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Resumen

Se estudid la unién de [PH]-Benzilato de Quinuclidinilo (PHI-QNB) vy
[“H]-Metilescopolamina ([°H]-NMS) al Receptor Colinérgico Muscarinico (RCM) de Corteza
Frontal Humana (CFH). Cuando las fracciones de CFH fueron preparadas y ensayadas en
medios privados parcial o totalmente de cationes (por uso de EGTA, TRIS o resinas de
intercambio iénico) la unién corresponde a una cinética de cooperatividad homotrépica
rositiva (CHP). El efecto de EGTA para inducir CHP dependié del buffer usado. La magnitud
ce la CHP depende de la concentracion de fosfato y también es inducida por HEPES. Cuando
12 unién de [PHI-QNB al RCM de CFH fue analizada utilizando fracciones de CFH preparadas
y ensayadas en buffer sin extraccion catiénica, se caracterizé por mostrar cinética hiperbélica
simple. El uso de Borato como sistema buffer para la preparacion y ensayo de las fracciones
de CFH, induce una cinética homotropica negativa y/o de heterogeneidad para la union de
|3H]-QNB a los RCMs. La realizacion de curvas de saturacion para [3H]-NMS, en condiciones
experimentales que garantizan la cinética CHP para [H]-ONB mostraron, de acuerdo al
analisis de Scatchard, linealidad hasta el 90% de ocupancia con un perfil curvilineo posterior.
Curvas de inhibicién realizadas usando concentraciones saturantes de [’H}-NMS, mostraron
gue NMS no desplaza al marcador radioactivo con caracteristicas de inhibidor reversible
competitivo simple, obteniéndose cocficientes de Hill :(NH)_de 1,35, siendo la Ki de NMS menor
que la Kd de [*H]-NMS. Adicionalmente, curvas de inhibicién [3H]-NMS/QNB mostraron que
Ia Ki de QNB disminuye en funcion de la concentraciéon de [*H]-NMS, sugiriendo que también
[*H]-NMS presenta el fenémeno de CHP. E] desplazamiento de unién de [*H]-NMS al RCM de
la CFH por el antagonista Pirenzepina fue compatible con 2 sitios (M1 y Mz2) siendo
predominantes los sitios de alta afinidad (M}), atribuyendosele a esta subpoblaciéon 1la CHP.
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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 [*H]-Quinuclidinyl Benzilate (°H]-QNB) and
[3H]—Methylscopo]amine (I°H]-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 HFC was
analyzed by using buffers without cationic extraction, the kinetic appears to be simple
hyperbola. The use of borate as buffer to prepare and assay HFC fractions, induces a kinetic
compatible with Homotropic Negative Cooperativity or Heterogeneity for [®H]-QNB binding to
MCRs. [3H]-NMS binding curves, in experimental conditions that guarantied PHC for [3H]-QNB
showed, according to Scatchard analysis, linearity until 90% of occupancy, with a subsequent
curvilinear profile. Inhibition curves performed using saturant concentrations of [*H}-NMS,
showed that NMS does not displace the radiolabeled ligand binding as a simple reversible
competitive inhibitor, obtaining Hill coefficients (Ni1) of 1.35, Ki of NMS was lower than Kd of
[*HI-NMS. Additionally, [*H]-NMS/QNB inhibition curves showed that Ki of QNB decreases
as function of [PH]-NMS concentration. This also suggests that [FH]-NMS presents the
phenomena of PHC. The displacement of [*HI-NMS binding to MCR from HFC by Pirenzepine
was compatible with 2 sites (M1 and Mg} being dominant the high afinity population (M)
making it possible for this receptor population to be responsable for PHC.

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

receptor.

Introducciéon 116, 4-DAMP, y hexahydrosiladifenidol (7).

La interaccion de estos antagonistas selec-

Los Receptores Colinérgicos Muscari-
nicos {RCM) pertenecen a una superfamilia
de proteinas estructuralmente relacionadas
que poseen siete regiones transmembrana
acopladas a proteinas G (1-3). Se han clo-
nado 5 subtipos de RCM, designados my,
my, Mg, My y mg (1,4,5). Se acepta general-
mente que la unidon de antagonistas al RCM
sigue una cinética hiperbdlica o acorde al
modelo de Michaelis y Menten (6). Los pri-
meros hallazgos indicativos de la heteroge-
neidad del RCM se basaron en estudios
funcionales y de unién usando diversos an-
tagonistas selectivos: pirenzepina, AF-DX-

tivos ha sido interpretada en el contexto de
una reaccion bimolecular simple que obe-
deceria la ley de accién de masas. Sin em-
bargo, la complejidad de la unién de anta-
gonistas al RCM se hizo mayor al proponer-
se que diversas clases de drogas interac-
taan con €l a través de la unién a un sitio
alostéricamente acoplado al receptor (8). En
una de ellas, la galamina, se ha visto la
produccién de un efecto alostérico bifasico
en la unioén de [3H]-QNB al RCM de corazén
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
ligado a proteina G (11-13). Mucha de la
informacion referente a la regulacién alos-
térica del RCM se relaciona con efectos coo-
perativos heterotropicos (14-16); sin embar-
go, se ha reportado la aparicion de coopera-
tividad homotropica positiva como propie-
dad de la unién de [PH]-GNB al RCM de
corazon de perro (14} y rata (15} bajo condi-
c:ones experimentales especificas. Por otra
parte, la unién de antagonistas musca-
rnicos terciarios marcados radioactiva-
mente es bastante diferente de la union de
los cuaternarios (17), considerandose 1a pri-
mera de naturaleza compleja. Estos ligan-
cdos presentan cinéticas de asociacion y di-
sociacion que sugieren interacciones sitio-
sitio (18, 19). En este trabajo, se exaniina el
perfil de union del [3H]-QNB (ligando tercia-
rio) y [PHI-NMS (ligando cuaternario) al
RCM de Corteza Frontal Humana (CFH) en
diferentes condiciones. Hallamos que la
unién de [BH]-QNB a las fracciones subce-
lulares de CFH es compleja y consistente
con la propiedad de cooperatividad homo-
tropica positiva. Este fenémeno se hallé
marcadamente influenciable por las condi-
iones iénicas usadas para aislar las frac-
~iones subcelulares o para realizar los en-
sayos de union.

Materiales y Métodos

Materiales

L-[®*H]-QNB (L-[*H]-benzilato de quinu-
clidinilo; 45,4 Ci/mmol) y [*H]-NMS (L-[3H]-
N-metilescopolamina; 80,4 Ci/mmol) se ob-
tuvieron de NEN (Dupont; Boston, MA). El
resto de quimicos utilizados provinieron de
Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.).

