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O RECEPTOR COLINERGICO®®

DR. RICHARD J. KITZ (*%)
DR. JAMES ROBERTS (##%)

Nesta revisdo procura-se individualizar o conceilo de re-
ceptor, os métodos de sua localiza¢do e a nafureza das mem-
branas celulares. Discutem-se os trabalhos de diversos invesli-
gadores para isolamento e identificagdo do receptor colinérgico.

E importante relembrar periodicamente que as altera-
coes nas funcoes celulares produzidas por drogas (substan-
cias) e medidas pelos fisiologistas — como alteracoes na
pressdo arterial, na tensdo intra-ocular, na motilidade gastri-
ca, na contracéo uterina, etc. — sdo o resultado direto de rea-
coes quimicas. Todas as drogas tém o seu 6rgédo de “descarga”
e para produzirem seus efeitos tem de reagir com alguns com-
nente subcelular déste 6rgdo para iniciar as reacdes quimicas
que produzam alteracges na atividade celular, portanto na fun-
cdo do érgido. Determinadas células contém compostos que es-
tao adaptados especialmente para atriar e, apds, reagir com
compostos estranhos que nés chamamos de drogas. Estes cons-
tituintes celulares especializados s@o chamados receptores.
Embora sua existéncia tenha sido descrita como virtualmente
auto-evidente, na verdade, nenhum receptor foi ainda isola-
do e caracterizado. Muitos autores escrevem e conferencistas
discutem sobre receptores alfa, beta, pulmonares, por disten-
sao, adrenergicos, colinérgicos etc. como se muito se soubesse
sobre sua localizacdo precisa, sua constituicio quimica e seus
niveis moleculares de atividade. Nao deveriamos ficar desi-
ludidos, porque pouco pode ser entendido s6bre a maneira
fundamental, em nivel molecular, quando faltam conheci-
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mentos esclarecedores sdbre a natureza quimica e as caracte-
risticas do proprio receptor. Os defeitos genéticos sic melho-
res compreendidos, hoje em dia, devido ao soberbo trabalho
dos biolegistas moleculars. Do mesmo modo, 0 nosso conhe-
cimento sdbre ag funcoes das drogas aumentaria muito guan-
do tivermos um grau similar de conhecimento sébre a natu-
reza do receptor.

{ Na discussdo que se segue, serio definidos térmos, explo-
rados os métodos de localisacdo dos receptores nos tecidos,
revista a natureza das membranas e finalmente serao discuti-
dos os trabalhos atuais sébre o isolamento do receptor co-
linérgico.

O conceito de que as drogas reagem com constituintes
celulares especialisados foi sugerido em 1878 por Langley.
Ele havia notado que a atropina antagonisa a salivacdo in-
duzida por pilocarpina, no gato. escreveu entdo “Nos pode-
mos, pense, sem muito risco, asseverar que ha alguma subs-
tancia ou substincias nas terminacbes nervosas ou nas célu-
las glandulares que, tanto com a atropina como com a bnilo-
carpina, sdo capazes de formar compostos. Sob esta assertiva
entio, os compostos com atropina ou pilocarpina sao forma-
dos de acérdo com alguma lei, na qual sao fatéres, sua massa
relativa e com afinidade quimica, para a substancia”.

