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Capitolo 1


INTRODUZIONE


 


1.1 FARMACOLOGIA


La farmacologia (dal greco, phàrmakon = "rimedio", e logos = "discorso") è una branca della biologia che studia l'interazione delle sostanze chimiche (farmaci) con gli organismi viventi. 


Un farmaco può essere definito come: “una sostanza o una composizione di sostanze presentata come avente proprietà curative o profilattiche delle malattie umane o animali, nonché ogni sostanza o composizione di sostanze da somministrare allo scopo di stabilire una diagnosi medica o di ripristinare, correggere o modificare funzioni organiche dell'uomo o dell'animale (D.Lgs. n. 178/91 e D.Lgs. n. 44/97)”. 


I farmaci sono costituiti da due componenti distinte, il principio attivo (P.A.) che è la componente del farmaco che ha attività terapeutica e che eventualmente può portare anche a reazioni nocive e non volute e gli eccipienti cioè una (o più) sostanze, diversa dal principio attivo, che siano state valutate per la sicurezza e siano incluse in una forma farmaceutica. Gli eccipienti ricoprono diverse funzioni, tra queste ricordiamo:


• proteggere il P.A. (es. soluzioni ad alto contenuto di glucosio per ridurre il rischio di contaminazioni batteriche o fungine),


• aumentare la stabilità del P.A. per permettere allo stesso di giungere intatto nei siti di assorbimento (es. capsule acido resistenti per proteggere principi attivi sensibili all’acidità gastrica),


• identificare il P.A. (es. differenti colorazioni di capsule e compresse per ridurre il rischio di errori posologici),


• migliorare la palatabilità del P.A. al fine di migliorare la compliance (cioè l'adesione del paziente alla terapia) del paziente (es. dolcificanti o aromi per mascherare il cattivo sapore del P.A.).


La Tabella 1.1 riporta alcuni esempi di farmaci sottolineando non solo il P.A. ma anche la composizione in eccipienti.
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Anche se gli eccipienti non hanno (per definizione) attività farmacologica non è possibile escludere la comparsa di effetti nocivi per i pazienti. 


Tra questi vanno ricordate sia l’ipersensibilità/allergia (intolleranza, dermatiti allergiche o da contatto, fotosensibilità), che effetti specifici determinati dalla natura dell’eccipiente (es. la diarrea causata da grandi quantità di zuccheri e derivati aggiunti al farmaco per migliorarne la palatabilità).


1.2 FASI DELLA FARMACOLOGIA


La farmacologia comprende diverse branche (o fasi), che possono essere indicate come: 


✓ Farmacologia generale, che a sua volta di divide in:


✓ Farmacodinamica: lo studio dell’azione del farmaco a livello dei bersagli molecolari fino alla comparsa dell’effetto curativo e/o tossico: “quello che il farmaco fa all’organismo”.


✓ Farmacocinetica: lo studio dei processi che decorrono dopo la somministrazione di un farmaco e che determinano le variazioni della sua concentrazione nell’organismo nel corso de tempo: “quello che l’organismo fa al farmaco”.


✓ Farmacologia clinica o speciale, che consiste nello studio delle varie classi dei farmaci.



 

Capitolo 2


FARMACODINAMICA


MECCANISMO D’AZIONE DEI FARMACI


 


 


2.1. INTRODUZIONE


La farmacodinamica è una branca della farmacologia generale che studia il meccanismo d’azione dei farmaci a livello dei bersagli molecolari fino alla comparsa dell’effetto curativo e/o tossico. In base al loro meccanismo d’azione i farmaci possono essere classificati come farmaci che agiscono con meccanismo aspecifico, e farmaci che agiscono con meccanismo specifico.


2.2. FARMACI CHE AGISCONO CON MECCANISMO ASPECIFICO


Questi farmaci non riconoscono uno specifico bersaglio molecolare ma devono la loro attività a proprietà chimico-fisiche. Un esempio di farmaci che agiscono con meccanismo aspecifico è dato dai radiofarmaci la cui azione si basa sull'impiego di radioisotopi, caratterizzati da emissione di particelle radioattive, che si concentrano nelle sedi di tumore, con meccanismo di captazione diretto (radioiodio) o veicolato da molecole più complesse dette vettori (anticorpi monoclonali). Agiscono con un meccanismo aspecifico, infatti la radioattività emessa distrugge tutte le cellule con cui il P.A. entra in contatto. Solo il vettore, che veicola l’isotopo radioattivo verso uno specifico bersaglio, garantisce la specificità dell’effetto.