Tejido cerebral

Los especimenes de cerebro humano
se obtuvieron del servicio de Anatomia Pa-
tolégica del Hospital Universitario "Antonio
Maria Pineda", en Barquisimeto. Sélo se
tomaron de pacientes de los que no se hu-
biese reportado enfermedad mental o neu-

rologica, uso de medicacién psicotropica o
consumo de alcohol. El] tiempo maximo en-
tre la muerte y la autopsia fue de seis horas.
Inmediatamente tras ésta, la corteza frontal
fue disecada y almacenada por congelacién
a -70°C por no mas de 2 meses antes de su
uso.

Preparacion de las membranas

Pequenos trozos de corteza frontal hu-
mana (CFH) fueron homogeneizados a 4°C
en agua pentadestilada usando un homo-
geneizador de vidrio con pistilo (450 R.P.M.)
y centrifugados a 48.000G por 30 min. El
sobrenadante fue descartado y el sedimento
se resuspendio en diferentes buffers para
cada tipo de experimento (TRIS, borato, imi-
dazol, HEPES, citrato, y fosfato) con o sin
EGTA 1ImM, con una nueva centrifugacion
a 48.000G por 30 min. Este procedimiento
se repitié 2 veces y el sedimento resultante
fue resuspendido en sacarosa 0,32 M pre-
parada en los Buffers especificos. La frac-
cién nuclear se removié por centrifugacion
a 1.000G por 10 min y el sobrenadante se
centrifugd nuevamente a 48.000G por
60 min. El sedimento resultante se resus-
pendid en los buffers especificos, siendo
centrifugado nuevamente. El altimo sedi-
mento obtenido se resuspendid en cada
buffer especifico para dar una concentra-
cion de proteina de 2-4 mg/mL determina-
da por ensayos de acido bicinquidénico (20)
v se refrigero a -70°C hasta su uso para los
ensayos de union.

Ensayos de unién

Las condiciones experimentales de
equilibrio, la no deplecién de ligando y la
estabilidad de los ensayos, se determinaron
antes de los experimentos de saturacion y
de competicion (ver resultados). Para los
experimentos de saturaciéon, las membra-
nas (40-80 pg de proteina) se incubaron por
cuadruplicado con concentraciones cre-
cientes (5 pM-3 nM) de [PH]-QNB o [®H]-
NMS. Las incubaciones se realizaron en un
volumen de 2 mlL de buffer especifico, de
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concentracion determinada y pH 7.3 por
180 min a 37°C. La unidén inespecifica se
determind en presencia de 0,1-1 M de atro-
pina y/o por previo calentamiento de las
muestras a 60°C por 4 h; este tiltimo proce-
dimiento inactiva la unién especifica. Los
valores de unién inespecifica obtenidos por
ambos métodos fueron similares. Estos va-
lores fueron substraidos de la unién total
{ausencia de atropina o de calentamiento a
60°C) para obtener la unién especifica. La
reaccion se terming por filtracién al vacio a
través de filtros de fibra de vidrio GF/B
{Whatman Paper Ltd.; Brandell, Inc.) usan-
do un cosechador de células modificado
para ensayos de unién {Brandell, Inc.j, se
javd tres veces con 5 mL de buffer frio, se
seco a 60°C por 3 h y se colocaron los filtros
en liquido de centelleo (PPQ / POPOP /
Triton X-100 / tolueno para [PH|-QNB y
Optifase I para [PH]-NMS} por 12 h en la
oscuridad. La radioactividad se contd en un
contador de liquido de centelleo Wallac
1.410 (Pharmacia, Inc., Finland).

Para los ensayos de competicion, las
membranas (40-80 pg) se incubaron por
cuadruplicado con un ligando no marcado
(pirenzepina o N-metil-escopolamina) por
3 h y entonces se agregé [PH]-NMS 2 nM,
incubandose otra vez por 30 min a 37°C. Los
otros pasos y la determinacion de la unién
especifica se llevaron a cabo como fue des-
crito antes.

Anilisis de los datos

Los experimentos de saturacion se
analizaron usando los métodos de Scat-
chard (21), Hill (22} y Average Affinity Profile
{23) o por regresiones no lineales obtenidas
por ajustes computarizados (método de la
minima suma de cuadrados) usando el pa-
quete GraphPad Inplot (I.S.1. Philadelphia,
PA.}). Los parametros cinéticos (B,,,,. Kd) se
obtuvieren de la siguiente ecuacion:

B, F"

B=——— (1]
(K" +F"

usando el programa Ligand (24) adaptado a

computadoras IBM (Mc. Pherson, 1983).

Los valores de B,,,, obtenidos se usaron

para calcular los parametros del grafico de

Hill,

Las pendientes de los graficos de Hill
fueron comparadas con la unidad por el uso
de la prueba parcial F modificada comeo
sigue: primero, se grafico la unién (Bound)
contra el logaritmo en base 10 de la concen-
tracion del ligando libre (log [Freel} en base
a la siguiente ecuacion:

B -
B=A+ 2 A [2]
1054
1 +{(—F)"
10

la suma de cuadrados y grados de libertad
se determina por regresion no lineal usando
el programa GraphPad Inplot (en esta ecua-
cidn, también llamada ecuacion logistica de
cuatro parametros, el valor de A se fija a O,
puesto gue Ja unién inespecifica se sustrae
previamente). En un segundo paso, el ni-
mero de Hill se fija a 1 y la suma de cuadra-
dos y grados de libertad se determina como
antes. El valor de Fse calcula de acuerdo a
la siguiente ecuacion:

(SS, / dfy) 9]
en la cual el subindice 1 se refiere al ajuste
con menos variables {aquel para el cual se
supuso un Ny de 1, es decir un modelo
hiperbdlico, no cooperativo), SS es la suma
de cuadrados de los residuales y df se refiere
a los grados de libertad. Para obtener el
valor de p, se usd una tabla estadistica de
valores de F (del programa GraphPad Ins-
tat). Se considerd significativamente mejor
el ajuste segun el modelo de Hill {cinética
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cooperativa) cuando el valor de p fuese igual
o menor a 0,05,

Resultados

Definicién del estado de equilibrio

L.a determinacién de condiciones de
equilibrio es ineludible para definir con cer-
teza el fendmeno de cooperatividad homao-
tropica. La falta de esta condicion puede
conducir a obtener cinéticas aparentemente
hiperbolicas en sistemas cooperativos (26)
o pseudocooperativas en sistemas hiperbd-
licos {27). Para definir el tiempo necesario
para alcanzar el estado de equilibrio, se
datermind la union de [PH]-QNB a las mem-

