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Resumen 

Se estudió la unión de [3~] -~enz i la to  de Quinuclidinilo (I~HJ-QNB) y 
['H]-~etilesco~olamina (I~HJ-NMS) al Receptor Colinérgico Muscarínico (RCM) de Corteza 
Frontal Humana (CFH). Cuando las fracciones de CFH fueron preparadas y ensayadas en 
niedios privados parcial o totalmente de cationes (por uso de EGTA, TRIS o resinas de 
iiltercambio iónico) la unión corresponde a una cinética de cooperatividad homotrópica 
rositiva (CHP). El efecto de EGTA para inducir CHP dependió del buffer usado. La magnitud 
c,e la CHP depende de la concentración de fosfato y también es inducida por HEPES. Cuando 
la unión de ?H]-QNB al RCM de CFH fue analizada utilizando fracciones de CFH preparadas 
J. ensayadas en buffer sin extracción catiónica, se caracterizó por mostrar cinética hiperbólica 
simple. El uso de Borato como sistema buffer para la preparación y ensayo de las fracciones 
tle CFH, induce una cinética homotrópica negativa y/o de heterogeneidad para la unión de 
I ~ H J - Q N B  a los RCMs. La realización de curvas de saturación para l3I4]-NMS. en condiciones 
experimentales que garantizan la cinética CHP para I 3 H l - ~ ~ I 3  mostraron, de acuerdo al 
análisis de Scatchard, linealidad hasta el 90% de ocupancia con un perfil curviiíneo posterior. 
Curvas de inhibición realizadas usando concentraciones saturantes de [ 3 ~ ] - ~ ~ ~ .  mostraron 
que NMS no desplaza al marcador radioactivo con características de inhibidor reversible 
competitivo simple, obteniéndose coeficientes de Hill :(IUr.i).de 1.35, siendo la Ki de NMS menor 
que la Kd de 13H]-NMS. Adicionalmente. curvas de inhibición I~H]-NMS/QNB mostraron que 
la Ki de QNB disminuye en función de la concentración de ~HI-NMS.  sugiriendo que también 
[%]-NMS presenta el fenómeno de CHP. El desplazamiento de unión de. 13H]-N~s al RCM de 
la CFH por el aritagonista Pirenzepina fue compatible con 2 sitios (Mi y M2) siendo 
predominantes los sitios de alta afinidad (Mi), atribuyendosele a esta subpoblación la CHP. 

Palabras claves: Cooperatividad homotrópica: corteza frontal humana; receptor 
colinérgico muscarínico. 
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Induction of positive homotropic cooperativity in the 
antagonists binding to cholinergic muscarinic receptor 

from human frontal cortex 
Abstract 

We studied the binding of ["HI-Quin~iclidin~l Benzilate ( [ 3 ~ ] - ~ ~ ~ )  and 
[ "HI -~e th~ l sco~o la rn ine  (["HI-NMS) to the Muscarinic Cholinergic Receptor (MCR) from 
Human Frontal Cortex (HFC). When HFC fractions were prepared and assayed in mediums 
partially or totally lacking ions (by usage of EGTA, TRIS or cationic interchange resins) the 
binding was compatible to a Positive Homotropic Cooperativity (PHC). The effect of EGTA 
depends on the buffer used. The magnitude of PHC depends on phosphate buffer 
concentration, and is induced by HEPES too. When ['?H]-QNB binding to MCR from MFC was 
analyzed by using buffers without cationic extraction, the kinetic appears to be simple 
hyperbola. The use of borate a s  buffer to prepare and assay HFC fractions, induces a kinetic 
compatible with Homotropic Negative Cooperativity or Heterogeneity for [ 3 ~ ] - ~ ~ ~  binding to 
MCRs. [ 3 ~ ] - ~ ~ ~  bindingcurves, in experimental conditions that guarantied PHC for [ 3 ~ ] - ~ ~ ~  
showed, according to Scatchard arialysis, linearity until90% of occupancy, with a subsequent 
curvilinear profile. Inhibition curves perfornied using saturant concentrations of ["HI-NMS, 
showed that NMS does not displace the radiolabeled ligand binding a s  a simple reversible 
competitive inhibitor, obtaining Hill coefficients (NI I )  of 1.35, Ki of NMS was lower than Kd of 
~ H I - N M S .  Additionally, ?H]-NMS/QNB inhibition curves showed that Ki of QNB decreases 
a s  function of [%]-NMS conceritration. This also suggests that [%]-NMS presents the 
phenomena of PHC. The displacernent of ["HI-NMS binding to MCR from HFC by Pirenzepine 
was compatible with 2 sites (MI and Mal being dominant the high afinity population (Mi)  
making it possible for this receptor population to be responsable for PHC. 