Mas foi somente em 1910 que Paul Enhrlich apresentou
a palavra “receptor”. Foi éle que simultineamente introduzin
o conceite de complementaridade sugerindo que o8 receptores
sdo grupamentos quimicos que iniciam respostas biologicas
pelas combinacgdes com constituintes complementares de
outras moléculas. Sua definicAo de um receptor é “aquéle
grupamento de combinacfes da molécula protoplasmatica ao
qual se une um grupamento estranho, quando introduzide™.
A visdo de Ehrlich foi bastante profunda uma vez que éle re-
conheceu que as interacdes de alguns receptores de drogas
envolviam ligagdes covalentes, e outras reacdes. devido a facil
reversibilidade, provavelmente envolvendo diferentes tipos de
téreas. Ele escreveu, “se podem ser introduzidos no orga-
nismo animal, alcaldides, aminas aromaticas, antipiréticos
ou anilinas fixadoras, torna-se uma questio facil, po meio de
agua, €lccol ou reatores, remover tédas essas substancias ra-
pida e facilmente dgos tecidos”, Ele intendeu que a morte dos
tripanossomas tratados com arsénico resultava da ligacido co-
valente do arsénico com um grupamento sulfhidro que é
essencial para a viabilidade de tripanosoma. Talvez a maioria
das drogas reajam com seu receptores através de forcas de
ligacbes nio covalentes.

Uma das principais caracteristicas de um receptor é sua
especificidade — a capacidade para o reconhecimento das
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moléculas apropriadas (e sua reacio com elas) e a rejeicdo
de outras. S éste fate, é uma forte evidéncia para a exis-
téncia de receptores de drogas, mas sua confirmacio provém
de experiéncias com drogas que iém estereo-someros otica-
mente ativos. Estes compostos sfo como se fossem a imagem
ao espelho, um do outro, e apresentam propriedades quimicas
¢ fisicag idénticas (exceto a atividade otica) e ainda assim
apresentam uma poténcia biolégica bastante diferente. Nu-
merosas drogas tém isomeros dextro e levo rotatarios que di-
ferem em poténcia. Exemplos bésicos incluem a morfina,
atropina, adrenalina e alguns agentes colinesterasicos.

Embora Langley tenha sugerido em primeiro lugar que as
drogas obedecem a lei da acao das massas, A. J. Clark esten-
deu o conceito, indicando que a reacic de uma droga com o
receptor poderia ser melhor interpretada como tendo dois com-
ponentes principals: a ligacao da droga com o receptor gque
por sua vez é seguida pela atividade. %le escreveu, “a acio da
acetilcoling depende pelo menor de dois fatores separaveis,
primeiro, a fixacdo da droga por certos receptores e segundo,
o poder de produzir sua acdo apds a fixacBo”, E. J. Ariéns
sugeriu os térmos “afinidade” para o componente ligacao e
“atividade intrinseca” para o componente ativo. O conceito
de “eficacia” logo substituiu “atividade intrinseca” o que
sugere que existem diferentes segmentos do recepltor que
devermn ser ocupados pela droga para produzir a resposta
maxima,.

Quando uma droga reage com um receptor, pelo menos
dois tipos de resultados s&o possiveis: a atividade normal da
célula pode ser retardada ou parada, ou a atividade pode ser
Iniciada ou acelerada. Estas consideracdes dio surgimento
acs térmos “antagonista™ e “agenista”, “inibidor de receptor”
e “ativador de receptor”; respectivamente., O curare é um
antagonista e a succinileolina um agonista com relacéo ac
receptor colinérgico; o propranclol é um inibidor de receptor
enquanto que o isoproterenol é um ativador de receptor, com
relacio ao receptor adrenérgico beta.

Antes que possamos discutir o recepfor colinérgico é neces-
sario compreender a natureza das membranas de modo geral,
uma vez que supde-se que o receptor colinérgico seja um cons-
tituinte altamente especializado da membrana pos-sinaptica.
As membranas biologicas contém moléculas que tém uma fun-
cdo infrinseca a sua natureza, tais como as enzimas; mas elas
também constituem uma parte da estrutura maior: a célula
em si. As membranas sdo talvez um exemplo simples de
moléculas dispostas para formar uma estrutura que, em casos
especificos, é suficiente para desempenhar funcoes especia-
lizadas, tais como o transporte de moléculas através a mem-
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‘brana plasmatica. Atualmente, ha um interésse consideravel
na quimica das membranas e uma controvérsia também con-
sideravel em relacdo com sua organizagio. A maioria das
membranas celulares animais se compde de lipidios (a maior
parte, fosfolipidios) e proteinas (a maior parte, em funcio
estrutural e enzimatica) .

