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El descubrimiento de
farmacos hace 100 anos

ZWEIHUNDERT DEUTSCHE MARK

P. Ehrlich (1909) sunc®

“The discoveries of those uncivilized peoples represented the sum of limitless testing of thousands of
natural materials. By contrast with their selection of medicines by pure chance, we have to find first
certain compounds, for example some arsenic derivatives, which show at least a low degree of
therapeutic effect. Once this is done through more or less laborious tests, the purely empirical
screening is replaced by preparing chemical variations, homologs and other derivatives whose
efficacy has to be tested. But even at best chemical drugs are not magic bullets, and will not always
hit only the center of the target, that is the disease-causing organisms. Moreover, nothing is as
simple as to ascertain the lethal or the maximal well-tolerated dose, and the curative dose in a given
animal species. In humans the determination of dosages is infinitely more difficult as one has to start
with low doses and increase them gradually until they become therapeutically active. This is further
aggravated by the occurrence of congenital or acquired idiosyncrasies from most medicines... and it
cannot justly be demanded that a decision be made within a few months as to the merits or demerits
of such new agents.”
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JERARQUIZACION DEL PROCESO TERAPEUTICO

Nivel del efecto

Efectos clinicos

—

Fisiologia del 6rgano

—

Fisiologia celular y tisular

—

Farmacologia celular y tisular

f

Farmacologia molecular

Resultado

Mejoria del paciente; enfermedad tratada
0 prevenida

!

Respuesta fisioldgica del érgano

!

Manipulacion de la funcién fisioldgica

f

Manipulacion de la funcion bioquimica

f

Interaccién farmaco-receptor
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Principios del siglo XX: estudio de las acciones de agonistas y
antagonistas colinérgicos y adrenérgicos sobre diversos érganos
diana.

J. N. Langley: glandula salival del gato y pilocarpina, etc
H. H. Dale: alcaloides del cornezuelo del centeno, etc

1920-1970: Desarrollo de las teorias clasicas de la accién de
receptores basadas en la aplicacion de la ley de accién de masas
a datos obtenidos sobre preparaciones fisiolégicas intactas.

A. J. Clark, Ariéns, Stephenson, Black, Furchgott, etc

1960-1970: Fusion entre la bioquimica y la farmacologia de
receptores.

E. Sutherland: AMP ciclico como segundo mensajero
Rodbell y Gilman: regulacion de la actividad de la adenilil ciclasa por nucledtidos

de guanina.




TRES caracteristicas de las acclones de Los fharmacos indican que
son concentrados por Las células sobre pequeinas brens especificas
conoclilas como RECEPTORES:

v Lo alta diluctéon (@ menudo 2029 M) a Lo que mantienen su
potencin disoluclones de muchos farmacos,

v la alta especificidad quimica de Los fArmacos, que es tan
discriminante que tneluso Los tsbmeros d- Y L- de una misma
sustancia pueden tener acclones farmacolégicas diferentes, y

v’ la alta especifictdad bioléoica de Los fhrmacos (selectividad),
e.0. la adrenaling tiene un potente efecto sobre el muisculo
cardiaco pero muy escaso sobre el musculo estriado.

i"Y 1. Receptor de primer orden I1. Receptor de segundo orden
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“Corpora non agunt nisi fixata”

Paul Ehrlich 4
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“Address in Pathology on Chemotherapeutics: \ = am ( Hwn%% or
Scientific Principles, Methods, and Results”
Lancet Il, 445 (1913) \




Técnicas que han contribuido a convertir el concepto “nebuloso” inicial de
RECEPTOR farmacoldgico en entidades moleculares discretas que pueden ser
ensayadas y manipuladas para conseguir un beneficio terapéutico (orden cronoldgico):

v Fijacidon de radioligandos
v" Etiquetado de fotoafinidad
v" Solubilizacién y purificaciéon (cromatografia de afinidad)

v Reconstitucion de sistemas receptoriales funcionales completos a
partir de los componentes individuales purificados

v Clonado y secuenciacién de los receptores
v Mutagénesis dirigida y receptores quiméricos

v" Criomicroscopia electrénica y difraccién de rayos X (rodopsina, etc)

Criomicroscopia Electrénica

S\ ¢

Bacteriéfago MS2

Koning et al. (2003)




Determinacion de Estructuras 3D por Cristalografia de Rayos-X

crystals (enlarged view)

diffraction patterns

y Espectroscopia de RMN
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POSIBLES DIANAS PARA LA ACCION FARMACOLOGICA

TIPO DE DIANA

DESCRIPCION

MECANISMO EFECTOR

EJEMPLOS

1. Enzimas

2. Receptores de membrana

2.1. 7 TM: metabotropicos

2.2. 4TM x 5 oligomeros:
ionotropicos

23. 1TM

Proteinas solubles o unidas
a membranas con actividad
catalitica

Receptores de muchos
neurotransmisores y
hormonas que funcionan
acoplados a proteinas G
(unen nucleétidos de
guanina)

Canal iénico intrinseco al
receptor

Actividad tirosina-quinasa,
bien intrinseca o mediada
por reclutamiento y
activacién de quinasas
citoplasmaticas

Inhibicién enzimatica o falsos
sustratos

Regulacion de la produccion de
segundos mensajeros difusibles
(adenililciclasa, fosfolipasa C...)
0 modulacién de canales
i6nicos.

G,: T AMPg;

Gyo: ¥ AMPc, TK*; | Ca?*;

G,y IPy/DG

q/11"

Apertura y cierre del canal

Dimerizacion y activacion de la
fosforilacion; autofosforilacion
sobre residuos de tirosina.
Efectos a largo plazo sobre
base nuclear.

Anhidrasa carboénica,
acetilcolinesterasa (ACE),
monoaminooxidasa (MAO),
ciclooxigenasa (COX), enzima
convertidora de angiotensina
(ECA), HMG-CoA reductasa,
fosfodiesterasas (PDE), kinasas...