Key words: Homotropic cooperativity: human frontal cortex; muscarinic cholinergic 
receptor. 

Introducción 

Los Receptores Colinérgicos Muscan- 
nicos (RCM) pertenecen a una siiperfamilia 
de proteínas estructuralmente relacionadas 
que poseen siete regiones transiiiembrana 
acopladas a proteínas G (1-3). Se han clo- 
nado 5 subtipos de RCM, desigriados m, .  
m2, m:,, m4 y m5 ( 1,4,5). Se acepta general- 
mente que la unión de antagonistas al RCM 
sigue una cinética hiperbólica o acorde al 
modelo de Michaelis y Menten (6). Los pri- 
meros hallazgos indicativos de 121 heteroge- 
neidad del RCM se basaron eli est~idios 
funcionales y de unión usando diversos an- 
tagonistas selectivos: pirenzepiiia. AF-DX- 

1 16, 4-DAMP, y hexahydrosiladifenidol (7). 
La interacción de estos antagonistas selec- 
tivos ha sido interpretada en el contexto de 
una reacción bimolecular simple que obe- 
decena la ley de acción de masas. Sin em- 
bargo, la complejidad de la unión de anta- 
gonistas al RCM se hizo mayor al proponer- 
se que diversas clases de drogas interac- 
túan con él a través de la unión a un sitio 
alostéricamente acoplado al receptor (8). En 
una de ellas, la galamina. se  ha visto la 
producción de un efecto alostérico bifásico 
en la unión de [:IH]-QNB al RCM de corazón 
y cerebro, sugiriendo multiplicidad de sitios 
para este ligando (9.10). Investigaciones re- 
cientes han planteado la posibilidad de que 
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este sitio pueda estar en un  canal de sodio 
1ig;ado a proteína G (1 1-13). Mucha de la 
información referente a la regulación aios- 
térica del RCM se  relaciona con efectos coo- 
pcx-ativos heterotrópicos ( 14- 16): sin enibar- 
go, s e  ha  reportado la aparición de coopera- 
ti.ddad homotrópica positiva como propie- 
d;3d de la unión de ["H]-QNB al RCM de 
corazón de perro (14) y rata (15) bajo condi- 
c:ones experimentales específicas. Por otra 
parte, la unión de antagonistas mlisca- 
r- nicos terciarios marcados radioactiva- 
niente es  bastante diferente de la unión de 
los cuaternanos (1 7). considerándose la pri- 
niera de naturaleza compleja. Estos ligan- 
dos presentan cinéticas de asociacióii y di- 
sociación que sugieren interacciones sitio- 
~ i t i o  (18. 19). En este trabajo, se exaniina el 
~lerfil de unión del ["]-QNB (ligando tercia- 
rio) y I:IH]-NMS (ligando cuaternario) al 
F C M  de Corteza Frontal Hiiniana (CFH) en 
diferentes condiciones. Hallamos que la 
iinión de [.?H]-QNB a las fracciones subce- 
lulares de CFH es compleja y consistente 
con la propiedad de cooperatividad 11onio- 
i.rópica positiva. Este fenómeno sí. halló 
!liarcadamente infl~ienciable por las condi- 
4:iones iónicas ~ i s a d a s  para aislar las frac- 
,:iones subcelulares o para realizar los en- 
sayos de unióri. 