Os dados obtidos com medidas fisicas, quimicas e medidas
de permeabilidade das membranas de células animais leva~
ram Daniellie e Dazse, em 1935, a sugerir um esquema gue
tem sido a base de todos os trabalhos subseqiientes neste as-
sunto. Seu modélo de membrana consiste de uma camada in-
terna de fosfolipidio envolvida por duas camadas de proteinas.
Sugeriram éles que os grupos das cadeias laterais das protei-
nas jonisadas estfio viradas para o meio externo polar enquan-
to que cs componentes de Acidos graxos dog lipidios estdo locali-
zadcs no interior hidrofébico da membrana. Visualizaram éstes
componentes como estando unidos entre si por ligacoes idnicas
entre os grupos ionisados das proteinas e lipidios. Conceitos
atuais modificaram um pouco esta concepcfo, assinalando
um amplo papel para as férgas hidrofdbicas. Os lipidios, pro-
vavelmente estdo unidos uns aos outros por forcas hidrofé-
bicas entre os acidos graxos e por sua vez os lipidios se unem
as proteinas por meio de férgas hidrofobicas entre seus com-
pcnentes de acidos graxos e as porcbes néo-polares das pro-
teinas. Qutro esquema mostra a membrana orgahizada na
forma de complexos de lipoproteinas que se sucedem, isto é,
uma forma de mosaicos formados por suas unidades similares
de lipoproteinas.

Com estas consideracdes basicas, em mente, voltamos
agora ao receptor colinérgico. Por definicdo éste receptor é
complementar a acetilcolina e reage com a substincia trans-
missora fisiolégica em nivel celular. Os resultados da intera-
cio entre a acetilcolina e o receptor colinérgico sdo de dois
tipos: sinais e sintomas mauscarinicos que ocorrem da atividade
nog migculos lisos e nas glandulas, enquanto que, as agoes ni-
cotinicas sao secundarias a interacges transmissor-receptor, na
fungdo neuromuscular e ganglionar. Classicamente, a atro-
‘pina inibe a resposta muscarinica, ao passo que o curare
previne a atividade colinérgica. Assim, a acetilcolina, a subs-
tancia transmissora, ¢ um agonista para ambos receptores
muscarinicos e nicotinicog (ambos sao cohnerglcos) mas a
atropina é um antagonista do receptor muscarinico enquanto
que o curaro funcione de modo similar no receptor hicotinico.
No resto desta discussio estaremos nos referindo ao receptor
colinérgico na juncdo mioneural, A maioria dos farmacolo-
gistas concorda em que éste receptor seja uma parte especia-
Jlizada da membrana pos-sinaptica da juncioc mioneural em-
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bora esta visdo classica tenha sido constatada ceasional-
mente, principalmente por Nachmansohn, Quando a acetil-
cclina reaje com o receptor colinérgico, a membrana pos-
sinaptica é despolarizada propagando assim o impulso atra-
vés a fenda sinaptiea. Coincidindo com a queda do potencial
de repouso da membrana, isto é, com a despolarizacio, ha um
movimento simultdneo de idns sédio e potéssio, de acodrdo
com seus gradientes eletrogquimicos. O potassio sai da
célula e o sdédio entra; as correntes idnicas resultantes des-
relarizam a membrana pos-sindptica. Apds a acetilcolina
sair do receptor, o fluxc de i6ns s6dio e petassio reverte e as
caracteristicas da membrana ficam restabelecidas. Os ago-
nistar imitam a acetilcolina e iniciam o fluxo de i6ns sédio &
potassic, enquanto que os antagonistas evitam esta ocor-
réncia. Os poros através os quais se mevimentam os idns
s6dio e potéssio s@o chamados de ionoforos. ¥ claro que os
ativadores e inibidores de receptor influenciam o comporta-
mento déstes ionoforos e qualquer cohiceituacdo deve levar
isto em consideracéo.