Esempio. Iodio-131 nel trattamento del cancro differenziato della tiroide.


Anche gli anestetici generali agiscono con meccanismo aspecifico. Questa categoria di farmaci è composta da molecole molto diverse (protossido d’azoto, alotano, isoflurano, propofol, tiopentale, ecc.) che hanno in comune la lipofilicità. Il loro meccanismo d’azione si fonda, secondo alcuni autori, sull’interferenza di tali molecole con la membrana plasmatica dei neuroni, modificandone la permeabilità e quindi influenzando la formazione del potenziale d’azione (che è alla base del funzionamento dei neuroni). Altri autori sostengono invece che gli anestetici generali agiscano penetrando attraverso le membrane cellulari dei neuroni, modificando dall’interno il funzionamento dei canali ionici che determinano la genesi del potenziale d’azione. In entrambi i casi l’attività degli anestetici generali dipende strettamente dalla loro capacità di interagire con le membrane cellulari in base alla loro elevata lipofilicità.


Anche la categoria dei farmaci antiacidi è composta da molecole che agiscono con meccanismo aspecifico. La loro azione si basa su una reazione chimica. Questi farmaci liberano gruppi basici che interagiscono con tutti gli acidi presenti in un determinato distretto corporeo.


Esempio. Idrossido di magnesio (MgOH) o idrossido di alluminio (AlOH) entrambi i farmaci, una volta raggiunto il lume gastrico, liberano ioni idrossilici (OH-) che neutralizzano gli ioni idrogeno (H+) formando acqua.


OH- + H+ = H2O


2.3. FARMACI CHE AGISCONO CON MECCANISMO SPECIFICO


Questo tipo di farmaci (la maggior parte), agiscono legandosi in modo altamente selettivo ad una molecola e modificandone l’attività. I più importanti bersagli dei farmaci che agiscono con meccanismo selettivo sono: enzimi, sistemi di trasporto, canali ionici, DNA, recettori.


2.3.1. Enzimi come bersaglio dei farmaci


Un enzima è una molecola proteica specificatamente destinata ad accelerare la velocità di reazione di un particolare substrato. Gli enzimi vengono considerati “catalizzatori biologici” e hanno la funzione di aumentare la velocità di una reazione abbassandone l’energia di attivazione.


Dato che gli enzimi agiscono in modo diretto (cioè senza sistemi di amplificazione del segnale) sui loro substrati, la dose di farmaco necessaria ad ottenere una inibizione significativa dell’attività enzimatica è generalmente più alta rispetto a quella necessaria per inibire (o attivare) altri bersagli come ad esempio i recettori.


Gli inibitori enzimatici possono agire sui loro substrati formando legami sia reversibili (legami idrogeno, legami di Van der Vaals) che irreversibili (legami covalenti). Il tipo di legame, è importante poiché determina la durata d’azione del farmaco. Infatti per farmaci che si legano ai loro substrati in modo reversibile la durata dell’azione può esser prevista in base al tempo di emivita del farmaco stesso, mentre per i farmaci che si legano in modo irreversibile la durata d’azione dipende dal tempo necessario affinché l’enzima sia sintetizzato.


Esempio. L’acido acetilsalicilico agisce inibendo l’enzima ciclossigenasi attraverso un legame irreversibile. Il tempo di emivita dell’acido acetilsalicilico è di circa 20 minuti ma la sua durata d’azione è di 6-8 ore (tempo necessario per sintetizzare la ciclossigenasi che il farmaco ha bloccato in modo irreversibile.


Esempio. Ibuprofene agisce inibendo in modo reversibile l’enzima ciclossigenasi. In questo caso la durata dell’azione dipende dal tempo di emivita, infatti solo fino a quando sarà presente una certa quota di farmaco questa potrà legarsi al bersaglio causandone l’inattivazione.


