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Introduccion

La teoria de los receptores, inicialmente pro-
puesta y mas tarde demostrada por la investi-
gacioén farmacoldgica, ha servido de base al di-
sefio y realizacién de numerosos estudios. Sin
embargo, la interpretacién correcta de los da-
tos experimentales esta condicionada al cono-
cimiento de los sucesos moleculares que tienen
lugar entre el estimulo farmacolégico (activacion
del receptor por el agonista) y la respuesta del
sistema. En este sentido, la heterogeneidad de
ciertos receptores ha sido sugerida en base al
orden de potencia de agonistas, estructuralmen-
te relacionados, en diferentes sistemas experi-
mentales. El estudio de las posibles causas de
esta actividad diferencial, intra e intersistemas,
de los agonistas ha sido objeto de numerosos
trabajos, asf en base a conceptos como «eficien-
cia», «eficacia intrinseca» y «receptores de re-
serva» se han justificado algunas de estas dife-
rencias sin necesidad de asumir mas de un
tnico receptor!, Por otra parte, aungue los an-
tagonistas competitivos son posiblemente las he-
rramientas farmacoldgicas mds eficaces en el
estudio de los tipos de los receptores, si no po-
seen la selectividad necesaria su utilizacién pue-
de conducir a interpretaciones erréneas de los
resultados?. Las interacciones entre sinergistas
constituyen una alternativa valida en situacio-
nes semejantes3, Dentro de este marco, los es-
tudios de fijacién de radioligandos constituyen,
junto con los farmacolégicos, el procedimiento
més adecuado para la demostracion de los di-
ferentes tipos de los receptores. Estos estudios
pueden proporcionar una gran informacioén; no
obstante, a pesar de su aparente sencillez, con
mucha frecuencia se cometen errores que re-
percuten negativamente en el andlisis e inter-
pretacién de los datos experimentales. En las si-
guientes lineas describiremos sucintamente los
diferente pasos que deben seguirse hasta la
eventual demostracién de los tipos de un re-
ceptor.

Estudios de fijacion: requisitos bdsicos

Los elementos esenciales de estos estudios
son tres: el ligando, el receptor y las condicio-
nes de incubacién. En el apartado del ligando
hay que considerar: criterios de seleccién, es-
tabilidad metabdlica, isétopo y pureza quimica
y fisica. Su seleccién debe realizarse a partir de
su perfil farmacolégico (potencia agonista o an-
tagonista y selectividad), ademads ha de conser-
var su integridad en el medio de incubacién. El
tritio [3H] y el yodo [125]] se presentan como los
isétopos mds recomendables, el primero se be-
neficia de su facil incorporacién, de no perturbar

la actividad del ligando, de su alta estabilidad
y larga vida media, al tiempo que facilita activi-
dades especificas superiores a los 50 Ci/mmol.
El 125 proporciona actividades especificas muy
elevadas, més de 1.000 Ci/mmol, se incorpora
Unicamente a grupos hidroxiloaromaticos pu-
diendo alterar el comportamiento de la molécu-
la; ademas su vida media es de apenas unas
4 semanas. Otros is6topos, 14C y 32S, no pro-
porcionan niveles aceptables de actividad espe-
cifica por lo que no son validos para detectar
las pequenfas concentraciones en que los recep-
tores se hallan en los tejidos biolégicos. La pu-
reza quimica del ligando debe conocerse con
precisién y no ser inferior a un 90-95 %, el gra-
do de pureza fisica determina la fraccién del ra-
dioligando que es susceptible de unirse al re-
ceptor (mezclas racémicas). La actividad
especifica y la potencia (afinidad por el recep-
tor) son propiedades del ligando que trabajan
juntas. Cuanto mejores sean estos parémetros
menor serd la calidad potencialmente detecta-
ble del radioligando unido al receptor. Debe
prestarse especial atencién a aquellos experi-
mentos en que se utilicen ligandos muy poten-
tes a elevadas concentraciones y/o concentra-
ciones de receptores igualmente elevadas
(cercanas o superiores a la Kd); en estas circuns-
tancias se aumenta extraordinariamente el me-
noscabo de la forma libre del radioligando, y si
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bien se favorece la deteccién de lo unido a re-
ceptor (relacién unido/libre elevada) se hace in-
dispensable la determinacién de la concentra-
cion libre real, de otro modo el andlisis
matematico posterior tendria un inicio seriamen-
te viciado.

