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Clasificacion de las principales dianas
farmacologicas. Receptores farmacologicos.

Mecanismos de transduccion de senales.
Receptores constitutivamente activados.
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“Corpora non agunt nisi fixata”
Paul Ehrlich

“Address in Pathology on Chemotherapeutics: %’/ — am})l(;%?)’tor
Scientific Principles, Methods, and Results”
Lancet Il, 445 (1913) /




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

J. N. Langley: acciones de pilocarpina y atropina sobre la glandula salival del perro
H. H. Dale: inversion del efecto de la adrenalina (“simpatina”) por los alcaloides del
cornezuelo del centeno, etc

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

A. J. Clark, Ariéns, Stephenson, Black, Furchgott, etc
R.P. Ahlquist: subclasificacion de receptores adrenérgicos en alfa y beta

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 acciones de los farmacos
indican que son concentrados por las células sobre
pequeiras dreas especificas conocidas como
RECEPTORES:

v’ |a alta dilucién (a menudo 10~° M) a la que mantienen su potencia
disoluciones de muchos farmacos,

v |a alta especificidad quimica de los farmacos, tan discriminante que
incluso los isdmeros d- y I- de una misma sustancia pueden tener acciones
farmacologicas diferentes, y

v’ |a alta especificidad bioldgica de los farmacos (= selectividad), e.g. la
isoprenalina tiene un potente efecto sobre el musculo cardiaco pero muy
escaso sobre el musculo estriado.




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

v Autorradiografias y ensayos de fijacién/desplazamiento de radioligandos
v Etiquetado de fotoafinidad

v’ Solubilizacién y purificacion (cromatografia de afinidad)

v Clonado y secuenciacion de los receptores

v Reconstitucion de sistemas receptoriales funcionales completos a partir de
los componentes individuales purificados (transfeccion ADN,)

v Mutagénesis dirigida y receptores quiméricos

v Criomicroscopia electrénica, difraccidén de rayos X, espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN)

Localizacion de los neurotransmisores
(NT) y las enzimas que los sintetizan

@ Ensayos de fijacidon de radioligandos
» Extraccidn de tejido del cuerpo
= Homogeneizacidn del tejido y extraccion de las membranas celulares

= Incubacién de las membranas con el NT (o un agonista o antagonista del receptor)
marcado radiactivamente

= Lavado del material radioactivo no pegado a las membranas

= Determinacion de la radiactividad de la muestra en un contador de centelleo
@ Ensayos de fijacion /n situ : autorradiografia

= Preservar el tejido

= Preparar rodajas o rebanadas del tejido

= Exponer el tejido al NT (o un agonista o antagonista del receptor) marcado
radiactivamente

= Eliminar el material radioactivo no pegado a las membranas mediante lavado
= Exponer la preparacidn a una pelicula sensible a la radiacion

@ Tomografia de emisidn de positrones (PET) o foton Unico (SPECT) utilizando
trazadores especificos

@ Inmunohistoquimica e inmunocitoquimica
@ Hibridizacién de ADN o ARN /n situ
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Imagenes autorradiograficas que muestran la distribucidon anatdomica de la fijacion de
[*H]pirenzepina (A, B, C) y [3H] AF-DX384 (D, E, F) en secciones coronales del cerebro de rata. Estos
radioligandos tienen como dianas a los receptores muscarinicos M,/M, y M,/M,, respectivamente.

Tomografia de emision de positrones (PET)

slice Image

Vidas medias cortas de los trazadores: carbono-11 (~20 min),
nitrégeno-13 (~10 min), oxigeno-15 (~2 min), y flaor-18 (~110 min).




Tomografia de emision de positrones (PET)
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Digestive Enzymes: reaking food
into small nutrent molecules
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tures of drugs that bind to proteins have

How Do @@§ Work?
Examples from the PDB archive

PROTEINS are tiny molecular machines that perform most of the tasks needed to keep cells alive. These machines are far too small to see, so you might imagine that it is impos-
sible to affect their action. However. drugs can be used to turn proteins on or off. DRUGS are small molecules that bind to proteins and modify their actions. Some very powerful

rugs, such as antibiotics or anticancer drugs, are used to completely disable a critical molecular machine. These drugs can kill a bacterial or cancer cell. Other moleaules, such as
aspirin, gently block less-critical proteins for a few hours. With the use of these drugs, we can make changes inside our own cells, such as the blocking of pain signals. Many struc-

n determined by scentists. These atomic structures allow us to see how drugs work, and perhaps how to modify them to improve their

action. A few examples are shown here. Some of these drugs like penidllin, were discovered in nature. Other drugs, such as HIV protease inhibitors, were created by using the
target protein structure to design new drug molecules. These structures of proteins and drugs, along with many others, can be explored at the RCSB Protein Data Bank (PDE).

Antibiotics &
Antivirals

Antibiotics and antiviral drugs are

specific poisons. They need to kill
ic organisms like bacte-

that are only found in the tar-
geted bacterium or wvirus and |
‘which are crucial for their survival
or multiplication. For instance,
penicillin attacks the enzyme that
builds bacterial cell walls, and
HIV protease inhibitors like

is meeded for HIV maturation.
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Anticancer
Chemotherapy

Cancer cells grow and multiply
without control. Since these cells
are still similar to normal cells, it
is difficult to kill them selectively
with drugs that cant distinguish
between

including cancer cells and normal
calls. This causes the savers side
effects of cancer chemotherapy,
because the drugs attack rapidly-
growing cells in hair follides and
the stomach. Two examples are
shown here. Bleomycin attacks
DMA in actively growing cells,
often deaving the DNA chain and
killing the cell. Paciitaxel (Taxol)
binds to tubulin, preventing
the action of microtubules during
cell division.