A localizagdo de um receptor, nos tecidos depende fre-
guientemente de técnicas de fixacio histoquimica e auto-
radicgraficas. Muitos estudos pioneiros usando esta metcdo-
licgia foram realizados pelo laboratorio de farmacologia do Dr.
Peter Waser na Universidade de Ziirich. A técnica de fixacdo
histoquimica para a localizacdo de antileolinesterase tigsular
foi desenvolvida pele Dr. George Koelle na Universidade de
Pennsylvania. Esta técnica depende do uso de um substrato
relativamente especifico para acetilcolinesterase que guando
reage com outros agentes resulta numa fixacdo quimica preta
que se deposita na area onde o substrato & hidrelizado
pela enzima. No métcdo autoradiografico sfo empregados
comipostos com carbono marcado (C'*) que sao relativamente
especificos para o receptor colinérgico. Apds uma preparacio
adequada, os tecidos séo expostos a filmes de Raios X por
tempos que variam de alguns dias até a meses. Os filmes
sao entdc revelados sob condigdes normais e as areas escure-
cidas dos filmes nas regidoes musculares com placa termi-
nal sio medidas com microdensitometros sensiveis para medir
quantitativamente as concentracdes da substancia radiotiva.
A preparacdo muscular mais freqgiientemente usada é o dia-
fragma do camundcnge porque a sua pequena espessura pet-.
mite uma difuséo rapida de diferentes substancias e iéns da
solucdo que banha e também porque as regides da placa
terminal estdo concentradas de forma circular em torno do
centro tendinoso do diafragma. Isto torna possivel a autoradio-
grafia. Os compostos marcados mafs freqgiientemente usados
nesses estudos s30 a curarina, a toxiferina, a dimetiltubocura--
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rina o decameténeo, a muscarona, carbacol, a acetilcolina e o
deisopropililfuorofostato (DPS}. Usando esta técnica, Waser
verificou na membrana pos-sinaptica de uma placa terminal
do diafragma do camundongo gque os receplores colinér-
gicos ai localizados fixam um maximo de 4-5x10¢ moléculas
de curare. Tomando por base que uma molécula de curare se
fixa a um receptor, o valor acima representa a concentragio
de receptores numa placa terminal. Quando foi usado deca-
meténeo marcado, fci chservada uma distribuicdo muito mais
difusa das placas terminais, cada placa fixando 7x107
meléculas, com a fixacdo de droga individual na regifo pré-
xima a placa terminal. Foi notado também que o curare nao
& deslocado pelo decameténeo. Estes dados indicam gque 0s
agentes blogueadores neuromusculares despolarizantes e nao
despolarizantes podem perfeitamente ser fixados por recepto-
res colinérgicos diferentes.

Foi usado DFP marcado para mediv a quantidade de
locais ativos de antilcolinesterase situadcs na membrana pos-
sinaptica da placa terminal. Foram fixadas 2x107 moleculas
ao DFP por placa terminal o que sugere gue a concentracao
da enzima na regiio da placa terminal se aproxima déste
valor. Waser interpreta éste dado como indicativo de que
cs receptores colinérgicos séo diferentes dcs centros ati-
ves de acetilcolinesterase. Além disso, os recentores para
os inibidores (curare) e ativadores (decameionio) diferem
em quantidade e distribuicdo. Waser conceitua o receptor
colinérgico como estando situado em tornc de um ionoforo
(poro) através o qual ocorre o fluxo de iéns sédio e potassio
durante a despolarizacio. Rle sugere gue os antagonistas
diquaternarics ou moléculas grandes, como o curare blogueiani
o fluxo de iéns por obstrucdo dos poros. As moléculas ago-
nistas como a do decametdénio abrem os ionoforos devido a
sua fixacdo na membrana que circunda o poro. No estado de
repcuse, o poro esta fechado. X presumive! que ccorra uma
alteracido de configuracéo induzida na proteina da membrana
que, por sua vez, altera o tamanho do poro, permitindo o
fluxo de ions.

