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Da Administracao Oral
Ao Efeito Terapéutico

Medicamento

l Administracao

Desintegracio
Desagregacao
Dissolucao

l Farmaco em solucéo

Absorcao
Distribuicio
Eliminacéo

l Farmaco na biofase

Interacdo Farmaco-Receptor

EFEITO TERAPEUTICO

ETAPA BIOFARMACEUTICA

FARMACOCINETICA

FARMACODINAMICA



CONCEITO DE RECEPTOR
FARMACOLOGICO

Langley (1905): introducédo do termo

“Receptive substance”

Ehrlich (1907): Base tedrica da Quimioterapia

“Corpora non agunt nisi fixata”

Definicdo: Componente bioldogico macromolecular
com que interage especificamente um farmaco

para desencadear seu efeito farmacologico




orpora non agunt nisi fixata: Binding

Paul Ehrlich, 1900




PROPRIEDADES GERAIS DOS
RECEPTORES

Sensibilidade: afinidade |

Especificidade: REA (Estereoseletividade)
Saturacao — competicao

Especificidade da resposta celular



INTERACAO FARMACO-RECEPTOR:
FORCAS QUﬂ\/IICAS = RELA(}AO ESTRUTURA-ATIVIDADE
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Fig. 17.3 Ligacao da molécula de procaina por meio de: E, forgas eletrostaticas;
D, interagao dipolo-dipolo; V, forcas de van der Waals; H, ligacao de hidrogé-
nio; CT, transferéncia de carga (Biichi, J. et al. Arzneim.-Forsch., 16:1657, 1966).




1. LEI DE ACAO DAS MASSAS: LANGLEY (1878)

2. TEORIA DA OCUPACAO: CLARK - 1930

modelo: “O efeito do farmaco é diretamente proporcional a
fracao de receptores ocupados”

Afinidade Efeito
Binding Farmacologia classica



FARMACOLOGIA CLASSICA:
Estudos comportamentais




FARMACOLOGIA CLASSICA:
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FARMACOLOGIA CLASSICA:
Medida in vitro: orgéao isolado
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FARMACOLOGIA CLASSICA “moderna”:
Medida in V|tro ceIuIa/ Patch Clamp




BINDING ASSAY: PRACTICAL ASPECT
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Francois Noél

ENSAIOS DE BINDING:

Fundamentos teoricos, aspectos praticos e

aplicagdes no desenvolvimento de farmacos

http://www.sbfte.org.br/material-didatico/
SBFTE
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DETERMINAGCAO DA LIGACAO NAO ESPECIFICA

. CONCEITO

S=T-NS

NS: medido na presenca de um excesso de ligante
nao radioativo ( [L] > 100 x Kd)

Il. ORIGEM

Verdadeiro NS ao tecido
Radioligante livre que nao foi lavado eficientemente
NS ao filtro

Ill. LAVAGEM E USO DE ANTI-ADSORVANTES

Bennett in: Neurotransmitter receptor Binding, 1978



Ligacao Total Ligacéo Nao - Especific

- @= Radioligand O = Protecting Ligand

O nao-especifico é
definido uando-se
[ non-specific binding um excesso de
uma substancia
nao-radioativa, que
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. T subtipo de receptor
i ] 1 I - CpM (x 7565)
1020 30 40 50 | subtract% em estudo.
cPM (x 1565) r |

specific binding

pm bound (x

C
o

fa]

B

25
O
-
>3
Q
0
&

(o
-

0

)

"
1000

no

-l

LTy

10 20 301 40
—cpm (x 53503)

cpm bound (x

]

o




USO DE ANTI-ADSORVANTES

Tratamento dos filtros para evitar cargas negativas
( fibras de vidro)

LAVAGENS:

NUmero, volume, temperatura ?....



EXEMPLO DE

A

ENSAIO DE

RA

_HADO DE PROTOCOLO:

DIOLIGACAO (BINDING) A

RECEPTORES 5-HT

1. Escolha do tecido
2. Preparacao membranar
3. Meio e condicOes de incubacao



1. Escolha do tecido

(fmoles/mg protein)
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J. Neurochem. 44: 1685-1696, 1985



2. Preparacao membranar: ex. Rec. 5-HT2A

Homogeneizar em 10 volumes de Tris HCI 50
mM (pH 7,4 a 4°C)

Potter de teflon 3 x 30 s / velocidade 3
Centrifugar a 9009, X 10 min a 4°C

Preparacdo: cortex de rato

Pellet Sobrenadante

Ressuspender em ~ 20 mL
de Tris HCI 50 mM (pH 7,4 a

4°C)
Centrifugar a 9009,,,,« X 10
min a 4°C
\ 4
Pellet Sobrenadante
Centrifugar a 480009, x 10
min a 4°C
Pellet Sobrenadante
Ressuspender em 10v de Tris HCI 50 m
(pH 7,4 a 37°C)
Incubar a 37°C por 10 min
Centrifugar a 480009, x 10 min a 4°C
Pellet Sobrenadante

Ressuspender em 10v de Tris HCI 50
mM (pH 7,4 a 4°C)
Centrifugar a 480009, X 10 min a 4°C

e
Pellet Sobrenadante




ULTRACENTRIFUGACAO

i
lisiiias

W SORVALL ULTRA oo

® 2o

ACCEL
ZONAL RATE

0 1o

mij.