. DA with Dleamycin (Tmak)
4. Tuum Wit Eaxol (1)

Drug Metabolism

You have probably when you take drugs. th wear off in a few hours. En-
zymes like cytochrome P50 continually search for drugs and destroy them. This is important because
it protects us from poisonous molecules in our diet and in the environment, but it means that we have

to take multiple doses of drugs when being treated for a disease.
' 8. Cyfochrome PE50 344 with erythromycin (2j0d)

| Drugs of Signaling
Proteins

Many drugs are designed to keep badily
processes at normal healthy levels. Much of
the body's regulation is done thraugh elab-
orate communications between cells, so
some of the most widely prescribed drugs
function by blocking the signaling proteins
that allows cells to communicate. G protein-
| coupled receptors, which transmit signals
across cell membranes, are targets for many
drugs. For instance, the drug loratadine
(claritin) is used to treat allergies because it
blacks the histamine receptor; losartan
(Cozaar) is used to treat high biood pres-
sure because it blocks the angiotensin 1f re-
ceptar: and carazolol is one of a large class
of beta that bind to the
receptor, making it useful for treating heart
disease. Signals can also be stopped by
blocking the enzymes that create a signal-
ing molecule. Aspitin biocks pain at the
source by inhibiting the enzyme cycoaxy-
gemase, which makes pain-signaling
prostaglandin molecules.
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H2 symthase with aspirin
‘breaks info fwo pleces when

bond.
The closeup shows the dnrg in one plece.

Lifestyle Drugs

scientists a
number of drugs that help peaple modity
their own health and bodily function. The
drug orlistat (Xenical or allij blocks the
action of pancreatic lipase, and thereby
reduces the amount of fat that is absorbed
from food. Atorvastatin {Lipitor) and sim-
vastatin (Zocor) lower by block-
ing the action of HMG-CoA reductase, an
enzyme involved in the synthesis of chales-
terol These drugs can be used, along with
changes in diet and exercise, to help lose
weight, regulate cholestemi levels, and con-
trol heart disease.

7 Pancreatic ipase with an alkyl phosphonate
IRIDITOF (14p0). The LG OATSETE SHOWT on the
right s similar to the inhibitor found in the

crystal structure.
8 HMG-C0A FequCTass Witk QTonvasao (TRwK)




RECEPTORES ACOPLADOS A
PROTEINAS G (GPCR)
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Citoplasmico

BACTERIORODOPSINA

Una proteina de 7 segmentos transmembrana (con
retinal como cofactor) que funciona como una bomba
de protones cuando recibe un fotdn de luz

Salinas de Marchamalo (Murcia)

Halobacterium salinarum
cristales de bacteriorodopsina




Activacion inducida por agonistas de los GPCRs de la clase A:
similitudes con la activacion de la rodopsina por la luz

INACTIVE INACTIVE STATE INTERMEDIATE ACTIVE STATE ACTIVE STATE
STATE (lumirhodopsin) (metarhodopsin I) (metarhodopsin II) (metarhodopsin II)
low-affinity high-affinity binding of arrestin
light agonist ligand-receptor ligand-receptor complex

encounter complex (activation of G protein)
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Isomerizacion ﬂ signaling

del retinal internalization

+
signaling

Current Opinion in Structural Biology

R, R’, R": estados inactivos del R
R*, R**: estados activos del R

TOPOLOGIA DE MEMBRANA PREDICHA PARA LOS GPCRs
(antes de que se resolviese su estructura tridimensional)

A

Adrenoceptor f3

Receptor
muscarinico

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




&% adrenalina
adenililciclasa

&3 receptor (“adenilato ciclasa”)

R quimérico
AMP ciclico

Estructura tridimensional del receptor ,-adrenérgico. La proteina esté coloreada como un arcoiris desde el
azul de un extremo (el N-terminal) hasta el rojo en el otro (C-terminal). En una célula, las hélices a
atraviesan la membrana celular. La unién al receptor del agonista natural (adrenalina) dispara una serie de

eventos que culminan en una respuesta celular. Protein Data Bank: 2RH1, 2R4R, 2R4S

Brian K. Kobilka y cols.: “GPCR Engineering Yields High-Resolution Structural Insights into 3,-Adrenergic Receptor
Function”, publicado en Science 318, 1266-1273 (2007)
Brian K. Kobilka y cols.: “Crystal structure of the human 8, adrenergic G-protein-coupled receptor”, publicado en

Nature 450, 383-387 (2007) Premio Nobel de Quimica (2012)
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Protein Data Bank: 2V T4

http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=2VT4




CANCER CHEMISTRY
Inflammation spurs. disease
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HISTORY LESSON

A Winding Path
For GPCRs

a

1900: Parke-Davis patents an early
GPCR-targeted drug—epinephrine,
a pure form of naturally oeeurring
adrenaline—which acts on
adrenergic receptors.

2000: First X-ray
structure of a GFCR, the
refina pigment rhodopsin,
8 urvedled.
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Los GPCRs son maquinas complejas,
controladas no solo por sus ligandos
farmacolodgicos...

......

sino también por colesterol,
lipidos, iones sodio y fosfato,
agua, etc.

&

‘Imagen de Yekaterina Kadyshevskaya,
GPCR Network (The Scripps Research Institute)
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El receptor humano de orexina OX,
en complejo con suvorexant

< I Relsomra.
—KJL - (Suvorexant)
a /E:[y_,,\}w'c". | 5,10,15,20 mq tablets
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PGS —> Eltercer asai.c. (ICL3)
esta reemplazada por
196 aa del dominio

catalitico de la
glucégeno sintasa de
Pyrococcus abysii
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Yin et al. Nature 519, 247-250 (2015)

El receptor humano de serotonina
5-HT,g en complejo con LSD

N
N

RL209A

5|4T

Protein Data Bank: 5TVN
Wacker et al. Cell 168, 377-389 (2017)




Esquema explicativo de la transduccidn de seiiales mediada por las proteinas G: 1) La ocupacién de un receptor
7TM por un agonista (Ag) conduce a la formacion de un complejo ternario con la proteina G (afy) en cuya
subunidad o estd unida una molécula de GDP; 2) el intercambio de GDP por GTP en presencia de iones Mg?*
conduce a la activacién de la proteina G, a su separacidn del receptor, y a la disociacién de a-GTP de By; 3) el
agonista también se disocia del receptor en su forma de baja afinidad; y 4) a-GTP y By 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 a hidroliza el GTP para dar GDP y fosfato inorgdnico, tras lo cual se
vuelve a formar la proteina G heterotrimérica.

Ejiemplos de sistemas de sequndo mensajero

> Sistema del AMP ciclico como segundo mensajero

La enzima ADENILIL CICLASA (“adenilato ciclasa”) convierte ATP en AMPc
cuando se activa por una proteina G del tipo G.. Esta enzima esta inhibida por
las proteinas G de la clase G.

