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Cómo los fármacos pueden antagonizar, bloquear o 
inhibir proteínas endógenas

• Antagonistas de receptores superficie celular

• Antagonistas de Receptores nuclearesAntagonistas de Receptores nucleares

• Inhibidores enzimáticos

• Bloqueadores de canales iónicos

• Inhibidores del transporte de moléculas

•Inhibidores de Proteínas asociadas a la transducción de señalesInhibidores de Proteínas asociadas a la transducción de señales



Sitios de acción de drogas en sistema nerviosoSitios de acción de drogas en sistema nervioso
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Como aumentar la acción de los NTComo aumentar la acción de los NTComo aumentar la acción de los NTComo aumentar la acción de los NT



Mecanismo de acción de los fármacos Mecanismo de acción de los fármacos 
tid itid iantidepresivosantidepresivos

antiemetico

Antidepresivos tricíclicosAntidepresivos tricíclicos: actúan bloqueando la captación de 5HT o NA: actúan bloqueando la captación de 5HT o NA
Inhibidores de la MonoInhibidores de la Mono--aminooxidasa (aminooxidasa ( MAO degrada  NT); así permite que MAO degrada  NT); así permite que 
los NT actúen por períodos más prolongados.los NT actúen por períodos más prolongados.os ac úe po pe odos ás p o o gadosos ac úe po pe odos ás p o o gados
Inhibidores selectivos de serotoninaInhibidores selectivos de serotonina: Prozac: Prozac



E t l ti id d l t d b í

Característica de los receptores

•Estereoselectividad –los receptores deberían 
reconocer a uno de los isómeros ópticos (+ o -, d o l, 
o S o R).

•Especificidad de agonistas – compuestos 
estructuralmente relacionados deberían unirse bien 
al receptor, mientras que moléculas no relacionadas 
lo deberían hacer pobremente.p

•Especificidad de tejido –la unión debería ocurrir p j
en tejidos sensibles al ligando. La unión debería 
ocurrir a concentraciones fisiológicas relevantes. 



Si un fármaco no satisface Si un fármaco no satisface 
estas condiciones indica laestas condiciones indica laestas condiciones indica la estas condiciones indica la 

presencia de unión no presencia de unión no pp
específica a proteínas o específica a proteínas o 

f f lí id t lf f lí id t lfosfolípidos presentes en las fosfolípidos presentes en las 
membranas.membranas.membranas.membranas.



Teoria de la ocupación
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RT = # total de receptores, RT = [R] + [DR]
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Compuestos con diferentes afinidades
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Antagonistas de acuerdo al efecto máximo 

Competitivo Noncompetitivo
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Receptores de reserva



Ensayo de unión a receptoresEnsayo de unión a receptoresEnsayo de unión a receptoresEnsayo de unión a receptores
ReceptorReceptorpp
RadioligandoRadioligando
Condición de equilibrioCondición de equilibrioqq
Técnica de separación del complejo LTécnica de separación del complejo L--R del R del 
ligando libre apropiadaligando libre apropiada
Descartar la unión no específicaDescartar la unión no específica
CalculosCalculos
V lidV lidValidezValidez



Marcaje del ligando

Biosíntesis con 3H o 14C

125I usado cuando el ligando es un péptido (emisor γ) (Involucra a 125I+ )

Problemas: Iodinacion puede dañar el ligando y/0 las proteínasProblemas: Iodinacion puede dañar el ligando y/0 las proteínas
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Receptor

Cél las enteras Fracciones celularesCélulas enteras

Facil de obtener

Fracciones celulares

Preparación de Facil de obtener
Receptores de 
superficie

p
membranas

p
Células vivas y 
muertas?

Determinación de la 
pureza
Pérdida dePérdida de 
componentes solubles 
que modulan la uniónque modulan la unión



Tejido apropiado
Método rápido separación complejo ligando-ReceptorMétodo rápido separación  complejo ligando Receptor



Unión no específicaUnión no específicapp

Además de unirse el ligando a sus receptores Además de unirse el ligando a sus receptores 
con interes biológico, se une a con interes biológico, se une a sitios sitios 
aceptoresaceptores..
Se necesita medir tanto la unión total como laSe necesita medir tanto la unión total como laSe necesita medir tanto la unión total como la Se necesita medir tanto la unión total como la 
no específica para calcular la unión solo a la no específica para calcular la unión solo a la 
población de receptores.población de receptores.p pp p
Para determinar la unión no específica del Para determinar la unión no específica del 
radioligando, esta se hace en presencia de radioligando, esta se hace en presencia de 

t ió d tt ió d tuna concentración de un compuesto no una concentración de un compuesto no 
marcado que se une esencialmente a todos marcado que se une esencialmente a todos 
los receptores.los receptores.los receptores.los receptores.