Materiales y Métodos 

Materiales 
L-[:<H]-QNB (L-[:{H]-benzilato de qiiinii- 

clidinilo; 45.4 Ci/mmol) y [:'H]-NMS (L-[:'H]- 
N-rnetilescopolan~ina: 80.4 Ci/mmol) se  ob- 
tuvieron de NEN (Duporit: Boston. MA). El 
resto de químicos utilizados provinitbron de 
Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.). 

Tejido cerebral 
Los especímenes de cerebro Ii~imano 

se obtiivieron del servicio de Anatomía Pa- 
tológica del Hospital Universitario "Antonio 
María Pineda", en Barquisirneto. Sólo se 
tomaron de pacientes de los que no  se  h ~ i -  
biese reportado enfermedad mental o neu- 

rológica, uso de medicación psicotrópica o 
consumo de alcohol. El tiempo máximo en- 
tre la muerte y la autopsia fue de seis horas. 
Inmediatamente t ras  ésta, la corteza frontal 
fue disecada y almacenada por congelación 
a -70°C por no m á s  de 2 meses antes de s u  
uso. 

Reparacion de las  membranas 
Pequeños trozos de corteza frontal hu- 

mana (CFH) fueron homogeneizados a 4°C 
en agua pentadestilada usando un  homo- 
qeneizador de vidrio con pistilo (450 R.P.M.) 
y centrifugados a 48.000G por 3 0  rnin. El 
sobrenadante fue descartado y el sedimento 
se resuspendió en diferentes buffers para 
cada tipo de experimento (TRIS, borato, imi- 
dazol, HEPES, citrato, y fosfato) con o sin 
EGTA IniM, con una nueva centrifiigación 
a 48.000G por 3 0  min. Este procedimiento 
se repitió 2 veces y el sedimento resultante 
fue resuspendido en sacarosa 0,32 M pre- 
parada en los Buffers específicos. La frac- 
ción nuclear se removió por centrifugación 
a 1.000G por 10 min y el sobrenadante s r  
centrifugó nuevamente a 48.000G por 
6 0  ~riin. El sedimento resultante s e  resiis- 
pendió en los buffers específicos, siendo 
centrif~igado niievamente. El íiltiri~o sedi- 
mento obtenido se  resiisperidió en cada 
buffer especifico para dar una coricentra- 
ción de proteína de 2-4 ri-ig/niL deterrniníi- 
da por ensayos de ácido bicinqiiiónico (20) 
y se refrigeró a -70°C hasta sil iiso para los 
ensayos de iinión. 

Ensayos de unión 
Las condiciones experimentales de 

equilibrio, la no depleción de ligando y la 
estabilidad de los ensayos, se  determinaron 
antes de los experimentos de satiiración y 
de competición (ver resultados). Para los 
experimentos de saturación, las membra- 
nas  (40-80 pg de proteína) se  inciiharori por 
cuadriiplicado con concentraciories cre- 
cientes (5 pM-3 nM) de ['HI-QNB o ["H]- 
NMS. Las incubaciones se realizaron en un 
volurilen de 2 mL de buffer específico. de 
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concentración determinada y pH 7.3 por 
180 min a 37°C. La unión inespecífica se  B = 