I farmaci che agiscono sugli enzimi generalmente ne bloccano l’azione portando, l’effetto finale dipende dall’attività dell’enzima stesso:


Esempio. Captopril agisce inibendo l’enzima convertitore dell’angiotensina (ACE). In questo caso la riduzione della produzione di angiotensina II porta un effetto antipertensivo


Esempio. Entacapone agisce inibendo la catecolo-O-metil trasferasi (un enzima che degrada le catecolamine). In questo caso l’aumento dei livelli di catecolamine (in particolare di dopamina) è utile per ridurre i sintomo della malattia di Parkinson.


Dato che gli enzimi hanno attività costitutiva (funzionano cioè grazie alla loro struttura tridimensionale senza necessità di essere attivati) non esistono farmaci in grado di aumentarne l’attività (anche se alcuni farmaci come il fenobarbital e la fenitoina possono aumentare la trascrizione genica di enzimi come quelli della famiglio del citocromo P450), tuttavia è possibile aumentare la quota di prodotto di un enzima fornendo il substrato dell’enzima stesso. Un esempio è dato dalla somministrazione di acido folico, un substrato dell’enzima diidrofolato reduttasi, per aumentare la sintesi di purine e quindi favorire la sintesi del DNA.


2.3.2. Farmaci che agiscono sui trasportatori


Il trasporto di molecole organiche attraverso le membrane cellulari richiede generalmente una proteina trasportatrice (carrier), poiché le molecole che devono permeare sono spesso troppo polari o troppo grandi per diffondere attraverso le membrane biologiche. 


Le proteine trasportatrici contengono un sito di riconoscimento, che le definisce come specifiche per una determinata molecola, questi siti di riconoscimento possono essere anche bersagli per farmaci, il cui effetto è quello di bloccare il sistema di trasporto.


Esempio. Escitalopram, agisce bloccando il trasportatore selettivo della ricaptazione della serotonina nel SNC. Questo trasportatore è posto sulla membrana delle sinapsi che è responsabile del recupero della serotonina (neurotrasmettitore eccitatorio) e quindi della cessazione della sua attività. Bloccando il trasportatore la serotonina resta più a lungo nello spazio sinaptico mantenendo una maggiore attività neuronale con effetto antidepressivo.


Esempio. Furosemide, agisce bloccando il simporto sodio-potassio-2-cloro renale un trasportatore responsabile del recupero di sodio (e quindi di acqua) nel tubulo renale. Bloccando questo trasportatore si impedisce il recupero del sodio e quindi si ottiene un accumulo di questo ione e di acqua nei tubuli renali con effetto diuretico.


2.3.3. Farmaci che agiscono sui canali ionici


Un canale ionico è una proteina trans-membrana (cioè che attraversa la membrana cellulare) che permette il passaggio di determinati ioni dall'esterno all'interno della cellula o viceversa. I canali ionici sono selettivi per una o poche specie ioniche (esistono canali ionici selettivi per gli ioni sodio, potassio, calcio, cloro, ecc.). Alcuni farmaci agiscono legandosi a questi canali, bloccandone l’attività.


Esempio. Lidocaina, agisce bloccando il canale del sodio voltaggio dipendente che è fondamentale per l’insorgenza del potenziale d’azione e quindi per la conduzione dell’impulso neurale. Bloccando questo canale si ottiene una riduzione della conduzione nervosa con effetto di anestetico locale, antiaritmico.


2.3.4. Farmaci che agiscono sui recettori 


I recettori sono proteine integrali di membrana che dopo aver riconosciuto il ligando (farmaco o molecola endogena) trasmettono l’informazione ricevuta, attraverso una serie di reazioni chimiche, ad altre parti della cellula determinando la risposta fisiologica. I recettori sono classificati in 4 tipi in funzione del loro meccanismo di trasduzione del segnale.


Canali ionici ligante dipendenti (recettori ionotropici)


Sono esempi di questo tipo di recettori il recettore nicotinico per l’acetilcolina, il recettore per l’acido S-amminobutirrico (GABA), il recettore per la glicina, il recettore per il glutammato.