Unión no EspecíficaUnión no EspecíficaUnión no EspecíficaUnión no Específica

¿Qué droga no marcada se debe¿Qué droga no marcada se debe¿Qué droga no marcada se debe ¿Qué droga no marcada se debe 
usar?? usar?? 

Utilizar un fármaco no marcado que se une Utilizar un fármaco no marcado que se une qq
al receptor. al receptor. 

¿Que concentración del fármaco no ¿Que concentración del fármaco no 
marcado se debe usar? marcado se debe usar? 

Cercana a 100 veces la KCercana a 100 veces la KDD que presenta que presenta 
l tl tpor el receptor. por el receptor. 



Unión no específicaUnión no específicaUnión no específicaUnión no específica
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Consideraciones PrácticasConsideraciones PrácticasConsideraciones PrácticasConsideraciones Prácticas

Estudiar la unión del ligando a una Estudiar la unión del ligando a una gg
concentración de receptor determinada concentración de receptor determinada 
empíricamenteempíricamente

La concentración de ligando marcado está en La concentración de ligando marcado está en 
exceso con respecto al número total deexceso con respecto al número total deexceso con respecto al número total de exceso con respecto al número total de 
receptores. receptores. 

Se asume que la [radioligando] libre es identica Se asume que la [radioligando] libre es identica 
a la cantidad agregada.a la cantidad agregada.



Consideraciones PrácticasConsideraciones PrácticasConsideraciones PrácticasConsideraciones Prácticas
[L*] Bound (total) Bound (NS) Specific[ ] ( ) ( ) p

0.1 X0.1 Y0.1 X0.1-Y0.1

0.3 X0.3 Y0.3 X0.3-Y0.3

1 X1 Y1 X1-Y1

3 X3 Y3 X3-Y3

10 X10 Y10 X10-Y10

100 X100 Y100 X100-Y100



Criterios esperados para la unión del ligando Criterios esperados para la unión del ligando 
L a receptores fisiológicamente relevantesL a receptores fisiológicamente relevantesL a receptores fisiológicamente relevantes.L a receptores fisiológicamente relevantes.

La unión debe ser saturableLa unión debe ser saturable
•• La especificidad de agentes que compiten con La especificidad de agentes que compiten con p g q pp g q p

el L por la unión al receptor deberían estar el L por la unión al receptor deberían estar 
relacionados con la especificidad del efecto relacionados con la especificidad del efecto 
fisiológico.fisiológico.

•• La cinética de unión y la unión de la droga al La cinética de unión y la unión de la droga al 
t d b i t t l f tt d b i t t l f treceptor debe ser consistente con el efecto receptor debe ser consistente con el efecto 

biológico producido por Lbiológico producido por L



Métodos GráficosMétodos Gráficos
1. Ajuste a una curva para determinar B1. Ajuste a una curva para determinar Bmaxmax

(LR(LRmaxmax) y  K) y  KDD

Unión específica  [LR]=[Unión específica  [LR]=[LR]maxLR]max••[L][L]
KKDD+[L]+[L]KKDD [L][L]

Esta ecuación describe una hipérbola Esta ecuación describe una hipérbola 
t l i tt l i trectangular o isotermarectangular o isoterma

LRLR =B=B =R=RLRLRmaxmax=B=Bmax max =R=Rtotaltotal



La unión de la droga está dada:La unión de la droga está dada:
Número de receptoresNúmero de receptoresNúmero de receptoresNúmero de receptores
La concentración del ligando agregadoLa concentración del ligando agregado
La afinidad de la droga por su receptorLa afinidad de la droga por su receptorLa afinidad de la droga por su receptorLa afinidad de la droga por su receptor



Ajuste de Curvas para determinar Ajuste de Curvas para determinar 
BBmaxmax (LR(LRmaxmax) y K) y KDD
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Transformación de Transformación de 
ScatchardScatchardScatchardScatchard

Y  Bound/Free (radioligando unido/libre)Y  Bound/Free (radioligando unido/libre)

X Bound (pmol/mg proteina)X Bound (pmol/mg proteina)X  Bound (pmol/mg proteina).X  Bound (pmol/mg proteina).