Adrenoceptores, receptores
muscarinicos de acetilcolina,
rodopsina, etc

Receptor nicotinico de acetilcolina,
receptor A de GABA y 5HT-3 de
serotonina, receptores de glicina,
glutamato, ATP, etc

Receptor de rianodina (intracelular)

Receptores de insulina, factores de
crecimiento, péptidos natriuréticos,
prolactina, citocinas, etc




POSIBLES DIANAS PARA LA ACCION FARMACOLOGICA (cont.)

TIPO DE DIANA

DESCRIPCION

MECANISMO EFECTOR

EJEMPLOS

3. Canales i6nicos dependientes
de voltaje

4. Transportadores (12 TM)

5. Receptores nucleares

6. Otras proteinas

Canales de iones sodio, potasio
y calcio

Localizacion en la membrana
plasmatica o en vesiculas
intraneuronales

Proteinas citoplasmaticas
(factores de transcripcion
operados por ligando)

Diversas funciones celulares

Repositorio de informacion
genética

Bloqueo o activacién de canales

Blogueo de la recaptacion o
facilitacion de la liberacion de
neurotransmisores

La uni6n del receptor a
elementos de respuesta a
hormonas (HRE) en el ADN
regula la transcripcion de
genes.

Interferencia con su funcién

Unién reversible o modificacién
covalente

Anestésicos locales,
sulfonilureas antidiabéticas,
antiarritmicos, “antagonistas del
calcio”, etc

Antidepresivos bloqueadores de
la recaptacién de serotonina,
cocaina, anfetamina, reserpina,
etc

Receptores de hormonas
esteroideas, hormonas
tiroideas, vitamina D y acido
retinoico.

Paclitaxel, vincristina, etc —
Tubulina

Ciclosporina, tacrolimus,
rapamicina, etc — Inmunofilinas

Muchos antitumorales y
antimicrobianos

Mecanismos de Accion de los Farmacos: DIANAS

1) Enzimas

 |Inhibidores reversibles no-covalentes

* Inhibidores analogos del estado de transicion (e.g. citidina desaminasa)
Inhibidores bi-producto
HOOC-CH,CH,-CH(CH,Phe)COOH, enalaprilato

* Inhibidores reversibles covalentes (e.g. Serin-proteasas)
-CHO + HO-Ser — -CH(OH)-O-Ser

* Inhibidores irreversibles covalentes
-CH,CI + HO-Ser — -CH,-O-Ser
AAS + HO-Ser — CH,CO-0O-Ser + acido salicilico
Penicilinas (acilacion de transpeptidasa)
Omeprazol (formacién disulfuro con H*/K+-ATPasa)
Inhibidores “suicidas”
Eflornitina, a-(CHF,)-ornitina, como inhibidor ornitina descarboxilasa

* Inhibidores que no se unen al bolsillo de unién del sustrato, e.g. hirudina®6-65




EX Transition state ESTABILIZACION DEL ESTADO DE TRANSICION
4 .M Reaction without Enzyme ENTRE SUSTRATOS Y PRODUCTOS, CON
AG, DISMINUCION DE LA ENERGIA LIBRE DE
Reaction with Enzyme ACTIVACION

FREE ENERGY

ES

EP

REACTION COORDINATE —_—

(b) (c)

ENTORNO PRE- b7
ORGANIZADO +
DEL SITIO
ACTIVO DE LA
ENZIMA

Proteasa del VIH-1

conformacion abierta conformacion cerrada
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Eiemplos de enzimas que son inhibidas por farmacos comercializados

Enzima Funcion Indicaciones de los inhibidores
Aldehido deshidrogenasa CH,CHO — CH,COCH alcoholismo
Dihidrofolato reductasa (DHFR) FH, — FH, cancer, infecciones

Ciclooxigenasa (COX)
Monoaminooxidasa (MAO)
DOPA descarboxilasa

sintesis de PGs, TXs...
metabolismo NTs
metabolismo NTs

Catecol-O-metiltransferasa (COMT) metabolismo NTs
Peroxidasa tiroidea (tiroperoxidasa) yoduro — tiroglobulina

Yodotironina-5’ desyodinasa
Anhidrasa carbédnica

Vitamina K epéxido reductasa

Enzima convertidora (ECA)
Renina
HMG-CoA-reductasa
Xantino oxidasa
Aromatasa
5a-testosterona reductasa
Fosfodiesterasa PDE5S
Factor Xa humano
Timidilato sintetasa
Aspartil proteasa VIH
Transcriptasa VIH

T, > Ts

CO, + H,O - HCOOH
activ. vitamina K 2,3-ep6xido
sist. renina-angiotensina
sist. renina-angiotensina
biosintesis colesterol
biosintesis acido urico
sintesis de estradiol
testosterona — dihidrotest.
hidrélisis AMPc y GMPc
cascada coagulacion
sintesis de acidos nucleicos

inflamacioén, dolor, fiebre
depresion

Parkinsonismo
Parkinsonismo
hipertiroidismo
hipertiroidismo

glaucoma, epilepsia
coagulacién de la sangre
hipertension

hipertension
hipercolesterolemia
hiperuricemia

cancer de mama
hiperplasia/cancer préstata
disfuncion eréctil

trombosis, embolia pulmonar
cancer, psoriasis

procesado polipéptidos virales SIDA

ARN — ADN

SIDA

Ejemplos de otras enzimas contempladas como posibles dianas farmacoldgicas

Enzima Funcién Patologia Estado de desarrollo
MMP’s matriz celular inflamacion, cancer preclinica - fase Il
trombina coagulacion infarto, trombosis preclinica - fase
triptasa fagocitosis inflamacion, asma preclinica - fase |l
elastasa degradacion del enf. pulmonares, preclinica - fase |
tejido conectivo inflamacién, ...
catepsina B metabolismo celular cancer, inflamacién preclinica
catepsina K reabsorcion hueso osteoporosis preclinica
catepsina L reabsorcién hueso osteoporosis preclinica
catepsina S maduracién MHC- inflamacion, asma preclinica
B,a-secretasa  procesado B-APP enfermedad Alzheimer preclinica
calpainas proteinas turnover, ... infarto, Alzheimer preclinica
caspasas apoptosis amplio espectro preclinica




Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (IECAs)

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Val-lle-His-Asn
Angiotensinégeno a

Aspartil-
proteasa

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu escasa actividad biologica
Angiotensina | a

Renina

Proteasa Enzima convertidora de
de Zn2* angiotensina (ECA)

vasoconstrictor

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe 9 ]
(aumenta la presion sanguinea)

Angiotensina |l

HS
N o .