/=0

\_

Ejemplos: adrenoceptor B T AMPGC el g '&)\N
adrenoceptor a, L AMPc ! -

> Sistema del fosfatidilinositol como segundo mensajero

La enzima FOSFOLIPASA C hidroliza el fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP,)
para dar dos segundos mensajeros — el diacilglicerol (DAG) y el inositol trifosfato
(IP5). DAG estimula a la enzima proteina kinasa C mientras que el IP; promueve
la liberacién de Ca?* a partir de depésitos de almacenamiento internos (e.g. RE).

La fosfolipasa C se activa por una proteina G del tipo G, P s opor
Ejemplos: muscarinico M, T 1P,y DAG R)lio{o' ,
adrenoceptor o TP,y DAG S PSR P
PLA, E ’

PLC PLD




Clases de proteinas G definidas por su subunidad o

& EnEpiHie +Phasphate Clase Subtipos P.M. (kDa)
Ol 4 45
Qo 3 40
Arginine
- HOH I Oy 11 5 40
Glutaming
Hidrolisis del GTP 012 2 39
Clase Funcion Toxina
Ol Estimulacion adenililciclasa: T cAMP CTX (Vibrio cholerae):
activa irreversiblemente

Oi/o Inhibicién adenililciclasa: { cAMP PTX (Bordetella pertussis):

inactiva irreversiblemente
oy Activacion fosfolipasa C: TIP3y DAG

Olyo Activ. canales K * / Inactiv. canales de Ca®+ PTX (Bordetella pertussis):
inactiva irreversiblemente

Modelo cubico del complejo ternario, construido para explicar la

interaccion de un ligando (L) con un receptor (R) acoplado a una proteina G (G)

porque los nucleotidos de guanina afectan a la afinidad de los agonistas.
[Aplicacion limitada en la practica)

*
L‘ R‘ G L' R ) G & adrenaline
E .7 receptor adenylyl cyclase
L, R < > L. R* e
4 +L 1 +L
5. ,: % AP0 P em—- €2 . R S
+L v +L v ’ :‘ z \':v“‘.‘.\ Y .,«“, '\":"A R i Y A R
> * ; (s in.’” 5%, S Y “' : 5"&\"‘& ‘-"- ; 2 -'é" £
R- G-+ R™G SIPCES o | e
+G +G e R
v v ! N » -
R R R* cyclic AMP

La capacidad del receptor de inducir la transduccién de sefales es funcién de R*-G para la actividad
basal (con posible activacion constitutiva) y R*-G + L-R*-G para la actividad modulada por el ligando.
Este modelo es una simplificacion ya que pueden existir multiples estados activados del receptor,
cada uno acoplado a una proteina G diferente. Una serie de parametros no mostrados ayudan a definir
las propiedades de los ligandos (agonistas, antagonistas y agonistas inversos) y el equilibrio de
isomerizacion entre los estados activado e inactivado del receptor.




(a) Agonist (b) Agonist Agonist

Gﬂ Gﬁ
G, \

SENALIZACION MEDIADA (g,
POR PROTEINAS G

Gy
S 5
/ LOS RECEPTORES ACTIVADOS SON
FOSFORILADOS POR KINASAS (GRKSs)
EN SERINAS Y TREONINAS

(c) Agonist Agonist

LOS RECEPTORES
FOSFORILADOS
RECLUTAN B-ARRESTINAS,
QUE SON ADAPTADORES
MULTIFUNCIONALES

, SENALIZACION
INTERNALIZACION DEL , dop INDEPENDIENTE DE
RECEPTOR Y DESENSIBILIZACION PROTEINAS G

Lefkowitz et al.
TiBS 36, 457 (2011)
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https://www.youtube.com/watch?v=0PYqpYZ7xL4
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ACTIVACION CONSTITUTIVA DEL RECEPTOR Qg s-~ADRENERGICO
POR MUTACION DE UN UNICO AMINOACIDO

extracelular
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sustituciones de aminoécidos en el residuo 293

Receptor adrenérgico o
tipo silvestre

Kjelsberg MA, Cotecchia S, Ostrowski J, Caron MG, Lefkowitz RJ.
Constitutive activation of the a,z-adrenergic receptor by all amino acid substitutions

(3 <
ndu:A
‘ ; /& , at a single site. Evidence for a region which constrains receptor activation.

B s S e J. Biol. Chem. 267,1430-1433 (1992)

Prize share: 1/2 Prize share: 1/2

LOS RECEPTORES «,5;-ADRENERGICOS CONSTITUTIVAMENTE
ACTIVADOS TIENEN MAYOR AFINIDAD POR LA ADRENALINA
(agonista endogeno) Y SON MAS FACILMENTE ESTIMULADOS
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Kjelsberg MA, Cotecchia S, Ostrowski J, Caron MG, Lefkowitz RJ.

Constitutive activation of the a,g-adrenergic receptor by all amino acid substitutions at a single site.
Evidence for a region which constrains receptor activation.

J. Biol. Chem. 267,1430-1433 (1992)




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 células de 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

™
TINYGRAP MUTANT DATABASE

http://www.cmbi.ru.nl/tinygrap/search/

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

Receptor Enfermedad Tipo de herencia

Opsinas de los conos Ceguera para los colores Ligada a X; autosémica recesiva
Rodopsina Retinitis pigmentosa Autosomica dominante; recesiva
Vasopresina V2 Diabetes insipida nefrogénica Ligada al cromosoma X

ACTH Resistencia familiar a ACTH Autosémica recesiva

LH Pseudohermafroditismo en el vardn Autosomica recesiva

Sensor de calcio Hipercalcemia hipocalciurica familiar Autosémica dominante
Endotelina B Enfermedad de Hirschprung Complejo

FSH Trastorno ovarico hipergonadotropico Autosbémica recesiva

TSH Hipotiroidismo congénito Autosémica recesiva

TRH Hipotiroidismo central Autosomica recesiva

GHRH Deficiencia de hormona de crecimiento  Autosdmica recesiva

GnRH Hipogonadismo central Autosomica recesiva
Melanocortina 4 Obesidad extrema Codominante

PTH/PTHrP Condrodisplasia de Blomstrand Autosdmica 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




BASE DE DATOS DE RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G (7TM)

information system for G protein-coupled receptors Home About Contact
Search Browse Tools Help

Welcome to the GPCRDB

The GPCRDBE is a molecular-class information system that collects, combines, validates and stores large amounts
of heterogenous data on G protein-coupled receptars (GPCRs). The GPCRDB contains data on sequences, ligand
hinding constants and mutations, In addition, many different types of computationally derived data are stored
such as multiple sequence alignments and homology models, The GPCRDB is designed to be a data storage
medium, as well as a tool to aid bhiomedical scientists with answering questions by offering a single point of
access to many types of data that are integrated and visualized in a user-friendly way, Although most parts of
the GPCRDE are self-explanatary, if vou have not used this resource before we advice you to take a look at the
usage page.

