,z son inicialmente disminuidos y
posteriormente incrementados por la fluoxetina en un periodo de tiempo similar al
requerido para obtener respuesta clinica con este farmaco (Kong y cols. 2002).
También se observé una mayor inmunorreactividad de los receptores 5-HT,p en las

valvulas adrtica y mitral del corazén de los animales tratados en comparacion con
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los del grupo control, lo que sugiere que un aumento similar en la sensibilidad de

estos receptores podria tener lugar en las valvulas cardiacas.

Cuando se estudido la morfologia de las valvulas, se detecté que, en
comparacion con las de los animales del grupo control, las valvas de las valvulas de
los animales del grupo sometido a tratamiento mostraron areas correspondientes a
GAGs (zonas blancas) sustancialmente mayores con diversos grados de
engrosamiento. Este engrosamiento valvular fue principalmente debido a un mayor
contenido en GAGs en las zonas afectadas de la valva de la vélvula, no se
observaron fibrosis valvular ni infiltracion de células inflamatorias. Esta
combinacion de alteraciones, engrosamiento de la valva acompafiado de la
correspondiente pérdida de movilidad, puede producir una mala coaptacién de las

valvas y la consiguiente regurgitacion valvular (Bhattacharyya y cols. 2009).

Con el fin de saber si una modulacién similar podria tener lugar en los seres
humanos, se evalud el efecto de la fluoxetina en receptores 5-HT,g recombinantes
humanos expresados de forma estable en células CHO. En primer lugar, se evalud su
perfil de union, comprobandose que la fluoxetina se une a los receptores 5-HTg
humanos con baja afinidad. Cuando se llevaron a cabo CCRs de 5-HT en presencia
de fluoxetina, se observd que, cuando ésta se administra en concentraciones
plasmaticas terapéuticas (EMA 2003; Amsterdam y cols. 1997) en presencia de
concentraciones fisioldgicas de 5-HT (Kema y cols. 2000), las diferencias en la unién
del radioligando parecen corresponder al desplazamiento de éste por parte de la
propia fluoxetina, sin observarse ninglin desplazamiento adicional que implicara un

cambio en la afinidad de la 5-HT.

Para determinar la relevancia funcional del comportamiento observado, se
midié la acumulacién de inositol-fosfato después del tratamiento de las células
CHO-K1 5-HT,z3 con fluoxetina. La fluoxetina mostr6 una potenciacion
concentracion-dependiente del efecto maximo de 5-HT, estimulando los receptores
5-HT,5 en un 20 % con respecto al efecto maximo de 5-HT a dosis muy cercanas al

umbral superior de su intervalo de concentracion plasmatica (2 uM).
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Como se comenté anteriormente, las diferencias en la potencia en los
receptores humanos y en los de rata, no sélo deben ser atribuidas a una
selectividad interespecies, sino también al hecho de que algunos farmacos son
capaces influir en la sefializacion del receptor mediante la seleccién de poblaciones
conformacionales selectivas para una via efectora con respecto a otra (Mailman y
Murthy 2010). Fendmenos de selectividad funcional ya se han descrito para los
receptores 5-HT,g, con ligandos agonistas de estos receptores mostrando diferentes
grados de eficacia en funcién de la via de sefializacion evaluada (Cussac y cols.
2008). Al igual que en el caso de los inhibidores de la COX-2, esto debe ser tenido en
cuenta en nuestros ensayos porque en los receptores 5-HT,g humanos se
caracterizd la funcidén a través de la medida de la formacién de inositol-fosfatos,
mientras que la via efectora en la contraccién del tejido inducida por los receptores
5-HT,z de fundus de estdmago de rata sigue sin estar completamente definida (Brea

y cols. 2010).

Asi, la fluoxetina se comporté como un agonista parcial débil tanto de
receptores 5-HT,gz de rata como humanos. Esto se tradujo en una regulacion de los
mismos tras una administracion diaria de fluoxetina a ratas Sprague-Dawley tanto a
nivel de fundus como de valvulas cardiacas. En este modelo animal, los resultados
establecen la relacién entre la concentracidn de fluoxetina y la posible estimulacidn
del receptor 5-HT,z, sin embargo es necesario destacar la importancia de controlar
la dosis de fluoxetina para evitar llegar a ese limite en la concentracién plasmatica
(2 uM) durante el tratamiento antidepresivo. Esto puede ser mas relevante a dosis
elevadas y en los pacientes que presenten algln tipo de deficiencia en el citocromo