B,Fn 

(Kd)" + F" 
[ l l  

determinó en presencia de O. 1-1 M de atro- 
pina y/o por previo calentamiento de las  
muestras a 60°C por 4 h: este último proce- usando el programa Ligand (24) adaptado a 
dimiento inactiva la unión específica. Los computadoras IBM (Mc. Pherson. 1983). 
valores de unión inespecifica obtenidos por Los valores de B,, obtenidos se usaron 
ambos métodos fueron similares. Estos va- para calcular los parámetros del gráfico de 
lores fueron substraídos de la unión total Hill. 
(ausencia de atropina o de calentamiento a 
60°C) para obtener la unión específica. La 
reacción se  terminó por filtración al vacío a 
través de filtros de fibra de vidrio GF/B 
(Whatman Paper Ltd.: Brandell. Inc.) usan- 
do un cosechador de células niodificado 
para ensayos de unión (Brandell. Iric.), se 
lavó tres veces con 5 mL de buffer fno. se 

Las pendientes de los gráficos de Hill 
fueron comparadas con la unidad por el uso 
de la prueba parcial F modificada como 
sigue: primero. se  graíicó la unión (Bound) 
contra el logarihno en base 10 de la concen- 
tración del Ugando libre (log [fiel) en base 
a la siguiente ecuación: 

secó a 60°C por 3 h y se colocaron los filtros 
en líquido de centelleo (PPO / POPOP / B = A +  Bmax - A 
Triton X-100 / tolueno para ["HI-QNB y loKd N" 121 

Optifase 11 para PHI-NMS) por J2 h en la 1 + (7) 
oscuridad. La radioactividad se  contó en un 1 or 
contador de líquido de centelleo Wallac 
1.410 (Pharmacia. Inc.. Finland). 

Para los ensayos de competición. las 
membranas (40-80 pgl se incubaron por 
cuadruplicado con un ligando no marcado 
lpirenzepina o N-metil-escopolamina) por 
3 h y entonces se  agregó p3H]-NMS 2 nM. 
incubándose otravez por 30 min a 37°C. Los 
otros pasos y la determinación de la unión 
especifica se llevaron a cabo conio fue des- 
crito antes. 

Anáiisis de los datos 

Los experimentos de satiiración se  
analizaron usando los métodos de Scat- 
chard (2 1). Hill(22) y Average Affinity Profile 
(23) o por regresiones no lineales obtenidas 
por ajustes computarizados (metodo de la 
mínima suma de cuadrados] usando el pa- 
quete GraphPad lnplot (I.S.I. Philadelphia, 
PA.). Los parámetros cinéticos (B,,,. Kd] se  
obtuvieron de la siguiente ecuación: 

la suma de cuadrados y grados de libertad 
se determina por regresiónno lineal usando 
el programa GraphPad lnplot (en esta ecua- 
ción. también llamada ecuación logística de 
ciiatro parámetros. el valor de A se  flja a O. 
puesto que la unión inespecifica se  sustrae 
previamente). En un segundo paso. el nú- 
mero de Hill se  fija a 1 y la suma de cuadra- 
dos y grados de libertad se  determina como 
antes. El valor de F s e  calcula de acuerdo a 
la siguiente ecuación: 

en la cual el subíndice 1 se  refiere al ajuste 
con menos variables (aquel para el cual se 
slipuso un NH de 1. es  decir un modelo 
hiperbólico. no cooperativo), SS es la suma 
de cuadrados de losresiduales y dfse refiere 
a los grados de libertad. Para obtener el 
valor de p. se  usó una tabla estadística de 
valores de F (del programa GraphPad Ins- 
tat). Se consideró significativamente mejor 
el ajuste según el modelo de Hill (cinética 
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cooperativa) cuando el valor de p fuese igual branas de corteza frontal humana en fun- 
o rnenor a 0.05. ción del tlempo. Se usaron concentraciones 

de l3~]-QP4B de 5 y 10 pM (las menores 
concentraciones utilizadas en los ensayos 

Resultados de saturación). obteniéndose Kobs (cons- 
tantes de asociación observadas) de 0,0206 
y 0.0235/min. respectivamente, correspon- 

Definición del estado de equilibrio diendo a tienipos medios (t, ,,) de asociación 