We advice you to take a look at the:
- updates page to see what has changed and what is new
- usage page to make sure you will quickly find your way

The informal collaboration of GPCR databases

These include GPCRDBE at the CMBI, the Methedands (formerly at the EMBL), tiny GRAP Mutant Database at the CMBI (formerly at Tromso,
Morway], The GPCR Cligomerization Knowledge Base (GPCR-OKB) at the Weill Medical College of Cornell University, Swiss-Prot and the GPCR
Natural Yariants Database {(MNaVa).

Current version: 12.01.2011

https://gpcrdb.org/

Familias de canales i0nicos operados por neurotransmisores

Receptores con asas de cisteinas
(Cys-loop)
Receptor nicotinico de acetilcolina
- tipo muscular (a, B, 9, Y/e)
- tipo “neuronal” (o, B): NAChR 2 es‘eo‘j;'g’{‘;j“;‘;;j:j;j“zg;’ades
Receptor de GABA, (o, B, v, 9, €, T, 6, p)

Receptor 5HT; (A—E) l‘l.

Receptor de glicina (ct, B) IRJ ';;:}
Receptores ionotropicos de glutamato (iGIuR) %

- NMDA (NMDAR1 - 3)

- AMPA (GluR1 - 4) %

- kainato (GIuRS -7, KA1 - 2)

Receptores P2X para ATP
P2X,- P2X,




Canales ionicos pentameéricos operados por ligando
B (receptor colinérgico nicotinico, s

B Gly, GABA, y 5-HT;) / ':

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

doi:10.1016/jmb.2004.12.031 J. Mol Biol. (2005) 346, 967-989

MB Available online at www.sciencedirect.com
uuuuuuu @ DIREGT®

RECEPTOR NICOTINICO DE

ACETILCOLINA

ELSEVIER

Refined Structure of the Nicotinic Acetylcholine
Receptor at 4 A Resolution

Nigel Unwin . ., (b)
sitio de unién de ACh,
carbacol, nicotina, etc
% EXTRACELULAR
IR C
INTRACELULAR

sitio de unién de ACh, G 5
carbacol, nicotina, etc -"

Protein Data Bank: 2BG9

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




Modos normales del receptor nicotinico de acetilcolina
\

adp2

al
wAp2 _L .--v""'.
L =y
DHBE = dihidro-B-eritroidina

Activation

wé¢ MLA = methyllycaconitine Fast e & gow
Dineley KT, Pandya AA, Yakel JL. g — - Caz'b_l_ Somm
permeability
Nicotinic ACh receptors as therapeutic targets in CNS disorders. R oW
. Selective block
Trends Pharmacol Sci. S0165-6147(14)00215-6 (2015) o R

Proteina soluble de Lymnaea stagnalis
que une acetilcolina (AChBP)
Protein Data Bank: 1UV6 (carbacol), 1UW6 (nicotina)

7\

H3C\ + NH —

carbamoilcolina &
H,c” \m_|3




Modelo hipotético del receptor de GABA tipo A

extracellular
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Drug Discovery Today
vista desde la cara extracelular 14, 866-875 (2009)

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

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

Estructura de rayos X del receptor humano de GABA tipo A

©»=229A | Protein Data Bank: 4COF

@=14.1A4

=315 A

Potencial  -10 k,Tle, 10 k,Tle,
Electrostatico [T - .
Molecular

Crystal structure of a human GABA, receptor
P.S. Miller & A.R. Aricescu
Nature 512, 270-275 (2014)




Estructura de rayos X del receptor 5-HT; de ratén

g stabilizing nanobody 4. /@
N : N @
view parallel to the plane of the membrane Wi Nty
¢ AR 4

viHis b intracellular view

Extracellular
domain i%&
palonosetrbn
Transmembransg &
domain ¢
Intracellular
domain
(partially seen)
G. Hassaine et al.
Protein Data Bank: 4PIR Nature 512, 276-281 (2014)
Estructura de rayos X del receptor 5-HT; de ratén
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Pore diameter (A) G. Hassaine et al.

@ Protein Data Bank: 4PIR Nature 512, 276-281 (2014)




A

5-HT, receptor

Ingenieria de proteinas
aplicada a receptores

b
1V

Extracellular
domain

(+) Subunit
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Q=  Granisetron

v

S5HTBP

Proteina de unién a
serotonina ~ dominio
extracellular del
receptor 5-HT;,
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Kesters et al. EMBO Rep. 14(1): 49-56 (2013)

PDB: 3JAD / 3JAE / 3JAF

‘M2-M3 loop

Du et al.

Glycinereceptor mechanism elucidated by electron cryo-microscopy.
Nature 526, 224-229 (2015)




Canal homopentamérico
de iones cloruro operado | *'
por glutamato de ;
Caenorhabditis elegans
(GluCl)a 3,3A de

resolucién (2011): diana \ >
para la ivermectina

(agonista alostérico)
[antiparasitario]

In
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Molecular
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Protein Data Bank: 3RHW
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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
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Primeras estructuras de rayos X de un receptor NMDA: el receptor GIluN1-GluN2B

Modulator

Cell |
exterior

Cytoplasm

Rat: Karakas, E. & Furukawa, H. Science 344, 992-997 (2014)
Frog: Lee, C.-H. et al. Nature 511, 191-197 (2014)

Estructura del receptor de glutamato homotetramérico
subtipo AMPA (GluA2) unido a un antago

nista competitivo
90 A :
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4
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7

180 A

Protein Data Bank

150 A | C 55 A

X-ray structure, symmetry and mechanism of an AMPA-subtype glutamate receptor
A.l. Sobolevsky, M.P. Rosconi & E. Gouaux
Nature 462, 745-756 (2009)




EJEMPLO DE SENALIZACION PURINERGICA P Tescon

cangrelor

ERITROCITO
hypoxia
low pH

Vasoconstriction '
Cx43 tca?t

]] [[ ' m ﬁ@ ]l[ Sm:;?'lcumti;cie
K+ P2Y, P2Ys P2Y, P2X,

Paul N. Hopkins

MUSCULATURA LISA VASCULAR Molecular Biology of Atherosclerosis
Physiological Reviews 93(3):1317-1542 (2013)
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Central
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vestibule \
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LY
_d S
Intracellular /

In
vestibule

-50KT  potencial ~ 30KT

Electrostatico
Extracelular Molecular

Selectivos para cationes y operados por ATP
extracelular. Implicados en distintos procesos
fisioldgicos: transmisidn sinaptica, inflamacion,
percepcion de sabores, sensacién de dolor, etc

Intracelular PDB ids.: 3I5D, 3H9V, 3HGC
Goaux y cols. Nature 460, 592-8; 599-605 (2009)




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

A Transmisor  Receptor B

Transmisor

Adenilil-ciclasa

EXTRACELULAR

..........