H,C" Captopril
_._ooolG (IECA)

NATURE|VOL 421 30 JANUARY 2003 | www.nature.com/nature

Crystal structure of the human
angiotensin-converting
enzyme-lisinopril complex

Ramanathan Natesh®, Sylva L. U. Schwagert, Edward D. Sturrocky
& K. Ravi Acharya*

Enzima convertidora de angiotensina (ECA) = peptidil dipeptidasa A,
(EC 3.4.15.1): dipeptidil carboxipeptidasa de membrana tipo-I, esencial
para la regulacién de la presion arterial y homeostasis de electrolitos a
través del sistema renina-angiotensina-aldosterona.

I/Z\I

OH

Lisinopril
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Mecanismos de Accion de los Farmacos: DIANAS

2) Receptores de hormonas y neurotransmisores

Agonistas: dopamina, adrenalina, morfina, insulina, estradiol...

Antagonistas competitivos: la mayoria de los antag. de neurotransmisores
Antagonistas no-competitivos: la mayoria de los antag. de receptores de péptidos

3) Canales idnicos (difusion pasiva controlada por ligando o por

voltaje)
e.g. blogueantes de calcio, sodio y potasio; activadores de canales de potasio

4) Transportadores (en contra de un gradiente de concentracion)
ATPasa Na*/K+-dep. (glucdsidos cardiotonicos), ATPasa H*/K*-dep. (bomba de
protones; omeprazol)

Inhibicidn de la captacién de neurotransmisores (bloqueantes de la captacién y la
“recaptacion”): cocaina, imipramina, fluoxetina...

5) ADN como diana

Agentes alquilantes, intercalantes y reconocedores del “surco menor”;
“terminadores” del ADN: aciclovir (activacidén por TK), AZT...




Célula glial

CICLO VITAL DE UN
NEUROTRANSMISOR

@  Autoceptor modulador
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#@

" NEURONA
POSTSINAPTICA

Receptor postsinaptico

ELEMENTO PRESINAPTICO

Transportador
vesicular

Transportador de la \V ® -

m Fundamental Neuroscience 1999 by M.J. Zigmond, F.E. Bloom, S.C.
membrana _u_mm—.:m.n_nm Landis, J.L. Roberts & L.R.Squire. Academic Press, San Diego CA,
USA. ISBN: 0-12-780870-1

Enzima metabolizante

«— Estimulador Estimulo eléctrico

— -

Nervio
vago Registro poligréfico
Liberacidén de Vagusstoff por
A el nervio vago que causa
enlentecimiento del 1¢" corazén

Ringer

y se transfiere
al 2° corazén

>Xu_c_.o de solucion Ringer

.
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Registro poligréafico

Experimento de Loewi que demuestra el
Principio de la Transmisién Quimica

Fundamental Neuroscience 1999 by M.J. Zigmond, F.E. Bloom, S.C.
Landis, J.L. Roberts & L.R.Squire. Academic Press, San Diego CA,
USA. ISBN: 0-12-780870-1




Elemplos de Neurotransmisores

Aminoacidos ? @ &
(@) Glu

GABA

Aminas g

Péptidos

Gly

@ Carbon
@ Oxygen
@ Nitrogen
(O Hydrogen
O Sulfur

Arg Pro Lys Pro GIn GIn Phe Phe Gly Leu Met

(c) Sustancia P

Nicotiana tabacum L.

HO
\Mu/\ MUIw
IwO 0 J/OIw
CH,
Muscarina

A/

Nicotina




Solaneie

Atropina

d-tubocurarina

Neurofarmacologia de la transmision sinaptica colinérgica. A los sitios de los receptores de neurotransmisores pueden unirse el
propio neurotransmisor (acetilcolina, ACh), agonistas que lo mimetizan, o antagonistas que bloquean el efecto de los agonistas.

Neurotransmisor:

ACh

Agonistas:

Antagonistas:

Receptores:

Pt

Nicotine

+
Curare

Receptor
nicotinico

Muscarine

Atropine

Receptor
muscarinico

© 2001 Lippircatl Wilkams & Willins




ACh
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RECEPTORES METABOTROPICOS

CLASE | Glutamato | GABA; | Dopamina WMMMM_HDN Histamina | Serotonina | Purinas | Muscarinicos | Opioides
SUBTIPO | Clase| | GABA;R1 D1A ol H1 5-HT1 Tipo A M1 1)
mGlu R1 | GABA; R2 D1B o2 H2 5-HT2 A1 M2 o
mGlu R5 D2 B1 H3 5-HT4 A2a M3 K
Clase ll D3 B2 5-HT5 A2b M4
mGlu R2 D4 B3 5-HT6 A3 M5
mGlu R3 Transmisor 5-HT7 Tipo P
Q efector
Clase lll P2x
MGlu R4 | eooof  opagesssq P2y
mGlu R6 Receptor >~ ) P2z
Mo Sy umoﬁo_sm G
mGlu R7 e e P2t
mGlu R8 %g“ P2u
INTRACELULAR 1 5 3
COOH
RECEPTORES IONOTROPICOS
CLASE | AMPA NMDA Kainato GABA, Glicina | Nicotinico | Purinas | Serotonina
SUBTIPO | Glu Rt NR1 Glu R5 Oy o Oy Pyt 5-HT3
GluR2 NR2A Glu R6 Prs o2 Bis
GluR3 | NR2B | GluR? Yig o3 v
Glu R4 NR2C KA1 o o4 o
NR2D KA2 € B
._.ﬂm_._w_.:_m.oﬁ Receptor P13
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Extracelular

