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NOVOS RESULTADOS DO ESTUDO “IN VITRO” DA MUS-
CULATURA LISA GENITAL MASCULINA DO COBAIO.
INFLUENCIA DO ESTILBOESTROL

POR

JOSE R. VALLE & ANANIAS PORTO

Em uma série de trabalhos deste Laboratério estudamos com o prof. Thales
Martins a contratilidade e a excitabilidade farmacolégica da musculatura lisa
genital masculina de virias espécies, inclusive o homem. O cobaio, empregado
também nas nossas experiéncias (1-3), se mostrou de particular interésse por-
que nesta espécie a acio inibidora da testosterona nio se manifesta de maneira
evidente como no rato, no gato e no macaco rhesus e porque o tratamento prévio
dos doadores com substancias estrogénicas, além de exercer certa agio estimulante
da contratilidade, inverte a resposta & adrenalina. A excitabilidade farmacol6-
gica dos canais deferentes e das vesiculas seminais do cobaio é maior do que
nas demais espécies estudadas. Os primeiros se apresentam com melhor moti-
lidade espontinea e sio mais excitiveis provavelmente por causa da acio de-
pressora exercida pelas secregbes vesiculares. Um outro ponto interessante é
a boa reatividade dos orgios mesmo depois de conservados 24 a 48 horas em
liquido de Locke & temperatura de 3 a 6 grius.

Prosseguindo no nosso estudo sobre o comportamento “in vitro” daqueles
orgaos, tivemos a ocasiio de examinar os efeitos da adigfio ao banho nutridor
de algumas drogas nio ensaiadas nas nossas experiéncias anteriores e de
verificar a influencia do tratamento estrogénico pelo dietilestilboestrol.

MATERIAL E METODO

Foram utiizados 41 cobaios de 300 a 830 gs. de peso assim distribuidos:
3 normais, 1 hemicastrado, 15 castrados simples, 11 castrados tratados com
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benzoato de estradiol, 5 castrados tratados com propionato de testosterona e,
finalmente, 6 castrados tratados com estilboestrol.

Fig. 1
{ T e e % istT a8 6Hd 1138 e F‘ C1IT :"'l .
nao tratad Em haixza N §, tratado com 9.5 mg fe dietyls eatir
repartidos em 12 jecies y =eta it ' by e ¢l
irato de adrenalina 1:1 0 . O [ emy m todas as figura
S8 g TN o

O tratamento, mciado logo apos a castracio, consistia em imnjecoes sub-

cutaneas da substancia hormonal (*) dissolvida em dleo de sésamo. Empre-

gamos as doses de 6 megs. de propionato de testosterona, 0.5 mg. de benzoato

de estradiol e 0.5 a 1 mg. de estilboestrol repetidas cada 4 ou 6
um periodo de 23 a 120 dias.

cdias durante
No fim do tratamento, os animais eram aneste-
siados com éter e os canais deferentes e wvesiculas seminais retirados., desem-
baragados dos tecidos adjacentes e levados para um frasco contendo 40 a 60 ccs.
de hquido de Locke oxigenado e a 37-38°. As condigcdes experimentais foram
as mesmas referidas em nossos trabalhos anteriores. Estudivamos ao mesmo
tempo, no mesmo frasco, dois orgios provenientes de cobaios em condicoes
hormonais diversas, para um melhor estudo comparativo do comportamento

deles. Mutas vezes deixavamos para o dia seguinte o estudo dos orgios
contralaterais, conservando-os entao, logo aIH':r.-a a sua extirpacao, em Locke a

temperatura de 3 a 6.° Foram registadas as contracoes longitudinais dos

orgaos com indice de amphacido de 1 x 6 e carga de 1 a 2 gs

ir
LU -

(*) Agradecemos & Cass Schering (Testoviron, Progymon) ¢ & Casa Merck (Dictilestilboestrol) o

material colecada gentilmente ao nosto dispor para a realizacio destas experiencias,
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genital masculina do cobaio 3
Alem dos efettos da adrenalina. (1:2 malhoes — 1: 10 milhoes) de IMpPOor-

tancia nos orgaos provenientes de cobaios tratados com substancias estrogénicas,

Fig. 2
ig. 2
(M mesmosa Orglhos da figura anterior. A 1.° seta indica a adicio de
de bario a 1:60.000 A 2t cloridrato de adremalina a
128 . SO0 . OO0,

exammamos também as reacoes as seguintes drogas: cloridrato de cocaina
(1:20.000 — 1:60.000): cloridrato de bulbocapmmna (1: 20000 — 1:60,000) ;

sulfato de esparteina (1:6000 — 1:25.000) ; — pitocina (1 un. int. em 40 a
60 ccs. de Locke): 933F (1:50.000 — 1:200.000).

RESULTADOS

M . - 1 5y e 1. r - S - 4 " & . i
Nao tor observada uma relacio evidente entre as condicoes hormonais dos

doadores e a incidencia de movimentos espontaneos. Em geral, depois da pn-
meira hora de mmersio no banho nutridor. os orgios apresentavam contragoes

b
I‘"\-'J

espontancas Irequentes, irregulares e pouco amplas. Outras vézes as contra-

coes eram sobretudo ritimcas, menos frequentes, mas de maior amplitude. Em
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todos os casos, excecao feita nos orgaos provenientes de cobalos tratados com
o estradiol ou o estilboestrol. a adrenalina teve acio exctadora. Os efeitos
imbidores registados naquelas condigoes foram conseguidos quer sobre o auto-
matismo, quer sobre as contragies provocadas por drogas excitantes como a
histamina e o bario. Este resultado é deveras interessante, porque aproxima
também sob o ponto de vista funcional e para a gemtalia masculina, os estroge-
nicos naturais dos sintéeticos niao fenantrenicos.