I canali ionici ligante dipendenti sono caratterizzati da una struttura molecolare molto conservata. Sono costituiti da 5 subunità, di cui due subunità alfa (a cui normalmente si legano il ligando endogeno e i farmaci) una subunità beta, una gamma e una delta. Ogni subunità è a sua volta costituita da 4 regioni idrofobiche (dette membrane spanning) che attraversano la membrana plasmatica e che vanno a costituire il canale attraverso il quale passano gli ioni. In questo tipo di recettori sono presenti filtri di selettività, cioè aminoacidi che presentano cariche elettriche che consentono il passaggio di alcuni ioni ma non di altri conferendo specificità di azione al canale (Figura 2.1)
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Figura 2.1


In alcuni casi il legame del farmaco al recettore può indurre l’apertura del canale ionico aumentando la permeabilità dello ione per cui possiede specifica selettività. Per altri farmaci il legame al recettore blocca il canale ionico riducendo la permeabilità dello ione per cui possiede specifica selettività.


Esempio. Benzodiazepine e barbiturici aumentano l’apertura del canale per il GABA aumentando la permeabilità per lo ione cloro, inducendo una depolarizzazione neuronale con effetto miorilassante, ansiolitico, ipnotico e anticonvulsivante,


 


Esempio. Tubocurarina, blocca il canale nicotinico dell’acetilcolina a livello neuromuscolare, riducendo la permeabilità per lo ione sodio e causando una rilasciamento muscolare. L'accoppiamento è diretto, non vi è necessità di un mediatore che trasformi il segnale da extracellulare ad intracellulare, per questo motivo il tempo per ottenere una risposta è rapidissimo.


 


Recettori accoppiati a proteine G (recettori metabotropici)


Sono esempi di questo tipo di recettori: i recettori muscarinici per l’acetilcolina, i recettori adrenergici, i recettori per la dopamina, i recettori metabotropici per il glutammato, i recettori per gli oppioidi.


Anche i recettori accoppiati a proteine G sono caratterizzati da una struttura molecolare molto conservata. Sono costituiti da 1 sola subunità con 7 regioni di attraversamento della membrana, con 3 loop citosolici. Sul terzo di questi loop si trova il sito di legame con la proteina G. L’estremità N terminale lega il ligando endogeno e i farmaci (Figura 2.2).


 


[image: image]Figura 2.2


In questo tipo di recettori il legame del farmaco porta all’attivazione una particolare proteina detta proteina G (o G protein - GP). La GP è una proteina trimerica costituita dalle subunità α, ß e γ che possiede un'azione GTPasica, cioè è in grado di idrolizzare il GTP e trasformarlo in GDP. Nello stadio iniziale la proteina G è legata al GDP, quindi è inattiva. Quando l'agonista si lega al recettore si ha il distacco del GDP. Ciò fa perdere affinità per il dimero ß/γ che si stacca sua volta. In questo modo la subunità α è libera di legarsi al GTP, attivandosi. La subunità α va a caratterizzare il suo effettore, quindi parleremo di proteine:


Gs o αs: in grado di attivare un enzima detto adenilato ciclasi (AC) che trasforma l’ATP in AMP ciclico (cAMP):


αi: in grado di inibire l’adenilato ciclasi (con riduzione di cAMP);


Gq o αq: in grado di attivare un enzima detto fosfolipasi C in grado di scindere il fosfatidil inositolo difosfato (PIP2) in inositolo trifosfato (IP3) e diacilglicerolo (DAG).


Una volta attivate le proteine G portano alla formazione di secondi messaggeri (cAMP, IP3 e CA2+) che, a loro volta, vanno ad innescare delle reazioni all'interno della cellula portando ad una risposta cellulare.


Terminata l'azione, la subunità α trasforma il GTP in GDP. In questo modo la subunità alfa recupera affinità per il dimero ß/γ che si lega facendo tornare la proteina alla situazione iniziale per essere di nuovo attivata.


Il tempo d'azione di questo recettore è di alcuni secondi, necessari al recettore per attivare la proteina G, che a sua volta provvede ad attivare o il canale o l'enzima. 