RECEPTORES ACOPLADOS A
PROTEINAS G (GPCR)

Citoplasmico “

-NH2
-S-S-

TM4 | TMS |

COOH-

._._<_m T™M7

Agonistas y Antagonistas que actuan sobre
Receptores Acoplados a Proteinas G (GPCRs)

GPCR Agonista Antagonista
muscarinico acetilcolina atropina
pilocarpina tropicamida

a-adrenoceptor

-adrenoceptor

H, histamina
H, histamina
u-opioide
5-HT,

dopamina (D2)

noradrenalina
adrenalina
clonidina (a.,)

noradrenalina
adrenalina
isoprenalina
salbutamol (B,)
histamina
histamina
impromidina
morfina

serotonina (5-HT)

dopamina

prazosina (o)
yohimbina (o)
propranolol

atenolol (B4)
butoxamina (B,)

mepiramina
ranitidina
cimetidina
naloxona

ketanserina

clorpromazina




TOPOLOGIA DE MEMBRANA PREDICHA PARA LOS GPCRs

Adrenoceptor 3

Fundamental Neuroscience 1999 by M.J. Zigmond, F.E. Bloom, S.C.

Landis, J.L. Roberts & L.R.Squire. Academic Press, San Diego CA,
USA. ISBN: 0-12-780870-1

Adrenoceptor 3

Receptor
muscarinico

rodopsina

proteina G

Liang. Y.. Fotiadis, D., Filipek. S.. Saperstein, D. A.. Palczewski,
K., and Engel, A. (2003) Organization of the G protein-coupled

receptors rhodopsin and opsin in native membranes. J. Biol. Chem.
278. 21655—21662.

Dimero de

- +rodopsina
Y .

Mondmero de arrestina




Extracellular
Zpace

G protein-coupled 5
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Aurginine 201

Glutamine 227 fzholers toinl

A2 deletian

Esquema explicativo de la transduccién de sefiales mediada por las proteinas G: 1) La ocupacidén de un receptor 7TM por un
agonista (Ag) conduce a la formacién de un complejo ternario con la proteina G (af}y) en cuya subunidad o estd unida una
molécula de GDP; 2) el intercambio de GDP por GTP en presencia de iones magnesio conduce a la activacion de la proteina
G, a su separacion del receptor, y a la disociacién de o-GTP de By; 3) el agonista también se disocia del receptor en su forma
de baja afinidad; y 4) o-GTP y Py activan a sus respectivos sistemas efectores (aqui representado sélo para la primera, que
puede ser por ejemplo la adenililciclasa). La actividad GTPasa intrinseca de la subunidad o hidroliza el GTP para dar GDP y
fosfato inorgénico, tras lo cual se vuelve a formar la proteina G heterotrimérica.

Eiemplos de sistemas de seqgundo mensajero

Sistema del AMP ciclico como segundo mensajero
La enzima ADENILATO CICLASA (adenililciclasa) convierte ATP en AMPc

cuando se activa por una proteina G del tipo G.. Esta enzima est4 inhibida por
las proteinas G de la clase G..

Ejemplos: adrenoceptor 3 T cAMP
adrenoceptor o, !l cAMP

Sistema del fosfatidilinositol como segundo mensajero

La enzima FOSFOLIPASA C hidroliza el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,)
para dar dos segundos mensajeros — el diacilglicerol (DAG) y el inositol trifosfato
(IP;). DAG estimula a la enzima proteina kinasa C mientras que el IP; promueve
la liberacion de Ca?* a partir de depésitos de almacenamiento internos. La
fosfolipasa C se activa por una proteina G del tipo G,

Ejemplos: muscarinico M, TIP,y DAG
adrenoceptor o, TIP,y DAG




Clases de proteinas G definidas por su subunidad o

—_ Clase  Subtipos P.M. (kDa)
QA xV«_m O 4 45
f o 3 40
IOR_Em__.:_:m |
o, 5 40
Hidrolisis del GTP
O, 2 39
Clase Funcion Toxina
Ol Activacion adenililciclasa: T cAMP CTX (Vibrio cholerae)
o Inhibicién adenililciclasa: 4 cAMP PTX (Bordetella pertussis)
Oty Activacion fosfolipasa C: T IP, y DAG
o, Activ. canales K *+/ Inactiv. canales de Ca?+ PTX (Bordetella pertussis)

http://tinygrap.uit.no/GRAP/

GRAP Mutant Database

Go to: Homepage, 2earch Form, Full Alignment, YView Parts of Alignment.

Mutation search specification
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Biogenic amine 1
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_ Dopaminergic
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_ Prostaglandin
Group]____Thramboxane

Species| Any -
Dotnain| All Domains ~| or| ~]
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Start the mutation search _ Clear mutation search specification _




ENFERMEDADES CAUSADAS POR MUTACIONES ..~_u_,m_~_u_c> DE FUNCION” EN
RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G (GPCR)

Receptor

Enfermedad

Tipo de herencia

Opsinas de los conos
Rodopsina
Vasopresina V2
ACTH

LH

Sensor de calcio
Endotelina B
FSH

TSH

TRH

GHRH

GnRH
Melanocortina 4
PTH/PTHrP

Ceguera para los colores

Retinitis pigmentosa

Diabetes insipida nefrogénica
Resistencia familiar a ACTH
Pseudohermafroditismo en el vardn
Hipercalcemia hipocalcidrica familiar
Enfermedad de Hirschprung
Trastorno ovarico hipergonadotropico
Hipotiroidismo congénito
Hipotiroidismo central

Deficiencia de hormona de crecimiento
Hipogonadismo central

Obesidad extrema

Condrodisplasia de Blomstrand

Ligada a X; autosomica recesiva
Autosémica dominante; recesiva
Ligada al cromosoma X
Autosomica recesiva
Autosomica recesiva
Autosdmica dominante
Complejo

Autosoémica recesiva
Autosbmica recesiva
Autosoémica recesiva
Autosoémica recesiva
Autosomica recesiva
Codominante

Autosomica recesiva

Allen M. Spiegel and Lee S.Weinstein
Inherited diseases involving G proteins and G protein—coupled receptors.