Respecto al tejido portador del receptor, po-
demos considerar la preparacién y el fracciona-
miento. La homogenizacién es el procedimien-
to mas utilizado para obtener una preparacion
susceptible de distribuirse uniformemente con
el radioligando en el medio de incubacién. Es
preciso realizarla sin alterar las propiedades de
los componentes proteicos y entornos lipidicos
que determinan la estructura y funcién de los
receptores. Esta preparacién se lava y preincu-
ba a temperaturas medias (25° C) o altas (37°C)
a fin de eliminar fracciones solubles y ligandos
enddgenos que pudieran interferir durante la in-
cubacién. El almacenamiento del homogenado
sélo debe realizarse cuando no conlleva altera-
ciones en sus propiedades. Asi mismo, la can-
tidad de receptores presentes en el medio de
incubacién ha de estar comprendida en la «zona
lineal», es decir, en aguel rango de concentra-
ciones de los receptores en el que la unién es-
pecffica del radioligando varfa segln una rela-
cién lineal. La utilizacion de concentraciones
bajas de los receptores aleja el riesgo de secues-
tro del ligando libre por el receptor, pero dismi-
nuye la posibilidad de detectar la fraccién uni-
da al receptor. Por el contrario, las cantidades
elevadas favorecen la deteccion al tiempo que
disminuyen la adsorcién del radioligando, sin
embargo aumentan el secuestro especifico e
inespecifico de la forma libre e incluso pueden
inferir con el proceso de separacién de las for-
mas libre y unida al receptor (filtracién lenta).
Por otra parte, el patrén de fijacién del radioli-
gando ha de coincidir con la distribucion del
efecto farmacoldgico mediado por el receptor,
siendo éste un criterio de gran importancia a
la hora de conceptuar los lugares de unién como
receptores. En este sentido, los receptores de
los neurotransmisores son mas abundantes en el
tejido nervioso, en la substancia gris que en la
blanca y dentro del fraccionamiento subcelular,
su mayor densidad se asocia a la fraccién rica
en sinaptosomas. Como criterios adicionales hay
que sefhalar el de saturabilidad del receptor por
concentraciones crecientes del radioligando, vy el
de esteroselectividad en aquellos casos en que
los isomeros correspondientes sean dispeonibles.

Ademas de los factores considerados hasta
ahora, las condiciones de la incubacién vienen
determinadas por el volumen total, pH, medio
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idnico, temperatura y tiempo de incubacién. El
volumen se suele ajustar en funcién de las posi-
bilidades de deteccién de la forma unida, igual-
mente se puede recurrir a elevados volimenes
con la finalidad de reducir en lo posible el se-
cuestro de la forma libre en favor de la unida.
La mayoria de los ensayos tienen su pH 6ptimo
en el rango 7-8. La temperatura mas usual es
22-25° C, la de 0° C es adecuada cuando se
utilizan ligandos susceptibles de sufrir degrada-
cién enzimética, 37° C es poco utilizada ya que
las afinidades suelen ser peores que a 25° C.
La eleccién del medio i6nico se justifica en fun-
cién del fin perseguido, por ejemplo optimizar
la formacién del complejo ligando-receptor, di-
ferenciar diferentes clases de ligandos aunque
esto conlleve pérdida de afinidad (caso de ago-
nistas y antagonistas con el Na+ y el GTP). De
los tres tipos basicos de experimentos de fijacion
(saturacién, competicién y cinéticos), en los dos
primeros se precisa alcanzar el equilibrio, es de-
cir que la formacién por unidad de tiempo, del
complejo ligando-receptor iguale a la disociacién,
mientras que los estudios cinéticos consisten en
un seguimiento de la formacion o desaparicién
del complejo dependiente del tiempo. El tiem-
po de incubacién necesario para alcanzar el equi-
librio es tanto menor cuanto mayor sea la tem-
peratura (mayor movilidad molecular) y mayor
la concentracién de radicligando y/o receptor
{mayor probabilidad de encontrar una molécula
de ligando disponible o un receptor vacio). Para
unas determinadas condiciones de incubacion,
el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio
debe determinarse estudiando la menor de las
concentraciones a utilizar. La separacion de las
formas libre y fijada al receptor, antes de alcan-
zar el equilibrio, implica la determinacién erré-
nea de las Kds y Kis. A fin de establecer la vali-
dez de las Kds es conveniente comparar las
halladas en los estudios de saturacién con el co-
ciente k_1/k; que se obtiene en estudios de aso-
ciacién y disociacion.