............

Ejemplos de MODULADORES ALOSTERICOS de
RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G

Sitio de unidén Sitio(s) de
ortostérico union
Dominio alostérico(s)

transmembrana

heptahelicoidal '
(dominio 7TM)

Current Opinien in Chemical Blology

Fﬁ/@V\/u Calcimimético tipo II: potenciacion afinidad por el ion calcio del

receptor sensor de calcio (CaSR) en células del paratiroides.

) Utilidad en el tratamiento del hiperparatiroidismo.
Cinacalcet

,

" M. e Inhibidor de la entrada del VIH: bloquea el receptor de quimiocina
=M . . , .
H @u 4 CCR5 que el virus utiliza como co-receptor en las células infectadas

F Maraviroc /T (video en http://www.youtube.com/watch?v=95J4dLHXEzM).




ESTRUCTURA Y ACTIVACION DEL
RECEPTOR DE INSULINA

Auto-inhibited state Separation of
two protorners

Insulin  Insulin 2

binding

JusWBUeY Pasnoo

Hinge motions Active state
of each protomer

¢ p

eLife 8:e48630 (2019)
doi: 10.7554/eL.ife.48630

Cascada de sefalizacion intracelular tras la activacion del R
receptor de insulina :
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ReceptO res H E R . activados inadecuadamente en muchos tipos de cancer

HER1, también conocido como receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) o ErbB1
Extracellular HER2, también conocido como ErbB2: bloqueado por trastuzumab (Herceptin)

domain

HERS3, también conocido como ErbB3
HER4

| & g > ) jz:'::membrane 9
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‘ 33
,r o
X
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24
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b4
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c-jun

St domain
B

http://www.researchherpathways.com/researchherpath/index.m

Modelo para explicar la activacion del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) por union de su ligando EGF

2y

b
.\\ Receiver A-C‘WE“OT Activator

(Acceptor) (Do Receiver

B-Hairpin

Tethering arm

Membrane

0 ™M-A P Lizand
B AP2heliX o Tyrosine
0 af helix e Phospho-tyrosine

& A-loop. autoinhibited N: N-lobe
< A-loop. open C: C-lobe

Purba ER, Saita El, Maruyama IN.

Activation of the EGF Receptor by Ligand Binding
and Oncogenic Mutations: The "Rotation Model".
Cells 6(2):13 (2017)




EGF se une a cada lado del receptor, no en el medio como pasa en
otros receptores semejantes (e.g. receptor de la hormona del crecimiento)

Al unirse EGF, el receptor (EGFR)
estabiliza una conformacion que
le permite unirse a otra copia de
este mismo EGFR formando el
complejo dimérico que se
muestra en la parte derecha de la

IOS dos domlnlos klnasa ...................... ?ﬁ_h\
intracelulares. Ly doi: 10.2210/rcsb_pdb/mom 2010 6

Modelo de activacion génica mediada por interferon gamma (IFNy)
a través de la fosforilacion y dimerizacion de Stat1a

Extracellular space Cytoplasm

JAK
IFMy recaptor (inactive)
S, Nugleus
IFNy pore
i Stat 1o dimer
@J': {active) @
{E} Response
elemeant
ADP

P AK ATP
{active)

Statlo

Plasma {inactive)

mambraneg

La kinasa JAK se activa cuando el receptor de IFNy dimeriza al unir IFNy. JAK 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 nicleo 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].




Ejemplos de ligandos endogenos que se unen a

RECEPTORES NUCLEARES

esteroides

no esteroides

17-B-estradiol Testosterona Cortisol
Receptor Estrogénico* Receptor Androgénico Receptor Glucocorticoide
(ER) (AR) (GR)

Me Me Me Me o}
E e
OH
Ho HO™ OH
Me
Vitamina A Triyodotironina (Ts) Calcitriol
Receptor de Acido Retinoico Receptor de Hormona Tiroidea Receptor de Vitamina D
(RAR) (TR) (VDR)

* También se han descrito rutas de sefalizacion fuera del ntcleo (e.g. membrana celular)

MECANISMO DE ACCION DE HORMONAS ESTEROIDES, TIROIDEAS, VITAMINA D,
ACIDO RETINOICO, RETINOIDES Y ACTIVADORES DE LA PROLIFERACION DE PEROXISOMAS
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ELEMENTO DE RESPUESTA A HORMONAS ! . . ., . .
. en ausencia de ligando: represion transcripcional




ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE LOS RECEPTORES NUCLEARES

(transactivacion)

N-terminal Hinge . C-terminal
domain region (bisagra) domain
b AB C D = F
: DNA binding Ligand binding Factores de
\ domain (DBD) domain (LBD) transcripcion activados

N\

N\
N

por ligandos

3D

DNA

~

hERa
hERP
hGR
hPR

hAR

hMR

hVDR

hRARo.
hRARB
hRARy
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Unidn del receptor al ADN activada por

ligando _
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... y reclutamiento de otros factores
para activar la transcripcidon de genes
por la ARN polimerasa |l

Union al ADN y especificidad de genes de los

receptores nucleares
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AT AGGTCA Invertido Directo Evertido
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EJEMPLOS DE ELEMENTOS DE RESPUESTA A HORMONAS
RECEPTOR (HRE) SECUENCIA CONSENSO

Glucocorticoide
Mineralcorticoide

GTTACA AAC TGTTCT GGTACA NNN TGTTCT

——

Andrégeno TGCACA GCG AGTTCT W
Progesterona TGTACA GGA TGTTCT
GGTCA GCG TGACC —_
Estrogeno (ER) GGTCA NNN TGa/TtCC
TGTCA CTA TGTCC
Retinoide X/ PPAR AGGTCA C AGGTCA AGGTCA N AGGTCA

(proliferacién peroxisomas)