Annu. Rev. Med. 2004, 55:27-39

ENFERMEDADES CAUSADAS POR MUTACIONES “GANANCIA DE FUNCION” EN
RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G (GPCR)

Receptor Enfermedad Tipo de herencia
Rodopsina Ceguera nocturna para los colores Autosémica dominante
LH Pubertad precoz familiar Autosémica dominante
LH Tumores esporadicos de cél. Leydig Somatica

TSH Hipertiroidismo familiar no-autoinmune Autosémica dominante
TSH Adenomas tiroideos hiperfuncionantes esporadicos ~ Somatica

Sensor de calcio Hipocalcemia familiar Autosémica dominante
PTH/PTHrP Condrodisplasia metafisaria de Jansen Autosémica dominante

Allen M. Spiegel and Lee S.Weinstein
Inherited diseases involving G proteins and G protein—coupled receptors.

Annu. Rev. Med. 2004, 55:27-39




Canal i6nico pentamérico
" operado por ligando
u (receptor colinérgico
Ele JF, nicotinico, GABA,
2\ 2 .N 0 5-HT,)

poro del canal

2 2@ @@ e e e

Neuroscience — Exploring the Brain 2" Edition 2001 by M.F. Bear, B.W. Connors & M.A. Paradiso.
Lippincott, Williams & Wilkins, Baltimore MD, USA. ISBN: 0683-30596-4

doit10.1016/] jmb 2004.12.031 J. Mol Biol. (2005) 346, 967-989

zw Available online at www.sciencedirect.com
SCIENCE @U_ RECT®

RECEPTOR NICOTINICO DE ACETILCOLINA

ELSEVIER

Refined Structure of the Nicotinic Acetylcholine
Receptor at 4 A Resolution

Nigel Unwin

EXTRACELULAR

INTRACELULAR

Diagramas de cinta del receptor completo, visto desde (a) la hendidura sinaptica y (b) paralelo al plano de la membrana.




Proteina soluble de Lymnaea stagnalis
que une acetilcolina (AChBP)

A: sitio de unién del agonista (GABA)
M: sitio modulador para ligandos tipo benzodiazepina

El canal funciona como un transductor de sefales, convirtiendo el mensaje quimico (neurotransmisor) en sefales eléctricas




Modulacion de la respuesta del receptor de GABA,

(0]

/\/\:/OI
GABA
\Z HO
]
UN ! NH,
(0]
Diazepan (Valium®) Muscimol

(agonista)

Flumazenilo (Anexate®)

Bicuculina
N (antagonista)

B-carbolina-3-carboxilato de metilo

) GLU, NMDA agonist-binding sites
El receptor NMDA Redox site _._a APV, CPP antagonist sites 0

de glutamato se puede Glycosylation site HN OH
bloquear/modular

por una variedad

.........................
. ‘ ..\.._._+ site
de agentes
—Glycine site
sie ~Polyamine site
Extracellular
00000000008 _MK&01,  xme000000
~ PCP site
m . ([
0000000000 ; 000000000
Cytoplasmic .

HO™ ©

zm? Block site

P

Fundamental Neuroscience 1999 by M.J. Zigmond, F.E. Bloom, S.C. _U _U

Landis, J.L. Roberts & L.R.Squire. Academic Press, San Diego CA, . .
USA. ISBN: 0-12-780870-1 Phosphorylation sites




Modelo tridimensional del receptor 5-HT, de serotonina

Palonosetron

Complejo entre dos subunidades (A y B) del receptor 5-HT,
y el palonosetron




COMPARACION ENTRE CANALES OPERADOS POR LIGANDO (A)
Y RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G (B)

A Transmisor Receptor =

' Transmisor o
' 7 Adenilil-ciclasa
Canal

Elementos de los sistemas de neurotransmision
susceptibles de manipulacion farmacologica

v" Enzimas sintetizadoras de neurotransmisor
v" Transportadores de las vesiculas sinapticas
v" Transportadores de recaptacion

v" Enzimas degradativas de neurotransmisores
v" Canales i6nicos operados por voltaje

v' Receptores acoplados a proteinas G

v’ Proteinas G

v" Canales ionicos operados por proteinas G
v" Cascadas de segundos mensajeros




Transmitter.

T4 - ..f.fro
La accion de un neurotransmisor
se amplifica en la cascada de
senalizacion
Transmitber
aclivates
. Receptor wn_,__mﬁmw 2

Geprotein

G-protein stimulates E

adenylyl cyclaseto |
convert ATP to cAMP | ;.\Jmﬁ

Ere e o e 1o To ToY
: " .?ﬁw:ﬁﬂ e
0l o ke 2 v (8 Y

Neuroscience — Exploring the Brain 2" Edition 2001 ‘ W Protein kinase A [ ___

by M.F. Bear, B.W. Connors & M.A. Paradiso. e = phosphorylales
Lippincott, Williams & Wilkins, Baltimore MD, USA. ISBN: 0683-3059 patassium channels

LTy

—r

ESTRUCTURA DEL
RECEPTOR DE INSULINA

<\I/ Union

# deinsulina
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Gurrent Opinion in Maurobialogy

Modelo de activacion génica mediada por IFNy
a través de la fosforilacién y dimerizacidén de Stat1a

Extracellular space Cytoplasm
JAK

IFMy receptar {inactive)

Nucleus

Nuclear

IFMy
® @

Stat 1o dimer

{3} lactive)

@

®
ADP

"JAK ATP
{active}

Stat1e

Plasma {inactive)

membrane

JAK quinasa se activa cuando el receptor de IFNy dimeriza al unir IFNy. La JAK quinasa activada fosforila un residuo
especifico de tirosina en los monémeros inactivos de Stat1a en el citoplasma. La Stat1a fosforilada dimeriza, y el dimero
fosforilado se transloca entonces al nucleo donde se une a los elementos de respuesta correspondientes, promoviendo la
transcripcion de genes regulados por IFNy [véase K. Shuai et al., Science 1992, 258, 1808].