Las técnicas principales de separacion de la
forma libre de la fijada se pueden resumir en tres:
didlisis en equilibrio, centrifugacion v filtracion.
Las dos primeras son recomendables en situa-
ciones en que el radioligando presenta baja afi-
nidad por el receptor. La didlisis requiere eleva-
das cantidades de tejido a fin de poner de
manifiesto la unién especifica sobre el fondo de
la forma libre de ambas células en el equilibrio.
La centrifugacién, presenta la desventaja de unos
blancos elevados debido a la imposibilidad de
eliminar la forma libre atrapada en el entrama-
do del «pellet», por tanto, la relacién especifi-



ESTUDIOS DE FIJACION Y DISCRIMINACION DE RECEPTORES

co/inespecifico no es muy favorable. La filtra-
cién es el método mas utilizado, por su mayor
simplicidad y sencillez, la relacién especifi-
cofinespecifico es mas favorable que en los ca-
sos anteriores. Como desventaja se puede ar-
gumentar la pérdida de una fraccién de
receptores a través de los filtros, ademas se re-
quiere que el ligando tenga buena afinidad por
el receptor (intervalo medio-bajo nanomolar)
puesto que la utilizacién de elevadas cantida-
des de homogenado enlentece la filtracién fa-
voreciendo la disociacién del complejo ligando-
receptor durante los lavados del filtro para eli-
minar la forma libre residual.

Demostracién de los tipos de un receptor:
disefio experimental

Son varias las aproximaciones experimenta-
les potencialmente Utiles a este fin: 1. Utiliza-
¢ién de un radioligando que posea practicamen-
te afinidades idénticas por los receptores en
estudio. Para soslayar las dificultades inheren-
tes a la posible formacién por los agonistas del
complejo ternario en la membrana celular
(ligando-receptor-trasductor) es deseable que
éste sea un antagonista. La validez de esta apro-
ximacién depende del cumplimiento de los re-
quisitos hasta ahora enunciados y en patticu-
lar que: a) el radioligando y los competidores
se unan al receptor de forma reversible y sin al-
terar las propiedades de ambas partes; b) que la
cinética de unién obedezca los principios basi-
cos de la ley de accién de masas; ¢) que las con-
diciones experimentales favorezcan la conser-
vacién de la forma libre del radioligando por
encima del 95 % de la cantidad inicial total en
el sistema; e) que, siempre que pueda dispo-
nerse de ellas, es recomendable utilizar prepa-
raciones gue contengan un Unico tipo de recep-
tor para poder verificar que en éstas se cumplen
los requisitos anteriores. 2. El uso de radioligan-
dos altamente selectivos de unc u otro tipo del
receptor es adecuado cuando se conoce la exis-
tencia de los diferentes tipos y lo que se desea
es determinar su distribucién en diferentes 6r-
ganos y estructuras. 3. Si el interés se centra
en la distribucién o demostracidén de un dnico
tipo en una especie animal o estructura, se uti-
liza un radioligando no selectivo al gue se le im-
pide el acceso a los otros tipos mediante el blo-
queo secuencial®. Los ligandos blogueantes no
precisan ser muy potentes pero sf deben poseer
una gran selectividad (al menos dos érdenes de
magnitud) para reducir el riesgo de competicién
con el radioligando por el receptor en estudio. 4.
Los ligandos irreversibles son diffciles de mane-

jar en el blogueo secuencial, es dificil llegar a
bloguear completamente un tipo del receptor
sin que se produzca la reduccién de otro dis-
tinto. No obstante, son de gran utilidad en es-
tudios de autoproteccién y proteccién cruzada
dirigidos a demostrar la multiplicidad de recep-
tores®6.