211

branas de corteza frontal humana en fun-
cion del tiempo. Se usaren concentraciones
de PH]-QNB de 5y 10 pM (las menores
concentraciones utilizadas en los ensayos
de saturacion), obteniéndose Kobs (cons-
tantes de asociacion ohservadas) de 0,0206
y 0,0235/min, respectivamente, correspon-
diendo a tlempos medios ({; ;o) de asociacion
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 t, /o, S€ evi-
dencia que a los 168 min ya se ha alcanzado
éste para la menor concentracién mostrada.
Puesto que los ensayos s¢ han incubado por
espacio de 180 min (3 h}, necesariamente la
consecucion del equilibrio se logra para to-
dos los puntos (Figura 1).
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Figura1l. Cursodelaasociacion de[*H]-QNB. La concentracion final de [*H]-QNB (de 5 y 10 pM)
fue anadida a 25ug/pl de suspension de membranas de CFH en un volumen total
de 2 mL. Los ensayos fueron removidos y filtrados a los tiempos indicados, y los
datos correspondientes a la union inespecifica obtenidos como se indicé en Mate-
riales y Métodos. Los datos son los Promedios £ Errores Estandar de 4 experimentos
independientes. El equilibrio se muestra ya alcanzado a los 180 min. No hay
diferencia estadisticamente significativa entre los datos experimentales a 180 y

240 min,
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Figura 2. Curso de la asociacion de [*HI-QNB. La concentracion final de ["H-QNB (de 500 pM)
fue afadida a 50 ug/pl. de suspension de membranas de CFH en un volumen total
de 2 mL. Los ensayos fueron removidos y filtrados a los tiempos indicados, y los
datos correspondientes a la unién inespecifica obtenidos como se indicd en Mate-
riales y Métodos. Los datos son los Promedios + Errores Estandar de 4 experimentos
independientes. El equilibrio se muestra ya alcanzado a los 30 min. No hay diferen-
cia estadisticamente significativa entre los datos experimentales a 30 y 240 min.

Susceptibilidad de 1a muesira

Dado el prolongado tiempo de incuba-
cion a 37°C, se probd la susceptibilidad del
RCM en condiciones de baja y total ocupa-
ciom. En la Figura 1 observamos que, para
concentraciones bajas de [*H]-QNB (5y 10
pM). la unién es practicamente invariable
desde las 3 hasta las 4 h de incubacion a
37°C. En la Figura 2 ohservamos que para
concentraciones de [PH[-QNB d¢ 500 pM se
llega al equilibrdo a los 30 min (Kabs =
0.1145/min, t;,5 = 6 min} y la union es
invariable hasta las 4 h, tiempo mayor al
empleado en los ensayos. Para confirmar
estos resultados, se realizaron incubacio-
nes por espaciode 1, 3, 6y 12 h con 500 pM
de [PHJQNB en presencia y ausencia de
PMSF 0,1 mM [resultados no mostradoes) no

discrepando los resultados con los antes
mencionados.

Deplecién de ligando

La deplecion de ligando es un artefacto
que conduce a la falsa interpretacion de la
cinética, siendo mas frecuente al usar altas
concentraciones de proteinas para bajas
concentraciones de ligando (28, 29). Para
descartar la existencia de este fendmeno se
determiné la unioén de 2,5 pM de [BH]-QNB
{concentracion menor a las usadas en los
experimentos de saturacion} en funcién de
la cantidad de proteinas (Figura 3], obser-
vandose que la unién de este ligando es
funcion lineal de la cantidad de proteinas
entre 20 y 80 pg. Obviamente, al no existir
deplecion de ligando para esta concentra-
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Figura3. Union de [’H]-GNB a concentra-

ciones crecientes de suspension

de membranas de CFH 2,5 pM dc

*H]-QNB se incubaron contra

10-80 g de proteina total a 37°C

por 180 min. Los datos son los

Promedios = Errores Estandar de

4 determinaciones independien-

tes. La union de QNB fuc lineal

como funcién de la cantidad de

proteinas. La actividad especifica

para cada punto no demostro di-

ferencia significativa (p > 0.05)
respecto a los demas.

ciéon de [FH]-QNB, tampoco debe haberla
para las superiores a ésta.

Definicién de droga libre

En estas condiciones experimentales
la relacion unida/libre es mayor al 10%, por
Io tanto para los analisis graficos la droga
libre debio ser medida con exactitud (28). El
calculo de droga libre se hizo por sustrac-
cion a la droga total los valores obtenidos de
droga unida. Estos valores teoricos se corro-
boraron por ensayos paralelos en los cuales
la separacion de la droga libre se realizd por
centrifugacion, midiéndose entonces del so-
brenadante. Los resultados para el mues-
treo realizado dan una total correlacion
(p > 0.8) entre ambas determinaciones de
droga libre (Tahla 1)

Condiciones experimentales que indu-
cen cooperatividad

En las membranas de corteza frontal
se logra inducir el fendmeno de cooperativi-
dad solo en ciertas condiciones experimen-
tales. En membranas preparadas en buffer
Nat-fosfato 25 mM EGTA 1M pH=7.3 y
ensayadas en buffer Na*-fosfato 26 mM
EGTA 0,10 mM pH=7.3 se obtuvo uin perfil
de saturacion compatible con un coeficiente
de Hill de 1,784 + 0,18, con valores de B, .
de 633 2 13 fmol/mg de proteina, de
Kd =12+ 2 pM y un perfil de afinidad con
valores decrecientes de Kd en funcién de la

Tabla 1
Promedios + Errores Estandar de 3 experimentos independientes. La droga libre paor
filtracion fue definida como la diferencia aritmética entre la droga total
v la unida en similares condiciones

Droga Unida (DPM)

Droga Libre (DPM)

~ Método  Droga Total (DPM)
Filtracion 1.673 1 43
Centrifugacion 1.653 + b2

534 + 25
561 + 15

1.139 £ 63
1.160 + 57

Véase que hay una amplia correlacion entre las cantidades de droga total, unida y libre determinada por centrifu-
gacion o filiracion (para mas informacion, vor Materiales y Métodos).