MECANISMO DE ACCION DE HORMONAS ESTEROIDEAS, TIROIDEAS, VITAMINA D
Y ACTIVADORES DE LA PROLIFERACION DE PEROXISOMAS

hormona
. citoplasma

/ nucleo

® e

- »

] P
® e PP
| HRE M| HRE ——

/

Transcripcidn

Unién al ADN activada por ligando

s— ER 5160 p300 PBP
. cep pito
dedo de zinc = P
e ~ pol Il
20 . + Estrogen
hélice de reconocimiento .— .
1_ﬂ,ww. ER Binding ( _m._a_

o

p300 ﬁ

.. 160 PBP

Histone Acetylation LEg e §
S~ mmx

——
p300 h
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Pol Il Recruitment 3«1 Reinitiation
41 Y R —
. CBP ﬁ
PCAT p16l,
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Pee
D AE h

ER/p160 Release ¥y CBP

—

... y reclutamiento de otros
factores para activar la
transcripcién de genes

-p300




Union al ADN vy especificidad de genes de los
receptores nucleares

——> —PNe¢— —PN—p <—N—>

A/T AGGTCA Invertido Directo Evertido

Heterodimeros Homodimeros
Mondémeros Homodimeros RXR huérfanos

g

—_— | — «— +— —>
ERR Receptores T3R HNF-4
ROR esteroideos RAR COuP
RVR VDR RevErbA
NGFI-B PPAR SXR: sustancias

xenobiodticas

EJEMPLOS DE ELEMENTOS DE RESPUESTA A HORMONAS

RECEPTOR A_.__umv SECUENCIA CONSENSO
. . |v
Gilucocorticoide GTTACA AAC TGTTCT  GGTACA NNN TGTTCT
Mineralcorticoide —
>3QHO©®30 TGCACA GCG AGTTCT W
Progesterona TGTACA GGA TGTTCT W
GGTCA GCG TGACC —_—)
Estrégeno GGTCA NNN TGa/rCC
TGTCA CTA TGTCC —
- — —
Retinoide X/ PPAR AGGTCA C AGGTCA AGGTCA N AGGTCA
(proliferacién peroxisomas)
— —
Vitamina D GGGTGA ACG GGGGCA AGGTCA NNN AGGTCA
— —

Hormonas tiroideas AGGTGA CAGG AGGACA AGGTCA NNNN AGGTCA

e — —>
Acido retinoico GGTTCA CCGAA AGTTCA AGGTCA NNNNN AGGTCA




(a) Apo-LBD (b) Holo-LBD (c) Antagonist-LBD DBD = DNA-binding domain
LBD = ligand-binding domain

AF-1 AF-2

DMNA binding Ligand binding
dimerization dimerization

Antagonist Partial agonist

Moduladores Selectivos de los Receptores Estrogénicos

\ZJ/
OH
Compound fragmento del
O co-activador
HO
Estradiol Tamoxifen Raloxifene

hélice 12

Conformations u»a R|R

Context

< estradiol
Ral core (1 gwq)

Direct DNA

raloxifeno

Coregulator
9 Coactivators Corepressors

B. & J. Katzenellenbogen
Science 295: 2380 (2002)

Biological effect Stimulation Inhibition




Receptores Activados por “Proliferadores de Peroxisomas”:
dianas terapéuticas en el tratamiento de enfermedades metabdlicas

S AR
Fate .,x..\..\_um..,..n_\.‘u.»:«a. SRR A..wﬁﬁ
..!__.u;_".u.cﬁ..".u....& ¥ e =, = ¥
:huu.,h_..; u Cyclooxygenases (Caxl, Coxdh TeRs
R rMetabolism Lipoxyganases (5 15} T
3 v\l .. Regulador clave de

.....

ey e,

3 > il la diferenciacion de
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PPARS g . L 4
R
; B a7
o BXH h 3
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[ e
Péroxitame Praliferation
o AR ol F \/D/\/ \@\/\ﬁ NH
Ackd Metabolism .ﬂ%ﬁﬁy /z (0] mIA
o ; Proliferation?? Adipocyte Differentiation o)
Lol O crophege Frign o0 Pioglitazona

Gl i
. 3 : o
_ _/ 5 NH

Fenofibrato  ° L °
Rosiglitazona

Sélo los receptores PPARo estan implicados en la induccion de proliferacion de peroxisomas en roedores

Induccion enzimatica: 1a administracién repetida del

farmaco (X) conduce a un aumento de la expresion de ciertas enzimas
implicados en su biotransformacion.

A (CYP2B) B (CYP4A)  C (CYP3A) D (CYP1A)

’

AMW &®

CITOSOL

NUCLEO promotor CYP




Source

GRR page
Literature
MNucleaRDE
Cihd I

PME Page
SwissProt
DR Page

http://www.receptors.org/NR/

A. Nuclear Receptor Mutation Database T q
@_ Release 1.5 (February 2003) g

Make a query

Species Receptor Region

. = 2 o] ES
Bos taurus (Bavine) Androgen The whole care
Brachydanio rerio (Zebrafish) (Zebra dania) Androgen (AR) Mat in core
Caenorhabditis elegans _|| | Constitutive Androstane alpha (CART) Healix 1
Charistoneura fumiferana (Spruce budwarm) DA Helix 3
Draosophila melanogaster (Fruit fly) ER alpha Loop 3-4
Gallus gallus (Chicken) =N ER beta Helix 4
Hama sapiens (Human) ERR alpha Helix &
Mus musculus (Mouse) ERR beta Beta strand 1
Mus spretus (Western wild mouse) | |ERR garmma 2| |Beta strand 2 £

From/[any ~ Tolany ~ at Position ® Don't search by position

" Search by alignment numbeting
 ZSearch by SwissProt numbering

Search for an effect using keywords: _

Combine keywords with & OR © AND

Display in output: ¥ Point mutations W Deletions W Insertions W Polymutations (eg. EML -= KHV)

5 tipos de canales ionicos determinan el potencial transmembrana de una célula

Extracellular Cell membrane Intracellular
Nernst potential
{E o)
e 2.5 mM Depolarization iy
Ca - o + 150 mV
0.0001 mM
lon ]
channels Control mechanisms
142 mM | Depolarization :
Nat — > +70 mV Gating
10 mM + Voltage
* Time
« Direct agonist
+ G protein
MNonselective 0mV * Calcium
Modulation
* Increases in phosphorylation
+ Oxidation-reduction
, Repolarization « Cytoskeleton
&= ClI” —30 to—65 mY « Calcium
« ATP
<F Kt —98 mV
Repolarization 155 mM

M.J. Ackerman & D.E. Clapham. lon channels — Basic science and clinical disease.