I vari passaggi che vanno dal legame del ligando al recettore, all’attivazione della Gp, alla attivazione dell’enzima intracellulare (adenilato ciclasi, o fosfolipasi C), alla produzione di secondo messaggero (cAMP, IP3, Ca2+), all’attivazione del substrato intracitoplasmatico (PKA) amplificano enormemente il segnale iniziale consentendo, anche ad una piccola quantità di ligando, di portare ad una risposta intracellulare molto grande. La Figura 2.3 mostra, a titolo di esempio, l’amplificazione del segnale che si ha quando la noradrenalina si lega ad un recettore β-adrenergico. Come si vede dalla figura, da 1 molecola di neurotrasmettitore si ottengono 100 milioni di molecole di prodotto finale. Il segnale è quindi amplificato 100 milioni di volte!
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Figura 2.3


Esempi di recettori accoppiati a proteine G sono riportati nelle Tabelle 2.1, 2.2, 2.3.


Tabella 2.1. RECETTORI MUSCARINICI PER L’ACETILCOLINA
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Tabella 2.2. RECETTORI ADRENERGICI
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Tabella 2.3. RECETTORI PER LA DOPAMINA
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Recettori accoppiati agli enzimi 


Sono esempi di questo tipo di recettori: il recettore per l’insulina, i recettori per i fattori di crescita (EGF, PDGF), i recettori per gli antigeni.


Questi recettori sono normalmente costituiti da un’unica subunità, con una sola regione di attraversamento della membrana (Figura 2.4).


[image: image]Figura 2.4


Questi recettori possiedono attività enzimatica intrinseca, sono chinasi in grado di fosforilare dei residui di tirosina in diversi bersagli intracellulari.


Come conseguenza di questo evento si formano una serie di secondi messaggeri, che portano alla risposta cellulare.


Il tempo d'azione di questo recettore è di alcuni secondi, comunque inferiore a quello dei recettori accoppati a proteine G, perché viene evitato il passaggio di attivazione dell’enzima necessario a formare il secondo messaggero.


Recettori intracellulari 


Sono esempi di questo tipo di recettori: i recettori per gli ormoni steroidei, i recettori per gli ormoni della tiroide, i recettori per la vitamina D, i recettori per il retinolo.


I recettori intracellulari sono composti da diversi domini. I domini principali sono i) il sito di legame con il ligando endogeno e i farmaci, ii) il dominio di legame al DNA che permette il legame al promotore del gene bersaglio e iii) il dominio N-terminale di lunghezza variabile che ha la funzione di attivazione della trascrizione genica. 


L'ormone che si trova all'esterno della cellula, si separa dalla proteina che lo trasporta acquisendo lipofilia. La sostanza lipofila riesce a passare la membrana cellulare e ad entrare nella cellula. 


Una volta entrato nel citoplasma l’ormone si lega a un recettore che gli consente di penetrare nel nucleo dove modificherà la trascrizione genica. La risposta cellulare sarà costituita da una produzione di mRNA che andrà a innescare la sintesi proteica. Dato che queste sostanze portano ad una modificazione dell'espressione genica, serve molto tempo per vedere delle risposte cellulari.



 

Capitolo 3


FARMACODINAMICA


INTERAZIONE FARMACO-RECETTORE 


 


3.1. TEORIA OCCUPAZIONALE (equazione Di Hill-Langmuir)


Il primo aspetto da valutare quando si vuole considerare l’interazione tra un farmaco ed un recettore (o un ligando endogeno) sono i fattori che determinano la capacità del farmaco di occupare il recettore. Questo aspetto è stato studiato da Archibald Vivian Hill in un modello che prevede:


• la capacità del farmaco di attivare il recettore a concentrazioni basse (sensibilità);


• la capacità del farmaco di riconoscere un solo (o pochi) recettore (specificità);


• la capacità del farmaco di formare un legame debole, idrogeno o Van der Vaal, con il recettore, (reversibilità);


• la capacità del farmaco di portare ad un solo tipo di risposta biologica (selettività d’azione).


• Se queste premesse vengono rispettate, l’interazione farmaco recettore può essere rappresentata come una qualunque reazione chimica dall’equazione:
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Dove:


• [D], concentrazione del farmaco


• [R], concentrazione del recettore


• [DR], concentrazione del complesso farmaco-recettore


• K1, costante di associazione del complesso farmaco/recettore


• K2, costante di dissociazione del complesso farmaco/recettore
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