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Union al receptor

* Reversible (+frecuente) * Irreversible (-frecuente)
— Enlaces 10nicos — Enlaces covalentes
— Fuerzas de Van der Waals
— Puentes de H

(H)
— Interacciones hidrofobicas Gew
(H)

@ Electron from hydrogen
® Electron from carbon

D1sociacion.
Tiempo de

Persistencia de
union
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Ley de accion de masas

Farmaco (F)
Receptor (R)
Complejo (FR)
Constante

* Asociacion (Ka)

* Disociacion (Kd)

F+R

ka

kd

RF




Teorias

El analisis entre las concentraciones de agonistas y los efectos
farmacoldgicos pueden estudiarse:

1. Teoria ocupacional (Clark).

d Efecto observado es una funcion del numero de
receptores.

2. Teoria operacional (Black vy Left)

1 La relacion entre receptor ocupado y efecto debe
ser hiperbolica



Interaccion entre Agonista y Receptor

La relacion del FR tiene una eficacia del agonista para activar
el receptor:

— Ea: Efecto por [agonista] determinado

— Emax: Efecto maximo causado por agonista
— RT: Total de receptores

— E: Eficacia

— F:. Farmaco receptor

— f: vinculado a los fendOmenos de traduccion que siguen a
la activacion del receptor



m Eficacia: Capacidad del agonista para generar respuesta en
el tejido en cuestion.

m Actividad intrinseca: Magnitud de la respuesta maxima a
un agonista parcial como fraccion de la que produce un

agonista total del mismo grupo

Ea / Emax =1 (e [FR/RT])




Todos los agonistas totales tienen la misma actividad intrinseca
pero pueden diferir en su eficacia:

— El A. total puede ocupar pocos receptores pero causar efecto
maximo
— Por eso tomamos en cuenta:
» # receptores
» Acoplamiento del receptor

» Respuesta farmacologica



m Se emplea otro término EFICACIA INTRINSECA. Capacidad
de estimulo por unidad de receptor

Esto da como resultado que los
farmacos pueden actuar como
agonista total en un tejido y
agonista parcial en otro




Curva Dosis - Respuesta

e [inearectadel 25 al 75 %
de la eficacia.

* DE., (dosis eficaz):
Concentracidn para producir
la mitad del efecto maximo
del agonista.

Respuesta (%)

 Potencia: Dosis en relacion
T dosis umbral al efecto.

La dosis se expresa en escala logaritmica

si no daria una hipérbola dificil de analizar matematicamente




Curva Dosis - Respuesta

T dosis umbral

* Pendiente: Nivel de variacion de la dosis que se precisa para
observar cambios significativos.

* (+) notable efecto

* (-) poco efecto




Cuantificacion de la Ocupacion de
Receptores y Respuesta



Ecuaciones

> La ecuacion de uniéon: R+L+I <> RL+RI (ec. 1)

R: concentracion de sitios de union libres (desocupados)
L: concentracion del ligando (radiactivo)
I: concentracion de droga no marcada

RL, RI: concentraciones del receptor unido a cada ligando

» Concentracion de ligando total/agregado: L, =L+ RL (ec. 2)

RL: la union especifica (jno la union total!)



Tipos de Experimentos para Demostrar la ECUACION
DE UNION L,=L+RL

donde L es incrementado y RL
determinado en el equilibrio.

donde RL es determinado como una
funcion del tiempo, con L mantenido constante.

¢) Experimentos de desplazamiento donde RL es determinado a
medida que la concentracion de una droga no marcada es
incrementada. L se mantiene constante.



a) Experimentos por saturacion

Se mide la cantidad de ligando unida al variar la cantidad total de
Ligando afiadida

La cantidad de receptor se mantiene constante

* Se mide al alcanzar el equilibrio

R+ Le= RL (ec. 3)

* Permite determinar la constante de afinidad y la concentracion del
receptor



Constante de Disociacion del equilibrio: Ky = (R*L)/RL (ec. 4)
Concentracion total de receptores: R =R + RL (ec. d)

Concentracion total de ligando L, =L+ RL
——> Ky*RL=R*L-RL*L

—> RL=[R;*L)/(Ky+L) (ec6)

* Cuando L=K, luego RL =72 R, se ocupan la mitad de los
receptores.