— ——

Vitamina D (VDR) GGGTGA ACG GGGGCA AGGTCA NNN AGGTCA

Hormonas tiroideas AGGTGA CAGG AGGACA AGGTCA NNNN AGGTCA

Acido retinoico GGTTCA CCGAA AGTTCA AGGTCA NNNNN AGGTCA

Receptores Activados por “Proliferadores de Peroxisomas”:
dianas terapéuticas en el tratamiento de enfermedades metabdlicas
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/ T Etagla lld:ll: p ’ . .
PPARC: fibratos, ac. grasos / eakerenes  de glucosa e insulina, etc
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PPARB a i PPARy
(antes PPARS) % ‘I’m
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RXR L !
RXR Troglltazona
- TRARRRRNA
i Percxisome Proliferation
Fatty Acid Metabolism l /\(j\/\ /©/\(1(
] wﬂmﬂmmﬂ Lipid Homeostasis . 4
- _ Fanty Acid Metabalism ﬁm . \N (@) S%
. * &kin Proliferation?? :d'mﬂ:ﬂmﬁﬁmu o ) . (e}
)\ e  Macrophage Fundiion Pioglitazona
o .. cl H O
peroxisome proliferator response elements (PPRE) 5 “NH
N\/\O Sx&
Fenofibrato  ° Tiazolidinadionas antidiabéticas U o
(hipolipemiante) Rosiglitazona
(retirada en 2010)

Sdlo los receptores PPAR «x estan implicados en la induccion de proliferacion de peroxisomas en roedores




Receptores de acido retinoico: ,c ¢, o, CHy O
RARa, RARB y RARYy

» familia NR1B, activados por los
agonistas derivados de la vitamina A:
ATRA y &cido 9-cis-retinoico (alitretinoina)

A S T
O¢ OH
isotretinoina

(acido 13-cis-retinoico):
iteratogénico!

tto. acné quistico
nodular severo
recalcitrante

Receptores de retinoides X:
RXRa, RXRB y RXRy

= familia NR2B, activados por acido
9-cis-retinoico (alitretinoina)

y los agonistas selectivos
bexaroteno y LG100268

AN T
9 13 OH

CH3

acido all-trans retinoico (ATRA)

RAR y RXR forman heterodimeros RAR/RXR,
los cuales se unen a regiones reguladoras de
la expresion génica llamadas elementos de
respuesta al 4cido retinoico (RARE).

Induccion enzimatica: la administracion repetida del farmaco o la

exposicion al xenobidtico (X) conduce a un aumento de la expresidn de
ciertos genes que codifican enzimas implicadas en su biotransformacion.

A (CYP2B)

(CYP4A) (CYP3A)

D (CYP1A)
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® X = dioxina, benzo[a]pireno,
kinurenina, etc \
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Nomenclatura de los citocromos P450

Familia CYP1:

CYP1A1l; CYP1A2; CYP1B1

Familia CYP2: il
CYP2A6; CYP2A13; CYP2B6; CYP2C8; CYP2C9; CYP2C19| fémacos.
CYP2D6; CYP2E1; CYP2F1; CYP2J2; CYP2R1; CYP2S1 Lk
Familia CYP3:

CYP3A4; CYP3AS5: CYP3A7; CYP3A43

Familia CYP4: o . @
CYP4A11; CYP4A22; CYP4B1 o

Familias CYP>4: CYP5AL - CYPSAL - mwee| O
CYP19A1 - CYP21A2 - CYP26A1

N

Ejemplos de sustratos de citocromos
P450 de la familia CYP3

Protein Data Bank: 1WOE

(con metapirona y progesterona)

CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7: antibidticos macrdlidos (claritromicina,
eritromicina, telitromicina, pero NO azitromicina), antifungicos
azolicos (ketoconazol, voriconazol, itraconazol), antiarritmicos
(quinidina), benzodiazepinas (alprazolam, diazepam, midazolam,
triazolam), inmunosupresores (ciclosporina, tacrélimus), inhibidores de
la proteasa del VIH (indinavir, ritonavir, saquinavir), antihistaminicos
(astemizol, clorfeniramina), bloqueantes de canales de calcio
(amlodipino, diltiazem, felodipino, nifedipino, nisoldipino, nitrendipino,
verapamilo), inhibidores de la HMG CoA reductasa (atorvastatina pero
NO rosuvastatina), aripiprazol, buspirona, imatinib, haloperidol (en

parte), metadona, pimozida, quinina, sildenafilo, tamoxifeno, trazodona,
vincristina, etc -

http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/




Induccién de CYP3A4 mediada por PXR
(=SXR, sensor de sustancias xenobioticas)

Rifampina/rifampicina, barbituricos, sulfinpirazona, clotrimazol
v Hiperforina (hierba de San Juan, Hypericum perforatum)

Transcripcion

> T ARNm CYP3A4

ARN pol i
jCannipolil)

I I O Traduccioén
Elemento Promotor
de respuesta
aPXR
Acontecimientos clave:
Union del ligando a PXR (SXR)
Heterodimerizacion con RXR m
Tra!?slocaCIon al nucleo del cgmplejo Farmaco  Farmaco-OH
Union al promotor y reclutamiento de ARNpol I
Activacion de la transcripcion del gen

T traduccién del ARNm — Mayor cantidad de enzima — Actividad Enzimatica Aumentada

S ( NucleaRDB
% information system for Nuclear Receptors Home About Contact
Search Browse Tools Help

Welcome to the NucleaRDB

The NucleaRDB is a molecular-class information system that collects, combines, validates and stores large
amounts of heterogenous data on Nuclear Hormone Receptors (NHRs). The NucleaRDB contains data on
sequences, ligand binding constants and mutations. In addition, many different types of computationally
derived data are stored such as multiple sequence alignments and homology models. The NucleaRDB is
designed to be a data storage medium, as well as a tool to aid biomedical scientists with answering questions
by offering a single point of access to many types of data that are integrated and visualized in a user-friendly
way. Although most parts of the NucleaRDB are self-explanatory, if you have not used this resource before we
advice you to take a look at the usage page.