Revista Cientifica de la Facultad Experimental

de Ciencias, Volume 3 No. 3, September-December 1995



214

Cooperatividad homotrdpica positiva en el receptor colinérgico muscarinico

B (fmol/mg de proteina)

0

100 200 300 400 500 600

B (faoles/m de PROTEINA)

0 100

200

300

LOG (B/Buax-B)

F (pM)

Figura 4. Gréficos de la saturacién de fracciones de CFH preparadas en buffer fosfato de sodio 25

mM/EGTA 1mM por ["HI-QNB, ensayo montado en buffer fosfato de sodio 25
mM/EGTA 0, 1lmM. PANEL A: Las fracciones de CFH (40-60 pug de proteina) preparadas
en buffer fosfato de sodio 25 mM/EGTA 1mM se incubaron con concentraciones
crecientes de [BH]—QNB (2,5-300 pM]) por 180 min a 37°C en buffer fosfato de sodio
25 mM/EGTA O, 1lmM. La union inespecifica se obtuvo por uso de atropina 0,1mM
o por inactivacion de las membranas (ver Materiales y Métodos). Los datos son los
Promedios + Errores Estandar de 4 determinaciones independientes. PANEL B:
Analisis de Scatchard de la saturacion de CFH por [*H]-QNB ya descrita. PANEL C: Grafico
de Hill de la saturacion de CFH por [°H]-QNB ya descrita y mostrada en el PANEL A.
Elvalor de B, fue calculado de acuerdo a la ecuacion 1 (ver Materiales y Métodos).
PANEL D: Average Affinity Profile de la saturacion de CFH por [’H]-QNB. El valor de Kd
para cada ocupancia se calculo de acuerdo a la siguiente ecuacion:
Kd=(B,,,.x-B)/(B/F). Los parametros de union se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2

Condiciones experimentales cooperativas
| Buffer Ensayado Bmax Kd N ITA
| (fmol/mg)  (pM) (Kdo/Kd100)
Fosfato SP-Sephadex 648+ 15 17+2 1,667 £0,16%* 4,61
K- fosfato -EGTA 0,1 mM 664 +18 22+2 1,461 +0,11** 3,44
Fosfato 25 mM-EGTA 0,1 mM 633+13 12+2 1,784 £0,18* 8,05
Fosfato 25 mM-EGTA 0,5 mM 784 +28 34+6 1,326 +0,09** 2,56
IFosfato 256 mM-EGTA.NaCl 25 mM 736 £ 18 12+2 1,463 £0,10* 5,44
IFosfato 25 mM-MgClgz 0, 1mM 602+ 15 14+2 1,430+0,13* 4,15
TRIS 25mM- fosfato 1 mM 767 +19 45+3 1,306 +0,09** 3.34
TRIS 25bmM-"fosfato 5 mM 760+ 14 25+1 1,430+ 0,13* 7,54
TRIS 25mM- fosfato 25 mM 667 +24 25+2 1,705 +£0,23** 11,95
HEPES 25 mM-EGTA 0,1 mM B82+17 222 1,417 £0,13* 6,11
Borato 25 mM 846 £bh 271 +48 0,690 = 0,05** 0,23

Pardmetros de union de [SH]—QNB: Bmax, Kd, niumero de Hill e Incremento del Indice de Afinidad (I1A) en
diferentes condiciones experimentales que inducen cooperatividad. Los valores son los prome-
dios + Errores Estandar de 4 experimentos independlentes, calculados por la ecuaclon 1 (Bmax v Kd)
(ver Materiales y Métodos) o por regresion no lineal. [IA= Kd0/Kd 1. Estos valores fueron calculados por
el grafico de Average Affinity Profile por regresion lineal, KdO es el valor de X (Kd) cuando Y (indice de
ocupancia) es 0, y Kd, es el valor de X cuando Y es 1. Los nimeros de Hill fueron contrastados en su
diferencia con la unidad por la prueba parcial F (ver Materiales y Métodos). (*)Diferencia significativa
con p < 0,05y (**) Diferencia significativa con p < 0,01.

ocupancia con una relacion KdO/Kd100
(Indice de Incremento de Afinidad,
II1A) = 8,05 (Figura 4 y Tabla 2). Similares
resultados fueron obtenidos en membranas
ensayadas con buffer Kt-fosfato 25 mM
EGTA 0,10 mM (Tabla 2) y HEPES 25 mM-
EGTA 0,10 mM. Ya que este fenémeno se
induce en presencia de EGTA, el efecto po-
dia ser dependiente de su propiedad que-
lante sobre los cationes. Para comprobar
esto, se tratd el buffer Nat-fosfato con una
resina de intercambio cationico SP-Sepha-
dex G-50 (Tabla 2). Este experimento refor-
zaha la posibilidad de que el fenémeno de-
pendia de Ia ausencia, al menos parcial, de
cationes. Dado que también TRIS es capaz
de unir cationes (cobre, zinc) (30}, prepara-
mos ensayos de union de [*H]-QNB a mem-

branas Nat-fosfato-EGTA en buffer Nat-fos-
fato 256 mMTRIS 25 mM logrando inducir
cooperatividad (Figura 5 y Tabla 2), este
efecto parece ser dependiente de la concen-
tracion de fosfato (Tabla 2 y Figura 6). Por
otra parte los buffers HEPES y Na*-fosfato
sin EGTA, HEPES-Nat-fosfato, TRIS y TRIS-
EGTA fueron incapaces de inducir el feno-
meno de cooperatividad (Tabla 4).

Establecidas condiciones donde el fe-
nomeno de cooperatividad aparece invaria-
blemente (membranas preparadas en buffer
Nat-fosfato-EGTA ImM pH= 7,3 y ensaya-
das en buffer Na*-fosfato-EGTA 0,10 mM
pH=7,3) se comprobho el fendomeno en 9 frac-
ciones de corteza frontal humana proceden-
tes de individuos diferentes (Tabla 4), obser-
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Figura 5. Gréficos de Scatchard de la unitn de [3]-l]—QNB a membranas de CFH en condiciones
en las que se induce cooperatividad (PANELES A, By C) y en las que no se induce
ésta (PANEL D). Las fracciones de CFH (40-60 pg de proteina) preparadas se incu-
baron con concentraciones crecientes de IBH]-QNB (2,5 pM-bnM) en los siguientes
buffers: HEPES 25 mM., EGTA 0,1 mM (PANEL A), TRIS 25 mM- FOSFATO 5 mM
(PANEL B), TRIS 25 mM- FOSFATO 25 mM (PANEL C), IMIDAZOL 25 mM (PANEL
D, triangulos vacios), CITRATO 25 mM (PANEL D, diamantes vacios) y FOSFATO 25
mM, EGTA 0,1 mM, MgC1, ImM (PANEL D, triangulos llenos). Los datos son los
Promedios * Errores Estandar de 4 ensayos independientes. Los parametros de

union se muestran en las Tablas 1 y 2.

vandose en 7 (78%]) de ellas el fenomeno de
cooperatividad, variando el coeficiente de
Hill entre 1,093 y 1,784 con promedio para
las muestras con cooperatividad de 1,399 +
0, 18. Al estudiar estadisticamente los datos
mostrados, se comprobd que el ajuste su-

poniendo cooperatividad era significativa-
mente mejor que un modelo hiperbolico
sencillo (p < 0,05) para las 7 fracciones de
CFH mencionadas. Los valores de B .. 0s-
cilaron entre 469 y 989 fmol/mg con valor
promedio de 688 * 166 fmol/mg de protei-
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Efectos del fosfato en la union de ["H]-QNB en buffer TRIS analizados por Grafico de

Hill. Las fracciones de CFH {40-60 pg de proteina) preparadas se incubaron con
concentraciones crecientes de [‘r‘H)-QNB (2,5-1000 pM) en fosfato 25 mM y en TRIS
25 mM con y sin concentraciones crecientes de fosfato (1, 5 y 25 mM). El valor de
fue calculado de acuerdo a la ecuacion 1 (ver Materiales y Métodos) y los
numeros de Hill se obtuvieron por regresion no lineal. Los datos son los Promedios
+ Errores Estandar de 4 saturaciones independientes.