CYP2D6 (metabolizadores pobres) (Alfaro y cols. 2000; Bertilsson y cols. 2002).
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En resumen: i) el estudio de inhibidores selectivos de la COX-2 permitié observar
que la potenciacion indirecta ejercida tanto por celecoxib como por valdecoxib en la
respuesta de 5-HT en receptores 5-HT,; tanto de rata como humanos, es
compatible con una modulacién ago-alostérica que puede contribuir, al menos en
parte, al aumento del riesgo cardiovascular descrito para estos compuestos; ii) la
fluoxetina se comporté como un agonista parcial débil tanto de receptores 5-HTy;
de rata como humanos, esto puede ser mas relevante a dosis elevadas y en los
pacientes que presenten algin tipo de deficiencia en el citocromo CYP2D6

(metabolizadores pobres).
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1. Celecoxib y valdecoxib, mostraron baja eficacia en los receptores 5-HT,g de rata
(8.1y 13.9 % de la Enx de la 5-HT respectivamente) y humanos (26 y 4 % de la
Emax de la 5-HT respectivamente).

2. Celecoxib y valdecoxib, a las concentraciones terapéuticas, incrementaron
tanto la potencia (ECso) como la eficacia (Emax) de la 5-HT en los receptores 5-
HT,z de fundus de estdmago de rata. Esta potenciacion se mantuvo tanto en
presencia de un antagonista ortostérico del receptor, rauwolscina, como en
presencia de un inhibidor de la PLA,, ac. aristoléquico.

3. Celecoxib, a concentraciones terapéuticas, y valdecoxib, a altas
concentraciones, incrementaron de forma significativa la afinidad de la 5-HT
por los receptores 5-HT,z humanos y potenciaron el efecto de bajas
concentraciones de la misma.

4. La modulacidn observada del efecto de la 5-HT en el receptor 5-HT,5 de rata y
humano, es compatible con un comportamiento ago-alostérico de celecoxib y
valdecoxib en este receptor.

5. El tratamiento con celecoxib durante 21 dias incrementd la inmunorreactividad
y modificé la funcionalidad del receptor 5-HT,z en fundus de estémago de rata,
potenciando significativamente la eficacia de la 5-HT. Un incremento similar en
la inmunorreactividad también se observé en las valvulas cardiacas tras el
tratamiento.

6. Se observaron cambios estructurales en las valvulas de las ratas tratadas con
celecoxib similares a los descritos en las valvulopatias cardiacas inducidas por
farmacos.

7. La fluoxetina activa los receptores 5-HT,p de rata con baja eficacia (35 % de la
Emax de la 5-HT).

8. La fluoxetina potencié el efecto de concentraciones bajas de 5-HT en los

receptores 5-HT,z de fundus de estébmago de rata, mostrando un punto de
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10.

11.

12

corte con la curva de 5-HT (€ = 0.20), y, por encima de él, un comportamiento
antagonista desplazando las curvas a la derecha.

La fluoxetina, a pesar de su afinidad por estos receptores (K; = 2514 nM),
mostré muy baja eficacia en los receptores 5-HT,z humanos, observdndose
Unicamente una ligera activacion a 100 pM.

El comportamiento observado con fluoxetina en el receptor 5-HT, de rata y
humano es compatible con un agonismo parcial débil.

El tratamiento con fluoxetina durante 21 dias incrementd |Ia
inmunorreactividad y modificéd la funcionalidad del receptor 5-HT,z en fundus
de estébmago de rata, disminuyendo su respuesta a 5-HT. Un incremento similar
en la inmunorreactividad también se observé en las valvulas cardiacas tras el

tratamiento.

. Se observaron cambios estructurales en las valvulas de las ratas tratadas con

fluoxetina similares a los descritos en las valvulopatias cardiacas inducidas por
farmacos. Estas alteraciones fueron significativas en el caso de las valvulas

aorticas.
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RESUMEN

Algunos inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa-2 e inhibidores selectivos
de la recaptacién de serotonina presentan un mayor riesgo de eventos adversos
cardiovasculares, sin embargo, el mecanismo concreto subyacente es adn
desconocido. En este trabajo se plantea la hipdtesis de que la modulacién de los
receptores 5-HT,g de serotonina podria ser la responsable, al menos en parte, de
estos efectos. Observamos que celecoxib vy valdecoxib presentan un
comportamiento compatible con una modulacién alostérica de la 5-HT en el
receptor 5-HT,5 humano y de rata, mientras que la fluoxetina es un agonista parcial
débil de estos receptores. Estos resultados apoyan la hipdtesis de que la
modulacion del efecto de la 5-HT en el receptor 5HT,g podria contribuir al aumento

del riesgo cardiovascular asociado a los coxibs y los ISRS.
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