= S1RL <<L,,luego L = L, se considera que todo el ligando se
encuentra libre.

= SiL>>K,, luego RL = R, todos los receptores se encuentran
ocupados



Analisis de Scatchard

> Descripcion lineal de la ecuacion no lineal:
RL=(R;*L)/(Ky+L)

» Cuando el peso molecular y la concentracion de la macromolécula
(ligando) son conocidos (y pequenios) se usa el grafico de Scatchard

» El grafico de Rosenthal se usa cuando no se conocen los parametros
anteriores.



» El grafico de Scatchard sale de la ecuacion 6:

RL = (R *L)/(Ky+L), pero con otros simbolos:

R, =B, ,, (maximo n° de sitios de uni()ny
RL = B (Bound = ligando unido), B = (B, *F)/(Ky+F)

L =F (free = ligando libre),

—B*K,+B*F=B__*F

— (B/F)*K, +B=B___

= (B/F) = (Bjx = B)/Kp <o

Free

Bound

—@ : (I/KD B,../Kop
y

X



Afinmidad del receptor por el ligando

Pendiente p/r B +B,_. /Ky
N~

» La pendiente del grafico nos da una idea de la afinidad de
receptor por el ligando

» A mayor afinidad, menor es la disociacion y menor es K,

= |/Kd es mas grande nax

Mayor afinidad = mayor pendiente  sowa

Free

Bound



Numero de receptores

absisa
B/F =- (1/Ky)*B +B__ /K -
Cuando B/F =0 = B/Kp=B, . /Ky =
B/F B/F B/F
alta afinidad, afinidad media, baja afinidad,

POCOS receptores uchos receptores muchos receptores

\

B B B
-1

B . = ahscisaen el origen

£

pendiente



Graficos de Scatchard no lineales

» Caso especifico (y no el tinico): existencia de dos clases de sitios de
union no-interactuantes



Métodos para determinar las 4 constantes: Ky,
B..! Ky’ B

max ? maX

a) Dibujar una linea a través de la parte alta y baja del grafico (fig C).

b) M¢todo iterativo: estimar el valor de las cuatro constantes, calcular
los puntos experimentales y observar la “bondad” del ajuste:

B=B!+B2= By * F)/ (Kp' +F)] + [(Byy,2 * F) / (Kp? + F)]

max

c) Determinar las pendientes limite para cada extremo de la curva

d) Programas de computadora, e.g. NLIN (un Sistema de Analisis
Estadistico — SAS).



b) Experimentos cinéticos
kyg

Union en funcion del tiempo: R+L <—> RL (ec. 8)
Ky

» Velocidad neta a la que se forma RL: es igual a la velocidad de
asociacion de RL menos la velocidad de disociacion de RL:

d(RL)/dt =k, ;*R*L —k_;*RL (ec.9)
» En el equilibrio, d(RL)/dt es igual a cero y, por lo tanto:
k,/k,;=R*L/RL (ec. 10)
» Combinando la tltima con la ecuacion Ky = R*L /RL:
Kp =k, /ky

» Este experimento es util para determinar el tiempo al que se alcanza
el equilibrio, previo a los experimentos de saturacidon e inhibicion.



Constante de velocidad de asociacion

» k., puede determinarse de dos maneras:

a) Velocidades 1niciales de union: se mide a tiempos cortos y la
concentracion unida se considera despreciable

b) Método de pseudo primer-orden: se trabaja en exceso de ligando
radiactivo (L) y se supone que la concentracion L se mantiene
constante



Constante de velocidad de disociacion
» K, puede determinarse por dos métodos:

a) M¢étodo de pseudo primer orden: ya discutido.

b) En condiciones donde se impide la re-asociacion del radioligando,
por lo tanto k,,*R*L =0

» Dos modos para obtener el estado anterior:
1. Dilucion 50 veces o mayor de la mezcla de reaccion.

2. Agregar un exceso de ligando no-radiactivo, de manera que todos
los sitios de union libres se ocupen con el ligando no marcado, y

R=0



¢) Experimentos de desplazamiento
» R; y L; se mantienen constantes, mientras se varia la
concentracion del ligando no marcado I.

» La curva de desplazamiento B vs [L] es sigmoidea y decreciente.