Andlisis matemdtico de los datos
experimentales

Este andlisis, asistido por ordenador, presenta
la ventaja de su rapidez y precisién, al tiempo
que se evita la subjetividad de las aproximacio-
nes gréficas tradicionales. Se precisa: a) un mo-
delo matematico gue describa la situacién ex-
perimental; b) un procedimiento que facilite el
proceso del ajuste de los datos experimentales
al modelo, y ¢) unos métodos objetivos que per-
mitan verificar la validez del ajuste. Los para-
metros que generalmente se ajustan son las afi-
nidades (Kd) y densidades de receptores (Bmax);
sus valores se modifican dentro de la expresion
matematica hasta que la curva tedrica alcanza
la mayor proximidad a los datos experimenta-
les. El procedimiento mds general es el anélisis
no lineal de los minimos cuadrados de las dife-
rencias entre datos experimentales y tedricos’.
Esta técnica, en su versién no ponderada, ad-
mite cualquier modelo matematico. Los paré-
metros se determinan con mayor precisién
cuando los datos originales se utilizan sin sufrir
transformacion alguna. En el caso particular de
los estudios de fijacién, se conoce que los da-
tos (cpms de radioligando unido) presentan una
varianza variable que aumenta con su magni-
tud, por consiguiente es necesario recurrir a la
ponderacion estadistica. En este sentido, son va-
rios los métodos propuestos para determinar el
modelo mds adecuado®®. La comprobacién de
la validez del modelo se inicia con la inspeccién
gréfica de los residuales (diferencias entre da-
tos experimentales y tedricos) y se contindia con
la aplicacién de diferentes tests estadisticos, pa-
ramétricos y no paramétricos, a fin de detectar
una posible carencia de azar en la distribucién
de residuales alrededor de la curva de regresién
(bondad del ajuste). Los paramétricos propor-
cionan unos valores objetivos, (suma de los cua-
drados de las desviaciones, la media del cua-
drado de las desviaciones y la desviacién
estdndar de los puntos alrededor de la curva de
ajuste); los no paramétricos examinan la distri-
bucién de los puntos experimentales alrededor
de la curva de ajuste, el nimero de veces que
se alternan grupos de puntos a ambos lados de
su trazado. El «runs text» y el «<Robust test» son
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muy sensibles cuando se maneja un nimero
elevado de puntos (> 20), cuando el nimero de
observaciones es més reducido, se aplica la co-
rrelacién seriada de residuales o la media de
los cuadrados de las diferencias sucesivas!®. El
programa ha de proporcionar la representacion
gréfica de los datos experimentales y tedricos
en diferentes sistemas de coordenadas: curvas
de saturacion, curvas de competicién, graficas
de Scatchard. Como ventaja adicional ciertos
programas ofrecen la posibilidad de sobreim-
poner los limites de confianza del 85 % de cual-
quier observacion (ayuda a la deteccién de da-
tos andmalos) y el error estandar y/o limites de
confianza del 95 % de la curva de ajuste. De
esta forma, y mediante un criterio estadistico
(t de Student o de la F)!!, es posible determi-
nar el grado de confianza en la existencia de
la fijacion especffica, es decir, si la densidad de
receptores es o no diferente de cero. Por otra
parte, la fijacién inespecffica puede ser integra-
da en el modelo como un pardmetro més en el
ajuste, evitando posibles errores al sustraeria de
la cantidad total de radioligando fijado.

La situacién en la que estdn implicados va-
rios ligandos v diferentes receptores esté con-
venientemente descrita en el modelo N por M
formulado por Feldman!2, posteriormente ex-
pandido por Munson y Rodbard?, De Lean!3
y otros.

Este modelo permite el disefio de experimen-
tos en los que se varfan simultdneamente las
concentraciones de varios ligandos. Asf, en lu-
gar de curvas dosis respuesta se analizan su-
perficies o hipersuperficies en tres dimensiones.
En este sentido, los estudios més frecuentes pa-
san a ser considerados como casos particula-
res del modelo N por M, por ejemplo, una gra-
fica de Scatchard o curva de saturacion (1 li-
gando 1 receptor; 1 ligando 2 receptores), com-
peticién (2 ligandos 1 receptor; 2 ligandos 2 re-
ceptores). Las representaciones gréficas tipo
Scatchard o Hofstee evidencian la existencia de
més de un tipo de receptor mediante la apari-
cién de una curvatura céncava. Este fenémeno
requiere que la relacién de afinidades del ligan-
do por los receptores (caso de dos) sea de al
menos 10. Por otra parte, la relacién entre las
densidades de receptores no ha de ser mayor
de este valor, de lo contrario su visualizacion re-
sulta muy diffcil y inicamente un disefio expe-
rimental adecuado seguido de un anélisis ma-
tematico riguroso puede llegar a demostrar su
presencia. Las curvas de competicién también
delatan la presencia de diferentes receptores,
si el radioligando no es selectivo, entonces la re-
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lacién de afinidades del competidor es el de-
terminante de la aparicién de pendientes més
suaves (respecto a la autocompeticién)!4 o in-
cluso en situaciones de elevada selectividad
pueden aparecer <hombros» 0 zonas en las que
la competencia cesa para comenzar de nuevo
a mayores concentraciones del competidor!s,
La mayoria de los andlisis matematicos, sean
sobre datos transformados o no, precisan de
unos valores iniciales de los pardmetros que se
quieren estimar, algunos programas admiten in-
clusc unos intervalos dentro de los cuales se es-
pera encontrar el valor final del parametro. Los
métodos mas utilizados se basan en la repre-
sentacién de los datos experimentales, general-
mente en Scatchard para visualizar la curvatu-
ra, y mediante diferentes procedimientos, como
el «pelado» de la gréfica o la determinacién de
la interseccién de las asintotas con los ejes, se
determinan estos datos iniciales!®,

Ventajas e inconvenientes del andlisis
matemdtico

En sus versiones mas completas, se analiza
la distribucién del error experimental, propor-
cionando una ponderacién adecuada a cada va-
lor dentro del conjunto. Asf evita los artefactos
en la transformacion de los datos; proporciona
una medida de los errores estandar y limites de
confianza para cada uno de los pardmetros, por
separado y en parejas (covarianza); facilita unos
fndices objetivos que permiten valorar la bon-
dad del ajuste, asi{ como representaciones gra-
ficas que posibilitan la deteccién de aquellos va-
lores andémalos que pudieran interferir con la
eficiencia del ajuste global; permite la compa-
racién estadistica entre los ajustes correspon-
dientes a diferentes modelos matematicos al-
ternativos, pudiéndose seleccionar el mas ade-
cuado en base a criterios objetivos. Asi mismo,
permite el analisis simultdneo de datos gene-
rados en diferentes experimentos para asi veri-
ficar la consistencia de los resultados o para dis-
poner del nimero suficiente de observaciones
a la hora de abordar el andlisis de un modelo
complejo y obtener valores mas fiables.