Exeperiéneias adeicnais em tecido denervado revelaram
que a membrana pré-sinaptica degenera dentro de varios dias
apés a denervacdo. Entretanto, o curare marcado se mantém
fixado na membrana po6s-sindptica remanescente, por muitos
meses. Presume-se dai que o principal local de acioc do curare
seja na regifo pos-singptica, mais do que na terminacio
nervosa, .

Thesleff descreveu uma condicéo do receptor colinérgico,
nio fisiologica e induzida por droga, chamada de “dessensibi-
lisacdo do receptor”. Se, apos a despolarizacio, a concentra-
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¢io de acetilcolina exposta ao receptor for mantida, o estado
de despolarizaciio é substituido por um processo gradativo
de repolarizagdo, Os receptores colinérgicos soireram uma
alteracéio desconhecida de modo que ficam refratarios a ati-
vidade despolarizante da acetilcolina e o potencial da mem-
brana se recupera. Em condigbes clinicas supde-se que ocorre
éste tipo de ‘“blogueic por dessensibilisacdo™, apds uso
prolongado ou excessivo de agentes anticolinesterasicos ou
agentes blogueadores neuromusculares despolarizantes, tais
como a succinilcoling € o decametdnio. Estas reactes podem
ser representadas na forma de uma equacioc sugerida por
Thesleff: .

rapida rapida
ACh + R - AChR c ACh'R
lenta T répida \]/ lenta
ACh + R++ "ri_,% ACh'R”

Os térmos tem a seguinte definicio: ACh, — acetilcolina;
R, receptor; ACh.R, complexo intermediario inativo; ACr'R”,
complexo de receptor-acetilcolina despolarizado;, ACh'R”
complexo receptor de acetilcolina dessensibilisada; R”, recep-
tor dissensibilisado. Em condigbes fisiolégicas normais so-
mente ocorrem as equacdes da parte superior, porque a ace-
tilcolina é rapidamente destruida pela colinesterase. Contu-
do se esta enzima fér inibida por agentes anticolinesterasicos,
entdo o receptor despolarizado fica exposto continuamente
a altas concentragdes de acetilcoling resultando presu-
mivelmente num receplor dessensibilisado. Os agentes blo-
gqueadores neuromusculares podem provocar um fendmenc de
dessensibilisacio similar,

Qual ¢ a natureza do receptor colinérgico? Vamos consi-
derar os constituintes primarios da matéia: Agua, carbohi-
dratos, lipidios e proteinas. A priori, regeita-se & agua devido
a sua natureza ubigqua nfo especifica. Os carbohidratos
estao geralmente relacionados com a producio de energia,
muito mais que com atividades fisiologicas delicadas. Os lipi-
dios hao s&o considerados “componentes ativos™ mas sim uma
forma de armazenar energia. Por outro lado, as proteinas
sio os componentes ativos e constituintes esenciais aos mus-
culos e nervos. Somente as proteinas parecem oferecer a
possibilidade de uma adequacio quimica suficiente para serem
responsaveis pela versatilidade, especificamente, e pelos tipos
de atividade assenciais para um receptor. Nio é provavel que
as proteinas exercam esta funcgao isoladamente mas que sejam
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o constituinte essencial numa associacdo complexa com agua,
sais e lipidios.

Os detalhes moleculares relacionados com a reacido entre
a acetilcolina e seu receptor sio desconhecidos. Muitas
teorias, entretanto, tem side propostas. Nachmansohn suge-
riu que o evento seja primariamente intracelular: a acetilco-
lina seria liberada de sua forma conjugada por um impulso
nervoso. Esta acetilcolina livre reagiria em nivel intracelular
com o receptor colinérgico na terminagio nervosa, produ-
zindo uma alteracio na sua conformacio que, por sug Vez,
induz, a permeabilidade da membrana aos iéns sodio e potas-
sio. Seriam os idns ou a corrente gerada na &rea pré-sinap-
tica que despolarizam a membrana pods-sinaptica. Esta teoria
nega o papel da acetilcolina como substancia transmissora e
nao é amplamente aceita.