Estudios en el número de receptoresEstudios en el número de receptores
Se puede estimar el número de receptores presentes en una Se puede estimar el número de receptores presentes en una 
preparación Ligando está marcado isotópicamente  (preparación Ligando está marcado isotópicamente  (125125I, I, 3535S  or S  or 
33H). H). 
L l ió d li d i d d d á A iL l ió d li d i d d d á A iLa selección de un ligando apropiado dependerá: Agonista vs. La selección de un ligando apropiado dependerá: Agonista vs. 
antagonista antagonista 

Mayor afinidad para los  antagonistasMayor afinidad para los  antagonistas
Má i t t l i b ióMá i t t l i b ióMás resistentes a la incubaciónMás resistentes a la incubación

Saturación provee información del número de receptores Saturación provee información del número de receptores 
(Densidad)(Densidad)



Que hacer en el caso de Que hacer en el caso de 
no contar con la droga no contar con la droga 

d ????d ????marcada????marcada????



Ensayos de competenciaEnsayos de competencia
Permite estimar la afinidad de un ligando no Permite estimar la afinidad de un ligando no 
marcado por su receptor.marcado por su receptor.

Competitivo o noCompetitivo o no--competitivo.competitivo.

Adición de un compuesto no marcado (B) que Adición de un compuesto no marcado (B) que p ( ) qp ( ) q
también se va a unir a R lo que va a producir también se va a unir a R lo que va a producir 
menor cantidad de receptor disponible para menor cantidad de receptor disponible para 
li l *L E d i B it *Lli l *L E d i B it *Lligar al *L.  Es decir B compite con *L para ligar al *L.  Es decir B compite con *L para 
unirse al R, lo que se traduce en una reducción  unirse al R, lo que se traduce en una reducción  
del *Ldel *L RRdel Ldel L--R.R.



Mét d•Método:
–Se trabaja con una única concentración de 
li d dligando marcado
–Concentraciones variables del ligando no 

dmarcado.



La concentración del inhibidor que La concentración del inhibidor que COMPITE  COMPITE  qq
con el 50% del ligando marcado se conoce con el 50% del ligando marcado se conoce 
como ICcomo IC5050 para la droga. para la droga. 
ICIC d l “Kd l “K ” d l i hibid” d l i hibidICIC5050 no corresponde a la  “Kno corresponde a la  “KDD” del inhibidor” del inhibidor
KKii = constante de disociación del inhibidor al = constante de disociación del inhibidor al 
equilibrioequilibrioequilibrioequilibrio

Es la concentración del inhibidor Es la concentración del inhibidor 
(competidor) que se une al 50% de los (competidor) que se une al 50% de los ( p ) q( p ) q
sitios receptores.sitios receptores.

KKii se puede determinar si se conoce la ICse puede determinar si se conoce la IC5050..
Mediante la ecuación de Cheng y Prusoff.Mediante la ecuación de Cheng y Prusoff.

Ki =                 IC50
1 + [radioligando ]

Kd



Ensayo de competenciaEnsayo de competencia

0

Ensayo de competencia en función de la concentración competidor

Ligando marcado isotópicamente
Competidor concentración variable



Example: Find Ki of morphine in a preparation with 3H-diprenorphine.

IC = 100 nM K = 25 nMIC50  100 nM Ki  25 nM
[L] = 3 nM
KD = 1 nM 



Desensibilización de receptoresDesensibilización de receptores
Pé did d l fi id d l i t i biPé did d l fi id d l i t i biPérdida de la afinidad por el agonista sin cambios en Pérdida de la afinidad por el agonista sin cambios en 
la población de receptores por una estimulación la población de receptores por una estimulación 
crónica.crónica.

ββ22--AR.AR.
Activación de PKA/GRKsActivación de PKA/GRKs
fosforilaciónfosforilación

−− ββ--arrestinaarrestina
Desacoplamiento del receptor a la proteína GDesacoplamiento del receptor a la proteína G
Resulta en un desplazamiento de la curva deResulta en un desplazamiento de la curva deResulta en un desplazamiento de la curva de Resulta en un desplazamiento de la curva de 
competencia hacia la derecha: competencia hacia la derecha: desensibilizacióndesensibilización..
KKDD de isoproterenol (1 de isoproterenol (1 100 nM)100 nM)

Reducción de la afinidad affinityReducción de la afinidad affinityReducción de la afinidad affinity Reducción de la afinidad affinity 
BBmaxmax no cambia).no cambia).

ββ--arrestina une a clathrin.arrestina une a clathrin.
Complejo se internaliza formando un endosoma  Complejo se internaliza formando un endosoma  
Disminución transciente de receptores en la superficie.Disminución transciente de receptores en la superficie.



Desensibilización del Receptor
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Regulación hacia abajo del Regulación hacia abajo del 
receptorreceptorreceptorreceptor

Degradación proteolítica del receptorDegradación proteolítica del receptor
..

BBmaxmax puede disminuir (~60%); Kpuede disminuir (~60%); KDDmaxmax DD
permanece sin variación.permanece sin variación.



Receptor down-regulation
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Receptor down-regulation