B

max

Tabla 3

Parametros de union en nueve cortezas frontales humanas

Corteza

_ Ensayada

CEH-]
CFH-2
CFH-3
CFH-4
CFH-5
CFH-6
CFH-7
CFH-8

Edad Bmax
(Anos) (fmol/mg
12 633+ 13
8 989 = 20
Neonato 786 + 27
18 746 + 15
4 835+ 15H
Neonato 606 + 15
12 767 + 19
26 611+ 11
8 = 51347

Kd
(pM)_
12 +2
14 + 1
19+.3
18 +2
18 + 1
11 +1
45 +3
9+

Nii

1,784 + 0, 18*%*
.302 + 0,09**
1,093 + 0,09

1,215 4 0,07*%*
1,343 +0,07**
1,266 + 0,13

1,306 + 0,09**
1,348 + 0, 15**
1,441 40,10

(Kdo/Kd mu‘)

Los valores son los promedios & Errores Estindar de 4 experimentos independientes. Los parametros cinéticos se
determjnaron como fue descrito en la leyenda de la Tabla 2 y en Materiales y Métodos. (*) Diferencia significativa

con p < 0,05 and (**) Diferencia significativa con p < 0,01,
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nas. Los valores de Kd oscilaron entre 8 y
19 pM (promedio de 13 +4 pM). Las relacio-
nes Kd,/Kd,y oscilaron entre 1,10 y 6,08
(Tabla 3). Las dos fracciones para las cuales
el fenomeno de cooperatividad no se hallo o
no fue estadisticamente claro provenian de
cerebros de recién nacidos. La union de
[3H]-QNB a membranas preparadas y ensa-
yadas en buffer borato 25 mM pH= 7,2-7.3
no mostro una simple cinética hiperbolica
(Figura 7 y Tabla 2); al analizar los datos, se
reconoce que éstos pueden ajustarse a una
doble hipérbola rectangular, con la posible
existencia de 2 sitios de union con valores
de Kd de 46 pM y 1 nM respectivamente y
una B, de 732 + 120 fmol/mg; ésto, sin
embargo, también puede interpretarse
como cooperatividad negativa, siendo el nH
calculado igual a 0,690 = 0,05 (Kd de
271 + 48, B, de 846 £ 55). El perfil de
afinidad mostré una Kd que aumenta en
funcion de la ocupancia.

Condiciones experimentales que no in-
ducen cooperatividad

La preparacion de membranas en buff-
er Na*-fosfato, TRIS, HEPES, citrato e imi-
dazol sin EGTA y ensayada la union de
[BH]-QNB en los mismos buffers mostraron
una cinética hiperbdlica simple con valores
de Kd variables (Tabla 4 y Figura 5) presen-
tando la union de [3H]-QNB alta afinidad en
TRIS (15 + 2 pM) y baja en imidazol (108 +
25 pM). Por otra parte, la cooperatividad
homotropica inducida por Na*-fosfato-
EGTA es revertida en presencia de concen-
traciones iguales o mayores de 50 mM de
NaCl, 1mM de MgCl,, 1mM de CaCl, y ImM
de EGTA (Tabla 4, Figura 5).

Unidén de [3H]-N—metilescopolamina

Para determinar si el fenémeno de coo-
peratividad es un fenomeno inducido tam-
bién por radioligandos cuaternarios, estu-
diamos la union de [3H]-NMS a membranas

O

B\F

ada s Ly el

Figura 7.

100 200 300 400 500 600 700
B (fmol/mg de PROTEINA)

Gréfico de Scatchard de la union de
[SH]—QNB a membranas de CFH
preparada y ensayada en buffer
borato. Las fracciones de CFH
(40-60 pg de proteina) preparadas
se incubaron con concentracio-
nes crecientes de [*H]-QNB (92,5
pM to 2 nM) en buffer borato por
180 min a 37°C. El pH fue moni-
toreado durante toda la incuba-
cion, manteniéndose en valores
de 7,3 £ 0,15. La union inespeci-
fica se obtuvo por uso de atropina
0,1mM o por inactivacion de las
membranas (ver Materiales y Mé-
todos). Los datos son los Prome-
dios + Errores Estandar de 4 de-
terminaciones  independientes.
La curva obtiene un mejor ajuste
asumiendo la presencia de 2 si-
tios en el receptor (ver Resultados
y Tabla 2).
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Tabla 4
Condiciones experimentales no cooperativas

Buffer Ensayado Binax Kd NH 1A
| (fmol/mg)  (pM) (Kdo/Kd1oo)
Fosfato 25 MM 722 +39 63+10 1,059 +0,03 3,44
Fosfato 25 MM-EGTA 1 MM 634 +45 377 1,076 + 0,05 8,05
Fosfato 25 MM-EGTA-NaCl 50mM 687 +63 24 +4 1,083 + 0,08 2,66
Fosfato 25 MM-EGTA-NaCl 100mM 782 +66 24 +2 1,078 £ 0,04 5,44
Fosfato2b MM-EGTA-MgClz 0,5 mM 735 +48 21+12 1,047 +£0,06 4,15
Fosfato2b MM-EGTA-MgClg 1 mM 686 £Hb4 20+2 1,036 £ 0,06 3.34
HEPES25 mM 774 +45 38+ 11 1,180 + 0,08 7,54
HEPES 25 mM-fosfato 25 mM b3 +68 bH6+9 0,970 £ 0,05 11,95
TRIS25 mM 771 +98 15+2 1,083 + 0,03 6,11
TRIS 25 mM -EGTA 0,25 MM 91357 313 1,093 + 0,04 0,23
Citrato 25 mM 706 £36 31 +4 1,074 + 0,04 6,11