El andlisis matemético, por muy sofisticado
que sea, es sin embargo incapaz de transfor-
mar malos resultados en resultados Utiles. Al-
gunos de los problemas se originan ante la mis-
ma dificultad de satisfacer ciertos supuestos de
los modelos basados en la ley de accién de ma-
sas: obtencién del equilibrio; determinacién pre-
cisa del radioligando libre y del unido al recep-
tor; separacién perfecta de ambas formas sin
perturbar el equilibrio inicial, ausencia de de-
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gradacién del ligando y/o del receptor; ausen-
cia de interacciones cooperativas entre recep-
tores; ausencia de reacciones enzimaticas;
ausencia de internalizacién de los receptores;
determinacién precisa de la unién inespecffica;
conocimiento de la identidad quimica del ra-
dioligando, su pureza y homogeneidad (ausen-
cia de mezclas racémicas); ausencia de cam-
bios de conformacién del receptor inducidos por
el ligando, agregacidn desgregacién; interaccio-
nes del receptor con otros componentes de
membrana (proteinas reguladoras G, fosfol{pidos
0 enzimas); el ligando y el receptor deben estar
en solucién no presentando gradientes o distri-
buciones en capas. Los errores sistematicos co-
metidos antes del andlisis matematico, tales
como imprecisiones en la actividad especffica,
impurezas del radioligando, desconocimientc de
la eficacia del contador, o de la eficacia del pro-
cedimiento de separacién del radioligando libre
del unido, afectan en gran medida a los valo-
res estimados de los pardmetros. Es por tanto
probable gue su imprecisién sea mayor que los
errores estandar calculados por los programas,
puesto que estos Litimos se calculan Unicamen-
te en base a la dispersién de los puntos experi-
mentales alrededor de la curva de ajuste. Va-
rios autores han realizado simulaciones asistidas
por ordenador a fin de valorar los aspectos cua-
litativos y cuantitativos asociados con el incum-
plimiento de alguno de los requisitos antes enu-
merados; su lectura es muy recomendablel”-23,

En estos trabajos se demuestra cémo determi-
nadas situaciones pueden originar falsas imagenes
de heterogeneidad de receptores, por ejemplo
curvaturas en las representaciones de Scatchard o
curvas de competicidn que se extienden méas alld
de dos érdenes de magnitud. Las causas mas co-
munes son: definicién incorrecta de la fijacién es-
pecffica y/o forma libre del radioligando, formacion
del complejo ternario, heterogeneidad del ligando
e interacciones receptor-receptor (cooperacion
negativa)!s, Algunas de estas circunstancias pue-
den ser detectadas o descartadas mediante apro-
ximaciones experimentales sencillas. Como regla
general, la forma no marcada del radioligando
desplaza més fijacién que otro ligando relaciona-
do, si sistematicamente una parte de la fijacién
no fuese desplazada por los competidores o és-
tos o hiciesen muy débilmente y/o con un or-
den de potencia ilégico, podria tratarse de una
fijacién inespecffica desplazada por el ligando
que define la unién especffica?®. En este caso,
se observarfa un patrén similar en aquellas estruc-
turas donde se conoce la ausencia de receptor
farmacoldgico. Si el artefacto se debiese a la de-

terminacidn deficiente de la forma libre del li-
gando (secuestro), entonces la curvatura del
Scatchard deberia amortiguarse al realizar el ex-
perimento en volimenes del orden de 10 ve-
ces superiores al inicial, pero manteniendo la
cantidad de receptores en el medio de incuba-
cién??, La descripcién del modelo ternario, asi
como su formulacién matemadtica, ha sido revi-
sada y ampliada recientemente?3, Son nume-
rosas las observaciones en que los agonistas
compiten por la unién de radioligandos antago-
nistas siguiendo un patrén bifasico?. Esta ima-
gen desaparece en presencia de GTP. Por con-
siguiente, sélo en aguellas situaciones en las que
el radioligando sea un antagonista y los com-
petidores agonistas es esperable esta situacién,
ademads si el GTP no altera el patrén hifdsico
se podria considerar como indicativo de diferen-
tes receptores. Una dltima precaucién consis-
te en la realizacién del experimento en diferen-
tes estructuras. La consistencia del patrén
bifasico apoyarfa la existencia del complejo ter-
nario puesto gue es muy poco probable que la
distribucién de los diferentes tipos del receptor
sea uniforme.