[
STARY

oN | ser

|

orF RECALL

| MWOR - SORVALL
aupiRn |

VACUEM SY§
208AL | wan)

HORMAL




Steady state
binding

30 40
Time (min)

Deupree & Bylund, www.Tocris.com



[Rli: - [F]
[FR] = E =
Ky + [F]

E__.. [F]

max

CE, + [F]

- REPRESENTACAO GRAFICA:
curva Concentracao-Efeito
curva Log Concentracao-Efeito
grafico dos inversos
grafico de Scatachard




CINETICA ENZIMATICA: MICHAELIS-MENTEN

Velocidade vs Log
Velocidade vs Concentragcao Concentragao
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Saturation Plot
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LIGADO / LIVRE (B/F)

SCATCHARD

LIGADO (B)



BINDING: aplicacoes

« 1. Medida da alteracao do Bmax
(idade, doenca....)

« 2. Detalhe do mecanismo de acao
molecular



BINDING E MECANISMO DE ACAO MOLECULAR:

LIGANTE COMPETITIVO IRREVERSIVEL
Silva et al., Biochem. Pharmacol., 51: 193-196, 1996
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FIG. 1. Scatchard plots for the specific binding of [?’H]PAF to
rabbit platelet membranes in the presence of BN 50730. About
60—-100 g protein was incubated at 0° for 2 hr in the absence
(M) and presence of 0.3 pM (@) or 0.7 pM (V) BN 50730. The
assay medium contained 10 mM MgCl,, 10 mM Tris, 0.025%
BSA, 0.2 nM [?H]JPAF, and various concentrations of unla-
beled PAF, at pH 7.0. Each point is the mean of triplicate
determinations in a typical experiment. The fitted curves were
obtained by non-linear regression, using the model of a single
class of binding sites (see Materials and Methods).




BINDING: aplicacoes

e 3. Desenvolvimento de novos farmacos

3.1. Screening (Target-based approach)
3.2. Lead optimization (REA)



ENSAIOS FARMACOLOGICOS: CLASSIFICACAO BASEADA
NOS NIVEIS DE RESPOSTA

f Therapeutic profile of molecule

e Primary-cell high-content assay

¢ Functional
cellular assay

b Defined signalling pathway

Nature Rev. Drug Discov. 8: 617, 2009



The discovery of first-in-class drugs:
origins and evolution

Jorg Eder, Richard Sedrani and Christian Wiesmann
NATURE REVIEWS | DRUG DISCOVERY| VOLUME 13 | AUGUST 2014 | 577
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*L LIGADO (%)

BINDING: ENSAIO DE COMPETICAO
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BINDING E CARACTERIZACAO FARMACOLOGICA

Binding de *H-flunitrazepam: curva de competigio

A Clonazepam
® Flunitrazepam

B Zolpidem
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BINDING IN VITRO
Antipsicoticos: excelente correlagao entre valores de Clg, no receptor D2, mas
nao D1, e doses usadas clinicamente
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Journal of Chromatography B, 829 (2005) 1-25
Review

Receptor—ligand binding assays: Technologies and Applications

Lutea A.A. de Jong®*, Donald R.A. Uges®P?, Jan Piet Franke ©, Rainer Bischoff?

“Binding of a ligand to its cognate receptor is the initial
and indispensable step in the cascade of reactions that
finally cause a pharmacological effect and many
successful and widely used techniques are thus
based on measuring ligand binding.”

7 e which makes the classic radioreceptor assay
still the method of choice in drug screening. ”



CONCLUSAO

Reflections on drug research

James Black

“Nenhum nivel de avaliacao € mais informativo
do que o outro.

Por isso, acredito fortemente que a farmacologia
precisa ser estudado em todos 0s niveis, sendo
gue a escolha do nivel deve ser ditada pela
natureza da questao que e feita”

Br. J. Pharmacol. 161: 1204-1216, 2010
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Caracteristicas do tecido Caracteristicas do farmaco



Binding, Estimulo e Efeito
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EFICACIA INTRINSECA — ESTIMULO - EFEITO

No agonism Partial agonism Full agonism

I —r A \—A—

Response threshold - - - m o m m e e e e T e e e e e e e e - -

\/ \/
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O que é EFICACIA ?