713+95 108 +25 0,998 +0,04 0,23

]midazo! 25 mM

Los valores son los promedios + Errores Estandar de 4 experimentos independientes. Los parametros cinéticos se
determinaron como fue descrito en la leyenda de la Tabla 2 y en Materiales y Métodos. Los nimeros de Hill no
difirieron significativamente de la unidad para ninguna de las condiciones presentadas.

oreparadas en buffer Na*-fosfato 25 mM
ZGTA 1mM pH= 7.3 y ensayadas en butfer
Na*t-fosfato 25 mM EGTA 0,25 mM, obte-
niendo que la cinética de union es aparen-
temente hiperbolica para un solo sitio no
interaccionante (N = 1,11 +0,04, p > 0,05)
con valores de Kd = 120 £+ 7 pM y B ..
= 744 +17 fmol/mg (Figura 8), sin embargo:
el analisis detallado del grafico de Scatchard
muestra una linealidad hasta cerca del 90%
de ocupancia y un aspecto curvilineo, con
brusca saturacién, para ocupancias mayo-
res. Ante la posibilidad de que NMS induzca
cooperatividad en concentraciones satu-
rantes, se realizaron curvas de desplaza-
miento [*H]-NMS vs NMS para una concen-
tracion del ligando radioactivo igual a 2 nM
(saturante para las condiciones del ensayo).
Los resultados obtenidos (Figura 9) mostra-
ron una Ki = 12 + 2 pM calculada segun

Cheng y Prusoff y un Ny = 1,35. En este
experimento se obtuvieron dos indicios de
cooperatividad: 1) EI valor de Ny; y 2) Las
Ki's de NMS obtenidas en las curvas de
desplazamiento, que resultaron 10 veces
menores al valor de Kd para [BH]-NMS ob-
tenido en los experimentos de saturacion.
Para comprobar aun mas este hecho reali-
zamos curvas de desplazamiento [FH]-NMS
vs QNB con diferentes concentraciones de
[PHI-NMS (25, 480, 1.080 y 5.880 pM). Al
calcular el valor de la Ki de QNB observamos
que disminuyo6 en funcion del aumento de
concentracion del marcador (Figura 10). Es-
tos resultados sugerian que [PH]-NMS gene-
ra una interaccion sitio-sitio en el RCM
permitiendo observar indirectamente cam-
bios de afinidad para los sitios primarios de
uniony el fenomeno de cooperatividad. Esto
solo seria evidente para altas concentracio-
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nes de [3H]-NMS. Para definir la subpobla-
cién de receptores responsable del fendéme-
no de cooperatividad, se realizaron curvas
de desplazamiento [3H]-NMS vs pirenzepina
(PZ), obteniendo que la unién de PZ a corte-
za frontal humana es compatible con la
existencia de dos sitios: un 74% con una Ki
de 8,63 x 108 M (M,) y el 26 % con una Ki=
5x 106 M (M,) (Figura 10). Este predominio
de sitios M; sugiere que el fenomeno de
cooperatividad hallado pudiera ser inheren-
te a esta subpoblacion.

Discusion

La cooperatividad se define de acuerdo
a la afinidad receptor-ligando como una
funcion de la ocupancia por este ultimo;
dado ésto, se han creado formas graficas
"diagnosticas" de los datos de union que
pueden ayudar a la identificacion de inte-
racciones cooperativas. Los mas usados son
los de Hill (22) y Scatchard (21). En el grafico
de Hill, la unién no cooperativa genera un
coeficiente de Hill (Ny) igual a la unidad, en
la cooperatividad positiva, este valor se hace
mayor de 1y en la negativa se hace menor
(31). En el grafico de Scatchard, la unién no
cooperativa proporciona una linea recta, la
union cooperativa positiva una curva de
concavidad hacia abajo y la cooperativa ne-
gativa una curva de concavidad hacia arriba
(32). Aunque la identificacion de cooperati-
vidad positiva por estos graficos "diagnosti-
cos" es una evidencia aceptable para inte-
racciones cooperativas positivas, no resul-
tan suficientes para comprobar la coopera-
tividad negativa, la cual, generalmente, se
reporta como indistinguible de una hetero-
geneidad de sitios de union (33). Menos
aceptado pero muy sensible para detectar
variaciones de afinidad en funcién de la
ocupancia del receptor por el ligando es el
analisis grafico de De Meyts y Roth (23).

Basados en estos analisis graficos, en
analisis computarizados y pruebas esta-
disticas realizadas, se demuestra que la

B/F
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Gréfico de Scatchard de la union de
[SH]—NMS a membranas de CFH
en condiciones que inducen coo-
peratividad para la union de [°H]-
QNB. Las fracciones de CFH (40-
60 pg de proteina) preparadas se
incubaron con concentraciones
crecientes de [PH]-NMS (20 pM to
4 nM) buffer fosfato 25
mM/EGTA 0,1 mM a 37°C por 60
min. Los experimentos se termi-
naron por filtraciéon como se ex-
plico en Materiales y Métodos.
Los datos son los Promedios +
Errores Estandar de 4 experi-
mentos independientes. Obsérve-
se que el grafico de Scatchard es
lineal hasta el 90% de ocupancia
del RCM por [PH]-NMS ¥y que,
para ocupancias mayores, se tor-
na curvilineal. El analisis de los
datos se realizdé de acuerdo a lo
expuesto en Materiales y Métodos
y los parametros de union se re-
sumen en Resultados.
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Fizura9. Desplazamiento de la union de [3H]-
NMS por N-metil-escopolamina o
pirenzepina. Las fracciones de
CFH (40-pg de proteina) prepara-
das se incubaron en presencia y
ausencia de concentraciones cre-
cientes de N-metil-escopolamina
(10 pM-50 nMJ) o pirenzepina
(0,25 M-1 mM) por 120 min a
37°C y entonces 2 nM de [3}4}—
NMS se agrego e incubo nueva-
mente por 30 min a 37°C. Los da-
tos son los Promedios Errores +
Estandar de 4 experimentos inde-
pendientes. Las curvas de compe-
ticion de pirenzepina son mejor
ajustadas asumiendo la presen-
cia de 2 sitios de union.

cooperatividad homotropica positiva es un
fenomeno propio del RCM de CFH.