Otro tipo de problemas se originan por la utili-
zacién inadecuada de las posibilidades del anélisis
matematico: 1. Antes de aceptar como vélidos
unos pardmetros, es preciso verificar su consis-
tencia en diferentes experimentos. 2. La correcién
del diseno experimental es iguaimente verificable,
en este sentido, la dispersién de los puntos ha
de ser minima puesto que aumentando su nd-
mero o expandiendo el rango de concentraciones
apenas se contrarresta su influencia negativa. La
distribucién de los puntos es decisiva en la cali-
dad del ajuste, como caso general los puntos de-
ben colocarse espaciados abarcando el mayor
rango de saturacidn posible, Saturaciones del 70-
80 % son satisfactorias para el andlisis matema-
tico, evidentemente si no se alcanza el 50 % de
saturacién las curvas son inservibles. General-
mente se precisan experimentos preliminares an-
tes de abordar los definitivos, 3. Influencia de los
valores iniciales de los pardmetros, unos valores
inadecuados pueden llevar a la rutina de ajuste
lejos de la zona de convergencia, ¢ incluso a uncs
parédmetros finales que determinen unos residua-
les mihimos relativos, pero no a aquélios que co-
rresponden al menor residual posible. Por con-
siguiente, el conocimiento del sistema en estudio
y la provisién de unos valores adecuados de los
parametros condicionan extracrdinariamente la
bondad del ajuste. 4. En general se conside-
ra que se precisan 6 puntos por cada parame-
ro que se ajusta, as/ pues, cuanto mas com-
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plejo es el modelo matematico mayor es el nime-
ro de puntos que se precisan. La relacién entre et
error experimental (estimado a partir de la varia-
bilidad de los replicados de los puntos experi-
mentales) y el residual (diferencias entre datos
experimentales y tedricos) proporciona una me-
dida de la bondad del ajuste; si el primero es con-
siderablemente menor que el segundo, se puede
cuestionar la validez del modelo matematico utili-
zado. Por el contrario, si el residual es claramente
inferior al experimental, el modelo adolece de so-
breparametrizacién de forma que la curva de
ajuste resulta tan flexible que practicamente bus-
ca a los puntos experimentales alli donde se en-
cuentren. Es conveniente considerar como ade-
cuado aquel modelo cuya bondad de ajuste no
es estadisticamente peor que el inmediatamente
siguiente en complejidad (un parametro adicio-
nal). Ambas medidas de error no deben ser idén-
ticas pero si comparables825, 5. Independencia
de las observaciones, es imprescindible realizar
al menos duplicados para disponer de un ndme-
ro elevado de grados de libertad (concentracio-
nes diferentes), al tiempo que se estima el error
experimental necesario para seleccionar el mode-
lo més apropiado de ponderacién estadistica.

La realizacion correcta de los experimentos
de fijacién, el diseno experimental adecuado al
estudio de diferentes receptores, la eleccién co-
rrecta del modelo matematico y el analisis rigu-
roso de los datos experimentales, pueden lle-
gar a proporcionarnos un cierto grado de con-
fianza en la existencia de los tipos de un recep-
tor, sin embargo Unicamente el contraste de es-
tos datos con los de origen farmacolégico y/o
fisiolégico, nos puede reafirmar en este supues-
to. Por consiguiente, se debe correlacionar el
orden de potencia de los agonistas en los dife-
rentes tipos farmacolégicos del receptor con su
capacidad de competir por la fijacidn de los ra-
dicligandos a los tipos definidos bioquimicamen-
te. Asi mismo, la distribucion de los tipos obte-
nida en base de estudios de fijacién, ha de
coincidir con aquellas dreas y estructuras en las
que los agonistas manifiestan sus efectos y no
presentarse alli donde son inactivos.

La complejidad de los procedimientos mate-
maticos utilizados en los programas de ordena-
dor pudiera llevar al experimentador a una cierta
pérdida de contacto con el problema en estu-
dio. En este sentido, es preciso conocer el mo-
delo matemdatico que describe la situacion ex-
perimental o en su defecto elegir aquel pro-
grama gue permita la comparacion de las cali-
dades de ajuste a los diferentes modelos que
el experimentador considere posibles a su situa-
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cién particular. La validez y eficacia del proce-
dimiento de ajuste debe estar fuera de toda
duda (base bibliogréfica). Asi mismo, se debe
hacer uso no sélo de sus potencialidades esta-
disticas sino también de las gréficas para asi po-
der valorar la apariencia del ajuste. Los progra-
mas que cumplen estos requisitos son varios y
Unicamente se debe exigir que, independien-
temente de su potencialidades, sus procedi-
mientos conduzcan a conclusiones similares.
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A. GOMEZ - LUQUE: Quiisiera plantear al Dr. Gar-
z4n un par de cuestiones. La primera de ellas
se refiere a la importancia del error experimen-
tal en refacién con el error residual. La segun-
da se centra en la importancia de los experi-
mentos cinéticos en el estudio de la posible
existencia de subtipos o estados de afinidad
distintos de receptores.