Uma extensdo mais detalhada dos conceitos de modifica-
¢oes induzidas na conformacdo molecular foi propesto por
Watkins, que sugere a existéncia de areas especiais (desconti-
nuidades polatres) da membrana pos-sinaptica que sio espe-
cialmente vulneriveis & acetilcolina. Sua hipotese € de que
o transmissor desloca a cabeca polar de um lipidio apropria-
do, combinando-se com o complexo lipidio-protéico, induzindo
assim uma alteragio de conformacdes que por sua vez altera
a permeabilidade. “Estas modifica¢oes conformacionais e a
liberacdo de grupos anionicos tanto lipidicos como protéicos
podem facilmente abrir os canais seletivos de cationtes e libe-
rar a permeabilidade da regido aos ions sédio e potéssio”.

Durrell sugeriu que a acio principal da acetilcolina & na
porcio lipidica da membrana e nio na protéica. Ele postula
que a acetilcolina altera a permeabiildade da membrana por
um “efeito direto e continuo na velocidade de clivagem fosfo-
diesterisica de um ou mais fosfolipidios. Provavelmente
porque os fosfolipidios estao unidos a proteina da membrana
sua alteracfo pode induzir a alteraces de conformacio desta
de modo que a porcdo iontoforética do receptor torna-se per-
medvel aos ions sodio e potassio. A caracteristica proépria da
hipétese de Durrel é a de que os elementos principais sdo os
lipidios e que a hidrélise de ligacbes covalentes é o evento
central e ndo simplesmente alteracio macromolecular.

Antes que possamos aceitar como fato uma destas teorias
ou mesmo oufras hipéteses, o proprio receptor deve ser iso-
lado e caracterizado.

O isolamento, a purificagio e caracterizacio do receptor
colinérgico depende primariamente de dois fatéres principais:
1) uma fonte de material que seja econdmica.em explorar, e
2) um método para a solubilizacio do material do receptor



€66 REVISTA BRASILEIRA DE ANESTESIOLOGIA

de modo que suas propriedades fisiologicas possam ser tes-
tadas. A natureza prové o pesguisador com um tecido rico
€m macromoléculas colinérgicas. Esta fonte principal é o
orgao elétrico do peixe elstrico, principalmente o Electrophoros
eletricus e o0 Torpedo marmorata. O3 tecidos déstes peixes tem
abundante inervag¢io colinérgica e aparelhos sinapticos indis-
tingiiiveis das funcées mioneurais dos mamiferos. A forma
principal usada para identificar ¢ recepior colinérgico tem
sido com o transmissor fisiolégico, acetilcolina, os analogos da
acetilcolina (muscarona), os antagonistas colinérgicos. curare,
galamina, diversos compostos diazénicos gue sio conjugados
por covaléneia ao receptor e, mais recenternente, a d-bunga-
rotoxina, um veneno de cobra.

Em 1960, Ehrenpreis descreveu o isclamento e identifica-
¢&o da proteina do receptor colinérgico do tecido elétrico do
Electrophorus eletricus. InvestigacGes mais avancadas desta
proteina revelaram propriedades inadequadas de conjugacio
e niao homogeneidade. Chagas e col em 1958 relataram a se-
paracao de uma macromolécula conjugada a galamina do
tecido elétrice, que foi identificada como um mucopolissacari-
deo e og estudos subsequentes revelaram que sua conjugacido
€ra inespec fica trazendo sérias diuvidas guanrto a identificacio
déste mucopolissacarideo como sendo o receptor colinérgico.