En este trabajo se confirmo la presen-
cia de este fenomeno, determinandose par-
cialmente las condiciones que permiten vi-
sualizario. Otros autores han reportado la

Figura 10. Constante de inhibicion del QNB
como una funcidon de las concentra-
cionesde [SH}—NMS. Las fracciones
de CFH (40-pg de proteina) prepa-
radas se incubaron en presencia
y ausencia de concentraciones
crecientes de QNB (0.1 pM-0,1 M)
a 37°C, por 180 min, después de
lo cual, las siguientes concentra-
ciones de ["H]-NMS fueron agre-
gadas: 25 pM, 120 pM, 480 pM,
1.080 pM y 5.880 pM para cada
experimento, incubandose por 60
min. Los datos representados re-
presentan las constantes de inhi-
bicion de @NB (Ki) para cada con-
centracion de [°H]-NMS ensayada
y fueron calculados de acuerdo a
Cheng y Prussof usando el pro-
grama Graphpad Inplot.

presencia de cooperatividad homotropica
positiva como una propiedad inherente a
membranas sarcolémicas de corazon alta-
mente purificadas (14,15), sin embargo, es-
tos trabajos han recibido algunas criticas,
puesto que podrian haber sido llevados a
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cabo en condiciones de deplecion de ligando
y/o donde el equilibrio para bajas concen-
traciones de ligando pudiera no haber sido
alcanzado (34). En este trabajo se realizaron
curvas de asociacion con 5 y 10 pM de
[H]-QNB a 37°C, demostrandose que a las
3 h la reaccion esta en equilibrio; por otra
parte, a pesar del largo tiempo de incuba-
cion a 37°C, no se obtuvo desnaturalizacion
experimental del RCM para bajos o altos
niveles de ocupancia del receptor por el
ligando, demostrando que los resultados no
dependen de artefactos relacionados con la
desnaturalizacion proteica. Similarmente,
otros autores han usado los mismos tiem-
pos de incubacion sin reportar alteraciones
en la union de ligandos al RCM (17,35,36).
Elsegundo requisito a ser llenado es que no
exista deplecion del ligando en los rangos de
concentraciones de [2H]-QNB usados en las
curvas de saturacion (28,29). Los resulta-
dos obtenidos en la union de [PH]-QNB
2,5 pM en funcién del incremento de protei-
nas, v la determinacion directa de la droga
libre permitieron demostrar que no existe
deplecion de [PH]-QNB para las concentra-
ciones usadas.

Se han reunido datos experimentales
que permiten afirmar que el RCM es regu-
lado alostéricamente (8, 33). Esto implica la
posible existencia de sitios primarios de
union del ligando y secundarios alostéricos
para la union de efectores. En el RCM los
fenomenos alostéricos han sido puestos de
manifiesto por ensayos indirectos: curvas
de disociacion tipo interaccion sitio-sitio y
curvas de desplazamiento. La unién directa
de antagonistas clasicos tritiados en la ma-
yoria de los casos, es compatible con una
cinética hiperbolica para sitios de unién no
interactuantes (6). En este trabajo la unién
de [H]-QNB en determinadas condiciones
experimentales fue cooperativa, sin embar-
go, al variar esas condiciones la union se
hace compatible con una cinética hiperbo-
lica simple; ademas, [3H]-NMS mostré una
union hiperbélica simple en su union direc-
ta a membranas preparadas y ensayadas en

condiciones que inducen cooperatividad
para la unién directa de [FBH]-QNB. Las va-
riaciones observadas podrian ser reflejo de
diferentes estados regulatorios del RCM
como un todo, y de los diferentes estados de
afinidad que pueden adquirir hipotéticos
sitios primarios de union y secundarios
alostéricos, por generarse una heterogenei-
dad capaz de ocultar, parcial o totalmente,
el fenomeno cooperativo subyacente.

Los resultados sugieren que estas in-
teracciones se regulan por cationes y grupos
fosfato, variando la apariencia grafica de la
cinética segun las condiciones experimen-
tales. En este sentido se ha reportado que
el RCM puede interactuar con las proteinas
G, v Gy en tejido cardiaco, generando una
interconversion (mediada por la unién de
nucleotidos de guanina) de sitios de alta
afinidad en sitios de baja afinidad para ago-
nistas (37-42); se ha logrado, ademas, de-
mostrar que solo en ausencia de iones sodio
y en presencia de EDTA y Mg2+* en concen-
traciones milimolares, los nucledtidos de
guanina inducen la conversion del RCM de
estados de baja afinidad a estados de alta
afinidad para antagonistas (41,44). Este fe-
nomeno es revertido por concentraciones de
Na* superiores a 20 mM (44). En similares
condiciones, Mattera etal. (14) y Boyer et al.
(15) logran visualizar el fenémeno de coope-
ratividad homotropica positiva en la union
de [3H]-QNB a membranas sarcolémicas de
corazon de perros en presencia de
Gpp(NH}p, siendo la union compatible con
la existencia de sitios homogéneos no inte-
ractuantes en ausencia del nucleotido. Las
condiciones experimentales usadas en este
trabajo para visualizar el fenémeno de coo-
peratividad homotropica positiva por los
analisis graficos clasicos fueron similares a
las antes descritas: medio con bajas con-
centraciones de Na* en presencia de EGTA
0,1-0,5 mM: ademas, aunque la cooperati-
vidad fue visualizada en ausencia de nu-
cledtidos de guanina, lo fue claramente en
funcion de la concentracion de fosfato. Este
hecho sugeriria que los grupos fosfato mi-
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mifican el efecto de Gpp(NH)p en nuestras
condiciones, por lo que la unién de nucleé-
tidos de guanina a la proteina G puede
relacionarse con dichos grupos. El efecto de
EGTA sugiere que la ausencia de cationes
puede jugar un papel facilitador en las inte-
racciones sitio-sitio tal vez al regular las
afinidades de cada sitio por el ligando, ha-
biendose involucrado en la regulacion de la
union de ligandos al RCM los iones Mg?*,
Ca?+, Mn2+, Co?*, Ni2t, Cu?* y Na* siendo
la union de agonistas mas sensible a esta
regulacion (33, 34). Puesto que el efecto
gquelante de TRIS es principalmente sobre
Cu?+y Zn2+* (30), el hecho de que sea capaz
de= mimificar el efecto de EGTA, sugiere que
Mg?+, Ca2*, Co?2+, Fe2* o Ni2* (30) tal vez no
jueguen un rol central en la interaccion
sitia-sitio. El efecto de EGTA en la union de
[“H]-QNB depende de la concentracion del
quelante y del buffer usado. A concentracio-
nes bajas, dependeria de su capacidad de
retirar cationes del medio ionico. A altas
concentraciones podria darse un exceso de
este efecto (retirar también un posible pe-
cueno remanente cationico necesario para
visualizar la cooperatividad), producirse un
efecto estérico inespecifico, o, como sugie-
ren Potter et al. (45) pueden desacoplarse
ligandos endogenos regulatorios; cualquie-
ra de estas posibilidades, no excluyentes
entre si, podrian explicar el hecho de que
concentraciones de EGTA mayores de
[,0 mM permiten obtener cinéticas hiper-
holicas.