J. GARZON: Respecto a la primera cuestién se
tiende a considerar que cuando el error expe-
rimental es muy superior al residual deben
adoptarse ciertas precauciones ya que pode-
mos estar trabajando con un modelo que po-
sea un ndmero excesivo de parametros, es de-
cir, podemos estar generando una curva
tedrica que practicamente sea tan flexible que
vaya hacia los puntos experimentales alll don-
de estén. Esto es llevar las condiciones expe-
rimentales a un limite que debe evitarse. De
hecho hay un criterio que se suele aplicar que
consiste en desestimar aquel modelo que no
mejora a aquel disefado con un pardmetro
menos. En el caso inverso, cuando el error re-
sidual es mucho mayor que el experimental,
lo primero que hay que pensar es que el mo-
delo matemaético elegido no es el correcto.
En relacién con los procesos cinéticos, espe-
cialmente disociativos, personalmente, opino
que donde tienen mayor relevancia es en
aqguellos casos en que se discuten fenémenos

de multiplicidad de receptores o cooperativi-
dad negativa de fijacién. En teorfa, un proce-
so de disociacién adecuadamente realizado
podria darnos informacién sobre en qué situa-
cién nos encontramos, puesto que si la diso-
ciacién se realiza por aumento de volumen o
por introduccién de la forma no marcada del
ligando, el patrén obtenido deberfa ser distin-
to si estamos en un caso de cooperatividad o
de multiplicidad de receptores. Considero que
los estudios cinéticos como tales son bastan-
te diffciles de controlar por lo que la impreci-
sién de sus resultados (error experimental)
puede dificultar su ajuste a cualquier modelo
matematico.

S. ERILL: Estoy totalmente de acuerdo en que
hay que comparar siempre los datos de fija-
cién con los datos de respuesta fisiolégica.
Pero lo que quisiera plantear no es una pre-
gunta ni un comentario sino una provocacién.
iCOmo se interpretan los resultados de las ben-
zodiacepinas periféricas en los que los datos
de fijacién son extraordinariamente robustos
y en cambio practicamente no hay datos so-
bre actividad?

J. GARZON: Creo que todavia es pronto para res-
ponder a este planteamiento que sin duda re-
presenta una interesante linea de investiga-

cién.
J. MARTINEZ - LANAO: El Dr. Garzén ha aborda-
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do un tema tan interesante como el de la trans-
formacién de variables, procedimiento bastan-
te habitual en estudios cuantitativos, tanto en
farmacologia como en farmacocinética. Como
muy bien ha sefialado el ponente, cuando
existe una gran variabilidad en estudios cuan-
titativos es preferible recurrir a una linea di-
recta, es decir, obtenida directamente por
ajuste de todos los datos a la funcién mediante
un programa de los que se han comentado.
Pero personalmente quisiera defender un
poco la transformacién de variables porque
creo que ésta tiene algunas aplicaciones siem-
pre y cuando se adopten ciertas precaucio-
nes. Por poner un ejemplo, en la década de
los sesenta se propuso un método de trans-
formacién de variables para la conocida ecua-
cién hiperbdlica de Michaelis-Menten hacien-
do una transformacién también de los pesos
estadfsticos. Se trataba pues de un método
matematico que mediante la transformacién
del peso estadistico validaba los métodos de
doble reciproca en la utilizacion de la trans-
formacién de variables. Ademés, opino que
este método también tiene aplicaciones cla-
ras en los andlisis por ordenador a la hora de
seleccionar las primeras estimaciones para
aportar datos iniciales que nos permitan rea-
lizar el ajuste.

J. GARZON: Evidentemente. La transformacion
de variables que se ha aplicado desde hace
mucho tiempo estaba justificada, entre otras
razones, por la representacion gréfica de los
resultados. Posteriormente, dicha transforma-
cién, como ha puntualizado el Dr. Martinez La-
nao, ha pasado a ser (til Unicamente en la ob-
tencién de valores iniciales para el ajuste,
puesto que todos los que trabajamos con es-
tos programas informaticos hemos tenido que
aceptar que no siempre los resultados obte-
nidos aplicando la transformacién son coinci-
dentes con los que se obtienen en ia actuali-
dad sin transformacion. Estos Ultimos son
bastante mas precisos y reproducibles, al me-
nos en mi experiencia.