Chaugeux sugere que a acetilcolinesterase esta intima-
mente relacionada com o receptor colinérgico na membrana
pos-sinaptica. Sugere mais que a unidade receptor-esterase
(protémero) € um equilibrio entre dois estados conformacio-
nais diferentes P<=D, onde P representa o estado do proto-
mero quando a membrana pos-sinaptica estd polarizada e
D representa ¢ estado despolarlzado O potencial de membra-
na (e portanto a permeabilidade) é determinado pela fracio
do protémero que esta no estado D de transicao. As atividades
dos agonistas e antagonistas sao descritas em térmos de
estabilizagio diferencial tantc das formas D ou P. Esta teoria
de transicio alostérica fol modelada apds a descricao dos
enzimas reguladores por Monod, Wyman e Changeux.

Nos 1ultimos dez anos, o grupo de DeRobertis, de Buenos
Ayres vem relatando estudos sistematicos sébre os protoli-
pidics do 6rgdo elétrico do Torpedo e do Electrophorus. Um
protolipidio aparentemente homogéneo foi isolado com clo-
roférmic e metanol e depois estudado em sua afinidade com
acetileolina, hexametdnio e um composto deazénico todos mar-
cados. Este proteolipidio -fei- extraide-de uma-membrana da
qual foi removida préviamente a acetilcolinesterase comn
tloreto. de sddio molar. Estes dados séo “interpretados como
evidéncia conclusiva de que a acetilcolinesterase e o receptor
colinérgico séo duas macromoléculas diferentes, presentes na
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membrana do electmplax mas tendo propriedades de solubili-
dade muito diferentes”. Experiéncias adicionais foram rela-
tadas nas quais a intera¢io entre o material proteolipidico e
atrepina e haxametdneo foram feitas com técnicas de luz re-
fletida, polarizacdo de fluorescéncia e microscopia eletrdnica.
Ficou demonstrado que a associacao das moléculas proteolipi-
dicas com estas drogas causa um aumento no tamanho da
‘particula, prcvavelmente devido a agregax;ao de moléculas
proteclipidicas. Estudos em microscopia eletrénico confirma-
ram éstes dados e revelaram que estas drogas induzem as
mcléculas de proteolipidios do recepior a se agregarem e 86
-alinharem em formas geométricas.

Cenforme foi mencionado na introdugio a demonstra-
cdo de conjugacgdo especifica entre uma macromolécula e
uma. determinada droga é uma evidéncia insuficiente quando
tomada izoladamente para identificar a macromolécula como
sendc o receptor. E necessaria uma outra demonstracdo in-
dicando que a conjugacao tanfo previna as alteragdes de per-
meakilidade (inibidcres do receptor, antagonistas) como in-
duza tais atividades (ativadores do receptor, agonistas).
grupo de DeRobertis introduziu seu receptor proteolipidico
dentro de uma membrana com duas camadas lipidicas que
separava duas solucdes de sal e tampao. Pela aplicacio de
diferentes voltagens através a membrana, éles puderam medir
a condutividade. A membrana artificial com ¢ material pro-
teclitico recepior, “reagiu a adicio de acetilcolina eom um
aumento ccnsideravel e transitério na condutividade. Tal al-
teracdo é blogueada pela d-tubocurarina”. Estes resultados
indicam que uma resposta semelhante a de um receptor pode
gser produzida no proteolipidio contido em membranas ar-
tificiais.

O grupo chefiado por R.B. O’Brian na Universidade de
Cornell extraiu uma determinada fracdo solivel do Torpedo
electroplax. O material foi encubado, em experiéncias sepa-
radas, com 18 preparagtes enzimaticas diferentes. O compo-
nente conjugavel macromolecular provavelmenfe é uma fos-
folipoproteina porque somente a tripsina, a quimiotripsina, e a
fosfolipase C reduziram a atividade de conjugacio para a
muscarons. Foi relatada evidéncia adicional indicando que
a acetilcolinesterase ndo foi responsavel pela conjugacio da
‘muscarcna. Deve ser lembrado que o material de fosfolipopro-
teina foi extraido e estudado em Agua. Assim, é provavel que
nao seja ¢ mesmo material descrito por DeRobertis porque
éste fol isolado numa solugao cloroférmio-metanol.