Explicacao mecanistica ?...... modelos ?



|. ATIVACAO GRADUAL

- Modelo de Luva-mao
- Ajuste induzido - Koshland

Diferentes agonistas podem induzir diferentes graus de
modificacao conformacional

— Effect 1 (small)

= Effect 2 (medium)

—— Effect 3 (large)

—— No effect
(competitive antagonist)




. MODELO DE DOIS ESTADOS, REVERSIVEL
(Atual)

Consequéncias:
Atividade constitutiva (Costa & Herz, 1989)
Agonistas inversos (Braestrup et al., 1982: DMCM)




SISTEMA ONDE EXISTE ATIVACAO DE RECEPTOR NA
AUSENCIA DE LIGANTE (= ATIVIDADE CONSTITUTIVA)
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BINDING: aplicacoes

4. Binding e Eficacia intrinseca ?.....

exemplo de binding “funcional”



. MODIFICA(;AO CONFORMACIONAL E EFICACIA INTRINSEC/
2.1. Receptor 5-HT*A (GPCR)

Journal of Pharmacological and Toxicological Methods 70 (2014) 12-18

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Pharmacological and Toxicological Methods

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jpharmtox

Original article

Functional binding assays for estimation of the intrinsic efficacy of
ligands at the 5-HT; 5 receptor: Application for screening drug candidates

Francois Noél *, Thais E.T. Pompeu, Bruna C. Moura

Laboratério de Farmacologia Bioquimica e Molecular, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil




MODELO TERNARIO e papel do GTP

Agonist G protein coupling Activated G protein subunits
binding and nucleotide exchange regulate effector proteins

Reassembly of heterotrimeric G protein

Rasmussen e cols., Nature 2011

O receptor no seu estado ativado é o complexo ternario AR*G

Baixa Alta afinidade
aﬁnidade GTP



|. GTP-shift (radioligante antagonista)

Competidor agonista Competidor agonista parcial

m Controle m Controle

62
2

% Ligacéo
[*H]-pMPPF
% Ligacéao
[*H]-pMPPF

- 10 - -100 - “"1000 10000 0,1 o o 10 - “"100
GTP-shift = + 6,7 Serotonina (nM) GTP-shift = + 3 8-OH-DPAT (n\)

m Controle m Controle

% Ligacao
[*H]-pMPPF

% Ligacéao
[*H]-pMPPF

0 ey 0 —r—rrree y————rey ey ey
0,01 ) 0,01 0,1 1 10

GTP-shift=0 PMPPF (nM) GTP-shift = -1,6 WAY-100,635 (nM)
Adaptado de: Eur. J. Med. Chem. 66: 122-134, 2013




Binding de [3*S]-GTPyS

Use of the GTPYS
([*>SIGTPyS and Eu-GTPyS)
binding assay for analysis of

ligand potency and efficacy

at G protein-coupled
receptors .
GO 35516TP45 i ARG*[sssﬁ

Strange PG +
Brit. J. Pharmacol. 161:1238-1249, 2010 By
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Adaptado de: Eur. J. Med. Chem. 66: 122-134, 2013



BINDING: aplicacoes

* 5. Binding e localizacao tecidual



AUTORADIOGRAFIA EM CORTES DE CEREBRO DE RATO
Ligante: 3H-Flunitrazepam

LIGACAO:
G c;c|> TOTAL NS _ Corte
- | e
Cortex -
Medial 2

Cerebelo -

Posterior




BINDING: aplicacoes

* 6. Identificacao de novos sitios de ligacao



CARACTERIZAGAO DOS RECEPTORES
BENZODIAZEPINICOS NO S. MANSON/

ulacoes de receptores benzodiazepinicos no S. mansoni:

Uma pequena populacao de receptores marcados com alta afinidade
pelo [?H]-PK111-95 e farmacologia semelhante aos receptores BZP
periféricos de rato.

Sitios de ligagso do [*H]PK11195 no S. mansoni: Sitios de ligag&o do [*H]PK11195 no S. mansoni:
comparacao com sitios de ligacao no rim de rato comparacio com sitios de ligagdo do [3H]Flunitrazepam no
(rec. BZPp) cérebro de rato - (rec. BZPcentral)

(Correlagéo - Teste de Pearson: r = 0.99; p <0.0001) (Correlacao - Teste de Pearson: r = - 0.32; p = 0.54)

Clonazepam Ro5
= PK11195 4864
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| ]
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. 10
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FIU, Cérebro de rato (Clgg, nM)