We advice you to take a look at the:
- updates page to see what has changed and what Is new
- usage page to make sure you will quickly find your way

Current version: 11.7.1

Contact: nucleardb@cmbi.ru.nl

http://www.guidetopharmacology.org/GRAC/NHRListForward




CANALES IONICOS Y EJEMPLOS DE FARMACOS QUE LOS AFECTAN

Canales de calcio (operados por voltaje)
Antianginosos (nifedipino, amlodipino, felodipino, diltiazem, verapamilo) o Ry O
Antihipertensivos (nifedipino, amlodipino, felodipino, diltiazem, verapamilo)
Antiarritmicos clase IV (diltiazem, verapamilo)

Canales de sodio (operados por voltaje) !
Anticonvulsivantes (carbamazepina, fenitoina, valproato)
Antiarritmicos clase | ihi i

|A (disopiramida, procainamida, quinidina) Dihidropiridinas
IB (lidocaina, mexiletina, fenitoina, tocainida)
IC (encainida, flecainida, propafenona)
Diuréticos (amilorida)
Anestésicos locales (cocaina, lidocaina, tetracaina, bupivacaina, mepivacaina, ropivacaina)

Canales de potasio (operados por voltaje)
Antidiabéticos orales (tolbutamida, glipizida, gliburida, tolazamida): KCNJ11
Antihipertensivos (diazoxido, minoxidilo)
Antiarritmicos clase lll (amiodarona, clofilium, dofetilida, N-acetilprocainamida, sotalol)
Farmacos que abren canales de potasio (adenosina, aprikalim, levcromakalim, nicorandilo, pinacidilo)

Canales TRP (Transient Receptor Potential)
Capsaicina, mentol, carvacrol, etc; N-acetil-p-benzoquinona imina (metabolito del paracetamol)

Canales de cloruro (dep. voltaje y activados por Ca?* intracelular): CaCC
Antialérgicos (cromoglicato)
(Tomado de New England Journal of Medicine 336, 1575, 1997, y modificado por FGB).

El primer canal ionico Premio Nobe! de Quimica (2003)
cartografiado atomo a atomo

Roderick MacKinnon (1998)

KcsA de Streptomyces lividans

Protein Data Bank: 1BLS8

tan filter

9 ./
Cell membrane ] Cell membrans ™ S . ) ’
A O‘ﬁ?,,_ o * B £
K* Ly
0 8} o)
7 3 ¢ 5

Gate

http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2003/mackinnon-lecture.html




A C-type slow inactivation B

Extracellular

9,,0,9,,, ) ' RS ESRE2E2525
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membrane

ISEesEEseE ‘I . |'I (FIIIIIID

. ] Intracellular

e ol .
\-.......“._\

.u-!nu“' ey, .‘
. ke @ .
canal de potasio i

"Ball and chain”
N-type fast inactivation

5S4 =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

cav1.2
U] (i) {iii) (iv)
73 nr 93 az an
8/8a (93] 473 nt (93] 1;22 93 A + [93) A
s1][s2 54 . )
+ + + +
+ + + +
+ + + f
+ + + (19] 5 (9]
] -
o ot 20 m
218 - 193] or 31/32(93]
Ta/1 [93] I % Jroea Lo
= - 41 £57 nt (93]
ED motlf " 40
23] “311Q

Organizacion transmembrana del

18
canal de calcio operado por voltaje ::arm%\ (661

Ca,1.2 CaMKil [45] T
PDZ binding 45
domain [49) Bk +187 nt (93]
Trends in Pharmacological Sciences 32, 366-375 (2011) cirp T ® 16

BASE ESTRUCTURAL PARA LA INHIBICION DE UN CANAL DE CALCIO
OPERADO POR VOLTAJE POR LOS “ANTAGONISTAS DEL CALCIO”

b c
/\u./'""z 10 nM amlodipine 1.00 1.00
CH; 8 075 3 075
= | -
0 0.50 ¢ 0509 caAb 11995
02nA | E £
; s 0.25 5 0.25
= =
10 ms 0 A 0
- 0 5 10 15 20 10 100 108
Amlodipino

(una dihidropiridina)

ag®

Ca Ab—amlodipine Ca, Ab-amlodipine Amlodipine

Tang et al.
Nature 537, 117-121 (2016)




Estructura del canal de calcio operado por voltaje Cavl.1a 3,6 A de resolucidn

N (2}

Cache 4

Cache 1

C (8

Wu et al.
Nature 537, 191-196 (2016)

Canales y Bombas: el transporte selectivo de iones
depende de la arquitectura y conformacion de la proteina

© CCCO oo

Gltp,,: homologo procariota KcsA: canal de CIC: proteina ATPasa Ca?*
de los transportadores de potasio abierto transportadora de
glutamato acoplados a sodio iones cloruro

Gouaux E, Mackinnon R. Principles of selective ion transport in channels and pumps. Science 310, 1461-5 (2005)




Structure of a eukaryotic voltage-gated sodium channel at
near-atomic resolution

Huaizong Shen,'?* Qiang Zhou,?** Xiaojing Pan,"?* Zhanggiang Li,"*** Jianping Wu,"?3* Nieng Yan’%3"

1

Science 355(6328) eaal43262017
DOI: 10.1126/science.aal4326

Base estructural del bloqueo de apertura de un
canal ionico operado por ligando (procariota)
por un anestésico local tipico

Bromo-lidocaina

lle239
Ala23s
lle232
Ser2zg
Thr225

- - - - Glu221

001 o 1 10

[Lidocainag] (mbA)
(Br) CHj 5 rc:H:.,
JJ\/ 5 o Nota: este es un canal pentamérico bacteriano, estructural
N . y funcionalmente distinto del canal de sodio dependiente
i H de voltaje "Na,“ considerado como diana en mamiferos.
3

Lidocaina Nature Structural & Molecular Biology 17, 1330—1336 (2010)




Canales TRP sensoriales |

(Transient Receptor Potential) ‘

-iqn.s;u.m{;eymi | Mantha (o] ) Msm(m&fm{J

Las acciones de algunas sustancias vegetales
mimetizan las de algunos estimulos fisicos.
Ejs.: capsaicina (guindillas picantes), mentol
(mentas) e (mostaza y
wasabi) actuan como agonistas sobre TRPV1,
TRPM8 y TRPA1, respectivamente.