La determinación de condiciones de 
ecluilibrio es ineludible para definir con cer- 
t e ~ a  el fenómeno de cooperatividad homo- 
trópica. L a  falta de esta condición puede 
conducir a obtener cinéticas aparenteniente 
h~perbólicas en sistemas cooperativos (26) 
o pseudocooperativas en sistemas hiperbó- 
l i c o ~  (27). Para definir el tiempo necesario 
p l ra  alcanzar el estado de equilibrio. se 
d~terniinó la unión de [3H]-QNB a las rnem- 

-, - 
de 29,5 y 33,6 min. Sabiendo que para 
alcanzar el equilibrio (por lo menos en un  
96.9%) se requiere de 5 veces tIlz, se  evi- 
dencia qiie a los 168 min ya se ha alcanzado 
éste para la menor concentración mostrada. 
Puesto que los ensayos se han incubado por 
espacio de 180 min (3 h). necesariamente la 
consecución del equilibrio se logra para to- 
dos los puntos (Figura 1). 

O 60 120 180 240 
TIEMPO (min) 

Figura 1.  Cursodela asociacinnde["~l-QNB. La  concentración final de [ : i ~ ] - ~ ~ B  (de 5 y 10 pM1 
fue añadida a 25pg/pL de suspensión de membranas de CFH en un volitmen total 
de 2 mL. Los ensayos fueron removidos y filtrados a los tiempos indicados. y los 
datos correspondientes a la unión inespecífica obtenidos como se indicó en Mate- 
rialesy Métodos. Los datos son los Promedios +Errores Estándar de 4 experimentos 
indcpendientes. El eqiiilihrio se mtiestra ya alcanzado a los 180 min. No hay 
diferencia estadisticarnenle significativa entre los datos experimentales a 180 y 
240 miri. 
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O 60 120 180 240 

TIEMPO (min) 

Figura 2. Curso de la asuciaci6n de ['HI-QNB. L a  concentración final de ["HI-QNB (de 500 pM) 
fiie anadida a 50 pg/pL de suspensión de membranas de CFH en un voliimen total 
de 2 mL. Los ensayos fiieron removidos y filtrados a los tiempos indicados. y los 
datos correspondientes a la unión inespecifica obtenidos corno se indicó en Mate- 
riales y Métodos. Los tlatos son los Promedios i Errores Estándar de 4 experimentos 
intlependientes. El eqiiilibrio se  muestra ya alcanzado a los 30 rnin. No hay diferen- 
cia estadisticamerite significativa entre los datos experimentales a 30 y 240 min. 

Susceptibilidad de la muestra 

Dado el prolorigaclo tiernpo de incuba- 
ción a 37°C. se  probó la susceptibilidad del 
RCM en condiciones de baja y total ociipa- 
ción. En la Figura 1 observarnos que. para 
concentraciones bajas de I:iHl-QNB (5 y 10 
pM). la unión e s  prácticaiiieritc invariable 
descle las 3 hasta las 4 h cle jiiciihación a 
37°C. En la Figura 2 ohservaiiios que para 
concentraciones de ["HI-QNB dc 500 pM se  
llega al eqitilib~io a los 30 niin (Kobs = 
0.1 145/min, L l I z  z 6 rnin) y la unión es 
invariable hasta las 4 h. tiempo niayor al 
einpleado en los ensayos. Para confirinar 
estos resultados. se realizaron incubacio- 
nes por espacio de 1.3. 6 y 12 h con 500 pM 
de I:'H]QNB en presencia y ausencia de 
PMSF 0.1 n1M [resiiltados no rriostrados) no 

discrepando los resiiltados con los antes 
mencionados. 