HEPES es capaz de inducir el fenome-
no de cooperatividad homotropica. La si-
militud quimica de HEPES con ciertos ligan-
dos colinérgicos y la presencia de nitrogenos
terciarios en su estructura podrian conlle-
var a suponer una posible interaccion con
los sitios secundarios originando la apari-
cion de la cinética.

El buffer imidazol induce un estado
aparentemente no cooperativo de baja afini-
dad para la unién de [*H]-QNB en nuestras
condiciones experimentales, que podria ser
debido a la accion del imidazol sobre grupos

disulfuros y/o sulfhidrilos dadas las carac-
teristicas electronicas del nucleo imidazol;
los cambios en el estado redox de los grupos
SH podrian generar cambios en la interac-
cion sitio-sitio conduciendo a la obtencion
de cinéticas hiperbolicas simples. El efecto
de imidazol sobre la unién del ligando al
RCM ha sido descrito previamente (46,47).

La cooperatividad es un fenéomeno que
suele implicar la existencia de un sitio alos-
térico capaz de interaccionar con los sitios
primarios de union. Actualmente, existen
claras evidencias de la existencia de sitios
alostéricos capaces de unir un gran numero
de ligandos que interactian con el RCM de
una manera diferente a la simple competen-
cia (8, 33), y que estos sitios pueden encon-
trarse en la misma proteina (25, 35, 48, 49)
o en el mismo complejo proteico. Las inte-
racciones cooperativas entre los sitios pri-
marios de union y los secundarios alostéri-
cos han sido puestas de manifiesto en expe-
rimentos de disociacion tipo interaccion si-
tio-sitio (33); siendo sugeridas por experi-
mentos cinéticos de asociaciéon de [PH]-
QNB, donde después de una primera etapa
de rapido equilibrio seguiria una etapa lenta
de isomerizacion del complejo RCM-[PH]-
QNB (18,19) y cinéticas de disociacion don-
de para altas concentraciones de [FH]-QNB,
el perfil de disociacion es compatible con la
alteracion de los sitios primarios de union
por la interaccion del ligando a un segundo
sitio (19). Por otra parte, la afinidad de los
sitios de union se ha reportado dependiente
del grado de interaccion del RCM con las
proteinas G (37-42), con los canales ionicos
a traves de dichas proteinas (33), del grado
de fosforilacion del receptor (50) y del estado
redox de los grupos sulfhidrilos (34).

Asumiendo lo anterior, puede conside-
rarse que el desacoplamiento del RCM de las
proteinas G dejaria libre a los sitios prima-
rios y secundarios a la regulacion por catio-
nes y facilitaria la uniéon de antagonistas.
En estas condiciones ambos sitios incre-
mentarian su afinidad hacia el antagonista
en funcion de la ausencia de cationes. Este
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incremento seria mas intenso en el sitio
alostérico, permitiendo que la relacion de
afinidades entre los sitios primario y secun-
dario sea adecuada para minimizar el efecto
de la heterogeneidad, permitiendo que se
visualice el fenomeno cooperativo homotro-
pico positivo inducido por [*H]-QNB al unir-
se con alta afinidad a dicho sitio. La presen-
cia de cationes disminuiria preferentemente
la afinidad del [3H]-QNB por los sitios alos-
tericos, enmascarando el efecto cooperati-
vo, sin embargo, la alta afinidad de los sitios
primarios de union seria menos o nada
afectada. La interaccion del RCM con la
proteina G, posiblemente originaria cam-
bios conformacionales en el receptor, en
estas condiciones la union de antagonistas
estaria desfavorecida, y existiria una ten-
dencia de los sitios primarios y secundarios
a disminuir mas sensiblemente su afinidad
hacia los antagonistas en presencia de efec-
tores negativos (por ejemplo, cationes). La
regulacion negativa se efectuaria mas inten-
samente sobre los sitios alostéricos, llegan-
do a un extremo donde las afinidades entre
los sitios primarios y secundarios difieran
tanto que no permiten que su interaccion
enmascare la heterogeneidad, la cual se
haria entonces evidente.

La hipotesis planteada puede explicar
los resultados obtenidos en nuestro trabajo,
especialmente en lo que respecta a la union
de [3H]-QNB en buffer borato y en la unién
de [*H]-NMS. En el primer caso, el ion hora-
to podria competir con sustancias fos-
foriladas, favoreciendo el acoplamiento
RCM-proteina G y por otra parte seria efec-
tor negativo preferentemente del sitio alos-
térico, conllevando a la obtencion de cinéti-
cas donde los sitios primarios y secundarios
son visualizables como se muestra en la
Figura 7. Este mismo fenémeno ha sido
observado por nuestro laboratorio en hipo-
campo humano para concentraciones de
Cu?*de 10 yM y en niicleo caudado humano
en borato (256 mM) e imidazol (100 mM)
(resultados no mostrados). En el segundo
caso la naturaleza hidrofilica cuaternaria

conllevaria a que [3H]-NMS interaccionara
con baja afinidad con los sitios alostéricos,
necesitandose altas concentraciones de
[3H]-NMS para poner de manifiesto las inte-
racciones sitio-sitio, tal y como se demues-
tra en este trabajo y en estudios de interac-
cion sitio-sitio previos, donde se visualizan
interacciones cooperativas al usar concen-
traciones saturantes del radioligando y del
efector alostérico (8,9,50).

La cooperatividad parece ser un feno-
meno inherente a los receptores M;, como
lo indican las curvas de desplazamiento
[3H]-NMS vs PZ que muestran 2 sitios de
union, de los cuales los de mayor afinidad
(M,] predominan, en una relacion de 3:1.

En conclusion, las evidencias mostra-
das sugieren que el RCM de CFH, exhibe el
fenomeno de cooperatividad homotropica
positiva; fendmeno que pareciera ser inhe-
rente a la poblacion M, y ser dependiente
del medio ionica.
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Abreviaturas

CFH: Corteza Frontal Humana

RCM: Receptor Colinérgico Muscarinico
[”H}-QNB: [‘qH]—Benzilato de Quinuclidinilo
[*HJ-NMS: [*H]-N-Metilescopolamina

NMS: Bromuro de N-Metilescopolamina
PZ: Pirenzepina

PMSF: Fluoruro de Fenil-Metil-Sulfonilo
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EGTA: Etilenglicol tetraacético
EDTA: Etilendiamino tetraacético
Ny Coeficiente o namero de Hill
Kd Constante de Disociacion

Ki: Constante de Inhibicion

B, .x: Capacidad Maxima de Union

Kobs: Constante de Asociacion Observada
[1A: Indice de Incremento de Afinidad

Gpp(NHj)p: 5’-Guanilimidodifosfato
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