> n



» Hay dos tipos de ensayos de desplazamiento:

c.1) Curva de desplazamiento homologo: el ligando frio es el

mismo que el marcado. Ofrece utilidad similar a las curvas de
saturacion

c.2) Curva de desplazamiento heterologo, ensayos de union
competitiva: el ligando frio es diferente al marcado.



c.2) Curva de desplazamiento heterdlogo, ensayos de
union competitiva

» El ligando frio es diferente al marcado

»Se usa para estudiar la potencia de andlogos o inhibidores

»Aumentando I, RI aumentara, reduciendo RL debido a la
disminucion en R

(R+L+I <= RL+RI)

» Constante de inhibicion : K;= (R *I)/RI

» Se calcula la dosis eficaz o concentracion inhibidora50% (ICs,)



Ejemplo Teorico

ICs,: la concentracion que inhibe el 50% de la union o la
concentracion de I que da 2 de la union en ausencia de 1.

Datos TEORICOS
m: o0 2 5 10 40 80 200
B: 100 91 80 67 33 20 9

» A medida que la concentracion de I aumenta, desde 1/10 de ICs, a
10 veces la IC, (aumenta 100 veces), la cantidad de union disminuye
de 91% a 9%.

» La IC,, no es igual a la K, (IC5, =20, K, = 10).



La Relacion entre K, e I1C,

> K, =1C,,/ (1 +F/Kp)

» La ecuacion se usa para calcular K, a partir de 1C,, determinado
experimentalmente.

» Un caso especial de inhibicion: el ligando no marcado y el
radioligando son 1guales. S1, ademas, K, = K,, luego el experimento
es andlogo a un experimento de saturacion (en el que la actividad
especifica del radioligando disminuye con cada incremento en la
concentracion del ligando no marcado).



Determinacion de 1C,

» El método mas simple: el grafico semi log de una dosis-respuesta
estandar

» % B (unido) vs log de [I]

100,

80F

60

Bound

40¢

20¢

1 10 100 1000
Log 1



La Transformacion Logit

» La transformacion logit (Rodbard y Frazier, 1975):
logit (P) = In [P/(100-P)]

P: unido porcentual

+2.0¢
» 1C,,: la concentracion de I donde
logit=0 (P=50).
» Puede determinarse graficamente §° i s

o por analisis de regresion lineal.

-2.0¢




Multiples Clases de Sitios de Union

» En ciertos tipos de estudios de unién a receptores, en particular los
concernientes a subtipos de receptores, se observan curvas de
inhibicion bifdsicas.

» Explicacién posible: el ligando no marcado posee una afinidad

diferente para dos clases de sitios de union.

» Estos datos pueden analizarse con el grafico de Eadie-Hofstee —
matematicamente equivalente a los graficos de Rosenthal y
Scatchard.



Gratico de Hill

» Se grafica log [P/(100-P)] vs log I y la pendiente es n,, (el
coeficiente de Hill).

» El grafico log-logit y el Grdfico de Hill son idénticos, excepto que
se usa el logaritmo natural (In) en el primero y el logaritmo decimal

(log) en el ultimo.
RECORDAR

»La ecuacion de Hill usada para describir unién de oxigeno a

hemoglobina (1910):
log[B/(B,. . —B)]= nlogF-logK

» La transformacion logit (Rodbard y Frazier, 1975):
logit (P) =In [P/(100-P)] (ec. 17)

P: % unido




Graticos de Hill

» Deriva de la ecuacion: B = [(B, ¥ F") / (Kp + F?).

» n, - coeficiente de Hill: pendiente de log [B / (Bmax — B)] vs log F (si la
pendiente no es lineal nyes la pendiente a B=0.5B_,..

» n, nunca puede exceder el numero de sitios (para sitios con alta
cooperatividad ny es el numero de sitios)

» puede ser menor que el numero de sitios (cuando los sitios no son
fuertemente cooperativos).

» Ej: ny de 1.8 puede significar dos sitios con cooperatividad
moderadamente fuerte, pero también puede representar seis sitios con
cooperatividad positiva debil.

» n, menor a 0.8 (valor considerado diferente de unidad): cooperatividad
negativa (otras interpretaciones son validas) o artificios



Fin !!

Muchas gracias
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