New Engl. J. Med. 1997, 336, 1575-1586




CANALES IONICOS Y EJEMPLOS DE FARMACOS QUE LOS AFECTAN

Canales de calcio (operados por voltaje)
Antianginosos (amlodipina, diltiazem, felopidina, nifedipina, verapamilo)
Antihipertensivos (amlodipina, diltiazem, felopidina, isradipina, nifedipina, verapamilo)
Antiarritmicos clase IV (diltiazem, verapamilo)

Canales de sodio (operados por voltaje)
Anticonvulsivantes (carbamazepina, fenitoina, valproato)
Antiarritmicos clase |
IA (disopiramida, procainamida, quinidina)
IB (lidocaina, mexiletina, fenitoina, tocainida)
IC (encainida, flecainida, propafenona)
Diuréticos (amilorida)
Anestésicos locales (bupivacaina, cocaina, lidocaina, mepivacaina, tetracaina)

Canales de potasio (operados por voltaje)
Antidiabéticos orales (glipizida, gliburida, tolazamida)
Antihipertensivos (diazéxido, minoxidilo)
Antiarritmicos clase Ill (amiodarona, clofilium, dofetilida, N-acetilprocainamida, sotalol)

Farmacos que abren canales de potasio (adenosina, aprikalim, levcromakalim, nicorandilo, pinacidilo)
Canales de cloruro (operados por ligando: GABA)
Anticonvulsivantes (clonazepan, fenobarbital)
Ansioliticos e hipnéticos (diazepan, lorazepan)
Miorrelajantes de accion central (diazepan, tetrazepan)
(Tomado de New England Journal of Medicine 336, 1575, 1997, y modificado por FGB).
A C-type slow inactivation B
Extracellular
‘1| {membrane |
(I IIII I
"Ball and chain”
N-type fast inactivation Intracellular
S4=voltage sensor "
H5=channel pore
Esquema de los 6 dominios transmembrana que constituyen una
de las subunidades de un canal de sodio, potasio, o calcio
X ol 02
. +HzN €Oy +HaN
domain: | I I v | o
_ —J nn outside
1 : 1 1 1 H
[+
U vuU VU | inside ]
co: coy
€Oy +HgN
+HN o, Organizacion transmembrana de un canal de calcio

operado por voltaje




El primer canal idnico Premio Nobel de Quimica (2003)

cartografiado atomo a atomo
Roderick MacKinnon (1998)

lon channel

ion filter

A
Cell membrane Cell membrans

N / B y4

~3 ;.LVO O%.. S //.L/O . ) -
5 &.@ |ﬁ_—m¢
it
o o) 0 &)

e af p N . 1 N

/ - / N

El primer modelo El primer modelo
atomico de una _Hv atomico de una
macromolécula organela
bioldgica (1960) (2006)

Nature 185:422-27 (1960)

ANATOMICALLY CORRECT - This picture of a synaptic vesicle is the first atomic-level description of any cellular organelle.




INTEGRACION DE LAS RUTAS DE TRANSDUCCION DE SENALES

Tipos de conexion entre receptor vy efector

(1) Canal i6nico operado por ligando  (3) Receptor que se fosforila

Escala temporal: milisegundos Escala temporal: minutos

Efector: canal Efector: enzima (tirosina quinasa)
Acoplamiento:  directo Acoplamiento: directo o indirecto
Ejemplo: R-ACh nicotinico Ejemplo: R de insulina

(2) Receptor acoplado a proteinas G~ (4) Receptor Nuclear

Escala temporal: segundos Escala temporal: horas

Efector: enzima/canal Efector: transcripcion genes
Acoplamiento:  proteina G Acoplamiento: a través del ADN
Ejemplos: R-ACh muscarinico, Ejemplos: R estrogénico, R de

adrenoceptores hormonas tiroideas




Farmacos mas vendidos en el mundo

Ventas 2003 % crecim.

Producto Compania millardos $  desde 2002
Lipitor / atorvastatina Pfizer 10.3 14
Zocor / simvastatina Merck 6.1 —4
Zyprexa / olanzapina Eli Lilly 4.8 13
Norvas / amlodipino Pfizer 4.5 7
Procrit / eritropoyetina Johnson & Johnson 4.0 13
Ogastro / lansoprazol Abbott 4.0 0
Nexium / esomeprazol AstraZeneca 3.8 62
Plavix / clopidogrel Bristol-Myers Squibb/

Sanofi-Synthélabo 3.7 40
Seretide / salmeterol + fluticasona GlaxoSmithKline 3.7 40
Zoloft / sertralina Pfizer 3.4 11
Ventas mundiales totales, 2003 48.3 14

Fuente: IMS Health
Modern Drug Discovery, Junio 2004

Desarrollo reciente y previsiones futuras de la Biotecnologia

T. Nagle, C. Berg, R. Nassr & K. Pang
Nature Rev. Drug Discov. (2003) 2, 75-79

Timeline | Biotech turns 20... and just keeps growing —
Primer farmaco Numero de productos
K antisentido contra el . i biotecnolégicos
Recombivax HB céncer aprobado Primera proteina aprobados superior a 500
Primera terapia oral aprobada Inmunosupresor general
Roferon A génica aprobada aprobado para

. . Primera vacuna contra Tecnologia de células madre

_I_ umu _ N ovA._unw ReoPro Vitravene el cancer aprobada utilizada para transplantes de
tejidos/érganos completos