Lee e col. na Universidade Nacional de Taiwan isolaram
a d-bungarotoxina do veneno de uma serpente daquela
regifo, e mostraram que a toxina atua como um inibidpr
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irreversivel dos receptores celinérgicos na juncao mioneu-
ral de vertebrados. Este efeito fo1 prevenido pela d-itubo-
curarina, indicando uma especificidade para o receptor coli-
nérgico. Changeux, Kasei e Lee, em Paris e Miladi, Molinoff
e Potter em Londres relataram imporfantes experiéncias uti-
lizando esta toxina.

O grupo de Chaugeux descobriu que a bungarotoxina:
blogueia a resposta do electroplax ac agonista, carbamileoli-
na. Este efeito foi descrito como sendo irreversivel. Num siste--
ma in vitro fos mostrado que a bungarotoxina inibe a permea-
bilidade das membranas preparadas do electroplax. Nesta pre-
paracio ficou demonstrade que a toxina reage de uma ma-
neira irreversivel e estoquiométrica de modo que a guanti-
dade necessaria para o bloqueio é diretamente proporcional
a quantidade de matlerial de membrana existente. Estas
acdes foram evitadas pela d-tubocurarina e decameténic, A
concentrago de toxinas usadas nessas experiéncias nao teve
efeito na atividade da acetilcolinesterase, mas o numero de.
locais receptores foi aproximadamente igual ac nimero de 1o-
cais cataliticos de acetilcolinesterase no tecido. Estes dados
sugerem Que a bungarofoxina foi conjugada especificamente
com o receptor colinérgico nas preparacdes soliveis e o sistema.
pode ser usado para isolar a macromolécula receptora.

O grupo de Londres dirigido por Miladi marcou a bun-
garotoxing com i6do 131 radiotivo. Este material fo usado
para estudar a conjugacio da toxina ao receptor colinérgico
do tecido elétrico do Torpedo. A conjugacdo da toxina mar-
cada é dependente de tempo o que indica a formacio de um
conjugado covalente, A velocidade de conjugacio nao foi alte--
rada pelo agente anticolinesterasico, fisostigmina, mas dimi-
nuin em presenca de curare e carbamileolina. ¥stes dados
sugerem uma conjugacio especifica da toxina ao receptor
colinérgico. O material foi tornado solivel tratando-o com
triptina X100, um detergente, e purificado por centrifugacao
gradual de densidade e cromatografia. O receptor marcado
foi claramente separado da acetilcolinesterase. O péso mo-
lecular da proteina receptora é aproximadamente 80.000 e
em agregados vao ac valor de 500.000 a 2.000.000. Outros
dados indicam que a proteina receptora pode ser um tetra-
méro de sub-unidades, cada uma pesando 80.000. E de inte-
résse o fato de que o material foi extraido numa solucao de
cloreto de sodio 0.4 molar e assim deve ser diferente do ma-
terial descrito por DeRobertis. Pode, entretanto, estar rela-
cionado com as macromoléculas isoladas por O'Brian.

E 6bvio que sdio necessirias experiéncias adicionais. Em
particular, quanto ac material tornado sohivel isolado por
Miladi (e também O’Brian), deve ser demonstrado que con-
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trola a permeabilidade aos ions sodio e potassio. Mas parece
bastante claro que se obteve muito progresso e que as expe-
riéncias definitivas necessarias para isolar e caracterizar o
receptor colinérgicos estio, fora de duvida, sendo realizadas.

SUMMARY
THE CHOLINERGIC RECEPTOR

In this article termns are defined, methods of receptor localization in tissues
explored, the nature of membranes is reviewed and the current work on cho-
linergic receptor isolation is discussed.
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