J. MARTINEZ-LANAO: Lo que es evidente es
que aqui surge otro problema, el de la com-
plejidad de la funcién. Cuando manejamos
funciones complejas necesariamente tenemos
que recurrir muchas veces a métodos mate-
maticos como la transformacién de variables
para obtener estimaciones porque no tenemos
otro método matematico. Al final recurrimos
a una optimizacién fina de métodos informa-
ticos. Es decir, la transformacion de variables
puede tener bastante utilidad en el método ex-
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perimental. No creo que sea obligado renun-
ciar a ella a priori.

J. GARZON: Estoy completamente de acuerdo.
A. GARCIA: En relacién con la correlacién en-

tre los datos de fijacién de radioligandos en
membranas aisladas y los pardmetros farma-
colégicos obtenidos en 6rganos o células in-
tactas —pienso que casi todos estamos de
acuerdo en que es necesario establecer esta
correlacién para validar los datos de fijacion
de ligandos— me gustaria plantear al Dr. Gar-
zdn la posibilidad de realizar estos estudios en
células intactas donde en muchos modelos se
puede observar simultdneamente la correla-
cién. Mi pregunta concreta se refiere a qué
factores pueden influir en la valoracién de los
datos de fijacién de ligandos a células intac-
tas y si la aproximacion experimental y mate-
méatica que ha representado puede aplicarse
a células intactas al igual que a membranas
aisladas.

J. GARZON: Por supuesto. Las células intactas

constituyen el campo menos malo donde pue-
de estudiarse la fijacién descendiendo desde
el organismo en su conjunto. Y digo menos
malo porque la mayor dificultad que se nos
puede plantear es la no obtencién de una si-
tuacién de equilibrio. Si pueden eliminarse las
pérdidas continuas de la forma libre por in-
corporacidn o procesos de absorcién inespe-
cffica en las células, ya habremos ganado bas-
tante. En lo que concierne a la comparacién
entre datos bioguimicos y farmacoldgicos, evi-
dentemente lo que es mas importante es que
los 6rdenes de potencias sean comparables,
no potencias absolutas puesto que como he-
mos visto y en el caso de agonistas estan ocu-
rriendo tantisimas cosas entre el receptor y el
efecto medido que es muy dificil llegar a pre-
cisar tanto. En cuanto a la utitizacién de célu-
las en este contexto hay alguna referencia en
la literatura. Lo gue ocurre es que la célula,
como ser vivo, puede admitir a lo mejor un
antagonista sin excesivas variaciones, pero
cuando utilizamos un agonista me temo que
la situacion puede ser mas complicada, pue-
de haber desensibilizacion, etc., fendmenos
que pueden complicar mucho la interpreta-
cién de los datos.

A. PAZOS: Quisiera sefialar que particularmente

sélo conozco un estudio que utilice técnicas
de autorradiografia de receptor en célula in-
tacta y realmente desde el punto de vista me-
todolégico el estudio era muy correcto pero
los investigadores fueron incapaces de repro-
ducir las propiedades farmacolégicas del re-
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ceptor. Tengo la impresién de que no se dis-
pone todavia de métodos que respeten las
condiciones de equilibrio al menos en lo que
concierne a técnicas autorradiogréficas en cé-
lutas.

J.A. GARCIA-SEVILLA: Quisiera hacer un par de
comentarios sobre la bondad de utilizar un
anélisis no lineal frente al cldsico Scatchard.
Es verdad que hoy en dia todos utilizamos ya
programas no lineales de ajuste de la hipér-
bola pero creo que el Scatchard todavia tiene
un valor indudable en el sentido de plasmar
el resultado en forma de un tipico grafico que
permite apreciar globalmente los cambios de
densidad y sobre todo de afinidad que pueda
tener el radioligando. Ademés, cuando el ex-
perimento estd bien hecho, es decir, cuando
se ha controlado rigurosamente todo el pro-

ceso, creo que puede afirmarse, por ejemplo
en el caso del receptor que nosotros estudia-
mos, que los datos del Scatchard se ajustan
perfectamente a los datos que proporciona
cualquier programa iterativo de ajuste no li-
neat.

J. GARZON: Querfa solamente apuntar que una

de las ventajas del andlisis que nosotros utili-
zamos es que los modelos siguen la ley de ac-
cion de masas y los diferentes lugares de
unién son esencialmente independientes, por
consiguiente, no barajamos un abanico de po-
sibilidades y vemos cudl se ajusta mejor o
peor. En realidad se parte del modelo mas
sencillo hacia el mas complejo en una Unica
direccién y nos detenemos cuando no se ob-
serva mejoria en la calidad del ajuste mate-
matico al asumir un lugar de unién adicional.
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