D¢ i del primer Se completa el primer
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Humulin: primer producto terapéutico recombinante (insulina)

Recombivax HB: primera vacuna recombinante para uso humano

Roferon A: primera terapia recombinante contra el cancer (interferon)
OKT-3: primer anticuerpo monoclonal murino para uso terapéutico

ReoPro: anticuerpo monoclonal quimérico humano-murino (Abciximab)
Vitravene: primer agente terapéutico desarrollado con tecnologia antisentido




Productos biotecnoldgicos recombinantes

Nombre genérico

Indicaciones terapéuticas

HORMONAS

Insulina humana (1982) y analogos
Hormona del crecimiento humana

(1985)

Hormona foliculo-estimulante, FSH (1996)

Glucagén (1998)

Tirotropina alfa, TSH-o (1998)

FACTORES SANGUINEOS

Factor VIl coagulacion (1992)
Factor Vlla coagulacién (1995)

Factor IX coagulacién (1997)
Moroctocog-alfa (1999)

Activador plasminégeno tisular (tPA),
Alteplasa (1987), Reteplasa (1996)

Hirudina (1997)

[sanguijuela = Hirudo medicinalis]

VACUNAS

Antigeno virus hepatitis B (1986)
OspA de Borrelia burgdorferi (1998)

Diabetes insulino-dependiente

Deficiencias de crecimiento en ninos; retraso de
crecimiento en enfermedad renal crénica

Anovulacion y superovulacion
Hipoglucemia
Deteccién/tratamiento cancer tiroides

Hemofilia A

Algunas formas de hemofilia
Hemofilia B

Hemofilia A

Trombolitico (infarto de miocardio)

Prevencién trombosis venosa; terapia anti-
coagulante para trombocitopenia asociada
a heparina

Prevencién hepatitis B
Vacuna enfermedad de Lyme

Productos biotechologicos recombinantes

Nombre genérico

Indicaciones terapéuticas

INTERFERONES E INTERLEUCINAS
Interferon oi2a (1986)
Interferon a.2b (1986)

Interferén y1b (1990)
Interferon B1b (1995)
Interferon B1a (1996)
Interferon o (1997)
Interleucina 2 (1992)
Interleucina 11 (1997)

Leucemia de células pilosas; sarcoma de Kaposi

Leucemia de células pilosas; verrugas genitales;
hepatitis B y C; varios canceres

Enfermedad granulomatosa crénica

Esclerosis mdltiple

Esclerosis mdltiple

Hepatitis C crénica

Carcinomas de células renales

Prevencién trombocitopenia inducida por quimio

FACTORES DE CRECIMIENTO HEMATOPOYETICOS

Epoetina alfa (1989)

Factor estimulante colonias granulocitos-
macréfagos, filgrastim, GM-CSF (1991)
Factor crecimiento derivado de plaquetas,

PDGF (1997)

OTROS
Dornasa alfa, DNasa (1986)
B-glucocerebrosidasa (1994)

Tratamiento anemias de enfermedades renales
crénicas, SIDA y quimioterapia anticancerosa

Neutropenia inducida por quimioterapia
anticancerosa

Ulceras neuropaticas diabéticas en extremidades
inferiores

Fibrosis quistica.
Tratamiento enfermedad de Gaucher

Fomivirsen, oligonucleétido antisentido (1998) Tratamiento retinitis CMV en pacientes de SIDA

TNF-o, (1999)

Adyuvante en cirugia para extirpacién tumores




Ac monoclonales de ratdon o murinos: vida media corta;
no provoca la respuesta de un Ac-humano; se producen
anticuerpos anti-Ac-ratéon

Ac quimérico: regién Fc humana + regién Fv raton. Se
producen anticuerpos anti-Ac-quimera

Ac humanizado: region hipervariable (CDRs) raton + Fvy

Fc humanos.
[ Mouse hybridoma | In vitro antbady libraries
Transgenic maouss
Human hybridomas VH
VL \
k W 7 A\ \%
" .... I .___ .... . ____ .__.
C L. L= Ly
L
Chimeric Humanized
iy g B Mouse
| Chimeric Hamanized Human =1 Human
[
GCanetic engineering
V¥ gene cloning
CDR aratting
Eukaryotic exprassion

Anticuerpos monoclonales recombinantes
(murinos, quiméricos y humanizados)

Ano Nombre genérico Indicaciones terapéuticas Diana

1986 Muromomab CD3 (m) Reversion rechazo agudo transplante de rindn  Antigeno superficie CD3 linfocitos T

1994 Abciximab (q) Prevencién de coagulos sanguineos Receptor GP, . Plaquetas
1997 Rituximab (q) Linfoma no-Hodgkin Antigeno superficie CD20 linfocitos B
1997 Daclizumab (h) Prevencién rechazo agudo transplante de rifidon Cadena o receptor IL-2
1998 Basiliximab (q) Profilaxis rechazo agudo érganos en Cadena o receptor IL-2 (antigeno
transplante renal alogénico CD25)
1998 Infliximab (q) Tratamiento enfermedad de Crohn Factor de necrosis tumoral alfa, TNFa
1999 Palivizumab (h) Profilaxis enfermedades tracto respiratorio Epitopo superficie virus respiratorio
producidas por VRS en nifios sincitial
1998 Trastuzumab (h) Tratamiento cAncer mama metastésico Receptor factor de crecimiento
(si tumor sobreexpresa HER2) epidérmico humano tipo 2 (HER2)
2003 Omalizumab (h) Asma persistente de moderado a severo Inmunoglobulina IgE
2003 Bevacizumab (h) Cancer colorectal metastasico Factor de crecimiento de células
endoteliales vasculares (VEGF)
2004 Efalizumab (h) Psoriasis en placas subunidad o (CD11a) del antigeno
asociado a funcién leucocitaria 1 (LFA1)
Ibritumomab tiuxetan (m) Linfomas no-Hodgkin anti-CD20 + 20Ytrium

Gemtuzumab ozogamicin (h) Leucemia mielogénica aguda anti-CD33 + caliqueamicina