)

mustard oil

En seres humanos:
27 miembros TRPMS8
6 familias i

TRPV1

PV2 TRPC4
TRPC5
TRPG2 TRPC1

T TRPM5

‘TRP Channe U TRPM4
in Drug TRPV4

TRPV3

TRPMS I TRPV1
TRgAl . - TRPV2

40 60°C

Lo I|I|I|||I|I|I
o TRl (N R RN AR AN AN AN RN RN AN AN Ay

Gl | I 0 1 inm”mﬁnﬂnﬂmmmi 11§
N-acetil-p-benzoquinona imina --—>cys - | U L U L : L 1 i |

(metabolito del paracetamol)

y
A°-tetrahidrocannabiorcol

TRPA1 TRPM8 TRPM5 TRPM4 TRPV3 TRPM2 TRPV4 TRPV1 TRPV2

2? 2?
- L]
Garlic Mint Soy Sauce Oregano Chilli Peppers
Mustard Oil Eucaliptol Sugar Camphor Garlic
Wasabi Thyme Camphor
Cannabinoids Clove
Savory

http://brauchilab.com/research




Transient receptor potential vanilloid type 1 (TRPV1):
capsaicin O

Regions and amino acids critical in activation,
sensitization and desensitization of TRPV1

Lipid raft Lipid raft

E767
Cam hlndl ng

Key: O RTX ) capsaicin
. Capsaicin, RTX
@ Capsaicin, RTX, proton

ARTHRITIS PAINRELEF @)

Capsaicin

Met547
Proton,capsaicin “

'y
Ezzzl |F139 @ rroton @ Voltage
. Constitutive activity 5

Capsaicin CaM binding O Heat @ Base -

@ alicin O LPA 1
—— @ Phosphorylation sites ' (L=u515

Cpapnsmlscll'l Crema O Glycosylation sites i ‘\‘

Capsidol crems

LV Laboratorios Vinas sa

TRENDS in Pharmmacological Soiences

SCOVILLE HEAT SCALE for CHILI PEPPERS
When you Gotta Have it Hot!

Chili Peppers measured by Scoville Heat Units (SHU). How hot do you like if?

15~16,000,000 - Pure Capsaicin
2~5,300,000 - Standard Pepper Spray

| z@w%f = = 4

2,200,000 - Carolina Reaper \ Y %;%g L " 00 { t 130! i
1 - -~y | - | n
2,009,231 - Trinidad Moruga Scorpion t f.u m‘ }"E?g{ % q 'E‘E ‘%E ‘ g% gz
1,463,700 - Trinidad Scorpion Butch T || mn HE ;g‘lrz: S l Eéz%égin 53 | lﬁg
i [ © 1R=a | nZ
1,382,118 - Naga Viper B o B |ms %88 | 25 | o
| F {8E| 28

1,191,595 - New Mexico Scorpion

800,000 ~ 1,001,300 - Bhut Jolokia, or “Ghost Pepper”
350,000 ~ 575,000 - Red Savina Habanero
150,000 ~ 325,000 - Orange Habanero
100,000 ~ 300,000 - Datil

50,000 ~ 100,000 - Thai

30,000 ~ 50,000 - Cayenne

12,000 ~ 30,000 - Manzano

8,000 ~ 22,000 - Serrano

2,500 ~ 8,000 - Jalapeno

2,500 ~ 5,000 - Guajillo

1,000 ~ 2,000 - Poblano

500 ~ 1,000 - Anaheim

100 ~ 500 - Pepperoncini

hishi Cubanell lapeii Hungarian Wax Thai Red/Green
Italian Long Hots 1,000 2,500-8,000 5,000 - 10,000 50,000-100,000
100 - 1,000

-

Bell Peppers Anaheim - Poblano Fresno Serrano : Habanero
500-2,500  1,000-1,500 : 2.500 -10.000 : 10,000 - 23,000 100,000 - 350,000

L U A NN
a

A A8 Ada

0 - Bell Pepper

L ||




Transportadores de neurotransmisores acoplados a iones sodio

(homodlogos procariotas)
high Na* O

low substrate *

—_— E—
- g

open-to-the-outside " (:s\j CMV/occluded complex closed to outside

open-to-the-inside %o

Transportadores de neurotransmisores acoplados a iones sodio
(”simportadores”: inhibicion por antidepresivos triciclicos (ej. clomipramina)

+ clomipramina

25

Per cent of initial .-[*H]Leu bound
=
o

1 1 1 1 1 1
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N
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" Singh SK, Yamashita A, Gouaux E. Antidepressant
binding site in a bacterial homologue of neurotransmitter
TM12 transporters. Nature 448:952-62 (2007)

log[TCA] (uM)




TRANSPORTADOR DE SEROTONINA (SERT) como diana farmacologica:

—0 H
: paroxetina | 0 i
{ 1 L/\I\/o : o c E\©5<F fluoxetina
ibogaina - ©

Iz

SN
&
Outward-open Occluded Inward-open

Coleman JA, Yang D, Zhao Z, Wen PC, Yoshioka C, Tajkhorshid E, Gouaux E.
Serotonin transporter-ibogaine complexes illuminate mechanisms of inhibition and transport.
Nature 569(7754):141-145 (2019)

Mecanismos moleculares de la anfetamina (AMPH) en neuronas que contienen monoaminas

Ferrucci et al. The effects of amphetamine and methamphetamine on the release of norepinephrine, dopamine and acetylcholine
from the brainstem reticular formation. Front Neuroanat. 13:48 (2019)




Transportador vesicular de dopamina (Drosophila melanogaster)
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K. H. Wang, A. Penmatsa & Eric Gouaux
Neurotransmitter and psychostimulant recognition by the dopamine transporter
Nature 521, 322-327 (2015)

El primer modelo El primer modelo
atomico de una :> atomico de una
macromolécula organela
bioldgica (1960) (2000)

Mioglobina del cachalote
Nature 185:422-27 (1960)

ANATOMICAMENTE CORRECTA - Este modelo de una vesicula sinaptica es la primera descripcion con detalle atémico de una organela celular




VESICULA SINAPTICA DE SNAP25 i Synaptotagmin

CEREBRO DE RATA
(VISTA DESDE EL EXTERIOR)

Vtila

V-ATPase

\

¥
o cic3

N

VGLUT

20 nm

other
transporter

trimeric

Cell 127, 831-846 (2006) GTPase

Synaptophysin

VAMP4

Science 344, 1023 (2014)

Composition of isolated synaptic
boutons reveals the amounts of
vesicle trafficking proteins

Benjamin G. Wilhelm,? Sunit Mandad,?* Sven Truckenbrodt,>”* Katharina Kroéhnert,'
Christina Schiifer,! Burkhard Rammner,' Seong Joo Koo,° Gala A. ClaRen,®
Michael Krauss,® Volker Haucke,® Henning Urlaub,?* Silvio O. Rizzoli't
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