Depleción de ligando 

La depleción de ligando e s  un artefacto 
que conduce a la falsa interpretación de la 
cinética. siendo más  frecuente al usar altas 
concentraciones de proteínas para bajas 
concentraciones de ligando (28. 29). Para 
descartar la existencia de este fenóinerio se 
determinó la unión de 2 ,5  pM de k3H]-QNB 
(concentración menor a las usadas en los 
experimentos de saturación) en f~inción de 
la cantidad de proteínas (Figura 31, obser- 
vándose que la unión de este ligando es 
fiinción lineal de la cantidad de proteínas 
entre 20 y 80 pg. Obviamente. al no existir 
depleción de ligando para esta concentra- 
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O 20 40 M) 80 

~g de PROTEINA 

Figura 3. Union de ["HI-QNB a conceritra- 
ciones crecientes de siispi~risióii 
de riieiiibranas de CFH 2 , s  pM dc 
["HI-QNR se iiiciibaron contra 
10-80 ~ i g  de proteína total ;I 37'C 
por 180 min. Los datos son los 
Promedios f Errores Estáiidar d r  
1 deteriniiiaciones indel)i,iitlirri- 
tcs. La unión de QNB fiir lineal 
coiiio fiincióii de la cantirlatl tlr 
proteirias. La activitlacl especific~i 
para cada plinto no deiiio.;tró di- 
ferencia significativa (]) > 0.05) 
respecto a los deniás. 

ción de ["HI-QNB, tampoco debe haberla 
para las superiores a ésta. 

Definicibn de droga Ubre 

En estas condiciories experimentales 
la relación ~inido/libre es  mayor al 10%. por 
lo tanto para los análisis gráficos la droga 
li l~re debió ser medida con exactitud (28). El 
cálciilo de droga libre se  hizo por sustrac- 
ción a la droga total los valores obtenidos de 
droga iiiiida. Estos valores teóricos se  corro- 
boraron por ensayos paralelos eri los cuales 
la separación de la droga libre se  realizó por 
centrifiigación. midiéndose entonces del so- 
brenadarite. Los resultados para el miles- 
treo realizado dan tina total correlacióri 
(1) > 0.8) entre anibas deteriiiinacionrs tlr 
tlrofia libre (Tabla 11. 

Condiciones experimentales que indu- 
cen cooperatividad 

Eii las riiernbraiias de rortcza frciiit;il 
se logra indiicir el ferióiiierio de cooperativi- 
dad sólo eii ciritas condicioiies expfriiiirii- 
tales. En niciiibranas preparadas eri hiiffcr 
Nac-fosfato 2 5  i i iM EGTA 1ii iM pH=7.3 y 
erisayatlas eri biifíer Na+-fosfato 2 5  riiM 
EGTA 0. 10 riiM pH=7.3 se obtiivo 1111 pei-fil 
de satiiración corripatible cori i i r i  cocficiciitr 
de Flill de 1.781 i 0. 18. con valores c1<. R,,,;,, 
de  6 3 3  + 13 friiol/iiig (le protriii;~. <Ir 
Ud = 12 i 2 pM y iin perfil tle afiiiidatl t:oii 
valores tlccrecicntcs de Utl eii fuiicióri dc 1;i 

Tahla 1 
Prornediiis+ Errores Estáiidar dr 3 exl>riiriieiitos iiide~>eiidientes. l,a droga librt: ]>ni 

filtración fiic definitla coiiio la difereiicia aritiiiética entre la tlroga total 
y la iiiiirla en siiiiilares coiidicioiies 

-- - - -  ~ - -- --- -. 

Método ~ -p. Droga Total (DPM) - Droga -~ - Uiiida (DPM) ,, Droga - 1,ibre (DPM) 

Filtracióii 1.673 1 43 534 i 2 5  1.139 i53  

Centrifiigacióii 
- -  - ~ 

1.653 1 52 
--- 

561 f 15 -- . -~ - 
1 . 1 6 0 i 5 7  

Vease qiie hay liiia aiiiplia corrolaciiiii entre 1.1s cantidades de drci~a li>tal, iinidn y lil>rr deteriiiinñda porcentrifii- 
gariAii filtrnriiiii (p i ra  niás inf<~riiiaciOn, v<wrM;ilcriales y Mt't<idu\). 
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