O sinergismo entre a cocaina e a adrenalina, descrito para os orgaos geni-
tais acessorios masculinos do rato (4), fo1 encontrado também para os canais
deferentes e as vesiculas seminais do cobaio. Nos grupos de castrados-estradiol
e castrados-estilboestrol o tratamento prévio dos Orgaos com a cocamna sensibi-

Tim

liza-os de tal modo, que 111:{& desaparecer o efeito mmibidor da adrenalina ou

mesmo haver contragao.

b 5

n 7 ¢ trad ratad Em N T iratado

Lo 4 mgs etilstilboest %\ i seta lica

- % II"' ?'..* n 1 . § HED .'|||_ L -i,.\'l-.]

marca a adigio de cloridrato de irenalina  a
1:8.000.000

O cloridrato de bulbocapmina e o 933F exercem efeitos excitantes nos
diversos ETUpOs l’?{I‘-IL'Tiﬂ]f.’:IJEﬂ;.H: eniretanto, no grupo de tratados com as subs-

tancias estrogenicas, as vezes se reristam efeitos imbidores. O tratamento



JosE R. VaLLE & AxaNias Porto — BEstudo *“in vitro™ da musculatura lisa

&N

genital masculina do cobaio

prévio dos orgaos com as duas drogas, modifica a resposta a adrenalina, tal
como se observa depois do emprego da ergotamina ou da yoimbina,

O sultato de esparteina provocou contragoes predominantemente ritmicas,
independentemente das condigoes hormonais dos doadores. A pitocina to
praticamente mnativa ou mesmo inibidora; em 17 tests realizados com orgios
provementes de doadores tratados com as substancias estrogenmicas for inativa
11 vezes, inibiu 5 vézes e excitou 1 vez. Experiéncias realizadas com os orgios
“in corpore” (5) mostraram, porém, que o tratamento com estradiol pode
acarretar uma eventual sensibilizacio ao fator oxitocico.

Em conclnsdo: A acio inibidora da adrenalina sobre os canais geferentes
e as vesiculas seminais de cobaios tratados com estradiol foi observada tam-
bem depois do tratamento com o estilboestrol. A cocaina, a esparteina, a bul-
bocapnina e o 933F exercem efeitos excitantes. Em todos os grupos o tra-
tamento prévio dos orgios com a bulbocapnina ou o 933F inverteu a acgio da
adrenalina. A pitocina foi praticamente inativa,

s B

| |

M e P‘\- + ;

L

! L] L |
| " . aty ' § nfed & §rat 4 o | = [ 4 " s i
ey ] = - n
i SETHIF  TIn 1N ueicrente \ . Rt Tia Sl LA bas 4 3 "
L]
1_ % u I - W

Fica assim demonstrado mais uma vez (que, a nao ser certa acio estimu-

lante exercida f.-'.']ll tratamento dos doadores com substancias t'='.."u;;ef'.’:if.'-.=~ C
consequente variagdo da resposta a adrenalina, os hormonios sexuais nio re-
gulam de maneira evidente, como o fazem no rato, no gato e no rhesus, a
motilidade e a excitabilidade farmacologica da musculatura lisa genital mas-

S, 1 | .
CUuiinida do CobDAD,

e | | hat |.";' ‘.-1'111'. 1 : X : - : -
:"iLI..:I i Rak & 11 1'|."u3.i-.;..4'J qu-__ _‘],1 I-.-L':.“l.nr;:'.‘, :["\"‘.‘-..'l.:”". :":'.-.I.:-TL':T‘-“, lllhu]]“'-:l...'Tut.l".
Ex15 1 | : Pa— 1 ¥ i ' ' : el y s 5 .
LK) S Pitocins auf di Reaktivitait i ovitro von Samenleitern und Sa-
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menblasen normaler, kastrierter und kastrierter, mit Testosteron-Propionat,

Oestradiol-Benzoat oder Stilboestrol., behandelten Meerschweinchen untersucht.

Die hemmende Wirkung des Adrenalins auf die Organe von mit Oestra-
diol-Benzoat behandelten Tieren wurde auch nach der Behandlung nut Stil-
boestrol beobachtet. Kokain, Spartein, Bulbocapmin und 933F wirken aut
alle untersuchten Organe erregend. Nach Zugabe von Bulbocapnin oder 933F

st die Wirkung des Adrenalins hemmend, jedoch starker nach Kokain. Pito-

&

cin erzeugte miemals typische LErregung

- =

f\_ﬁ : [r\»..__ J'\.H___Jr\., < x‘u-_ﬂhq_h

&

_—

AEEEEEEREREEEERREARER R ERREREAE] I EEAREEEEEEEENEEEERN]

Fig. 5
Canais deferents de cobaios. Em coma N 5. castrado de 100 dias e
tratado com 1.35 mgs. de benzroato de estradiol. Em baixo No. 2
pormal. A seta indica a adicio de clondrato de adrenalina a 1:4.000 , D00
"

Auch aus diesen Untersuchungen kann man schliessen, dass der Einfluss
der Sexualhormone auf die Regulierung der Kontraktilitat und Reaktivitac der
glatten mannhchen Gemtalmuskulatur der Meerschweinchen micht so deutlich

+uu sein scheint wie ber den Ratten. Katzen und Rhesusaffen.
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PADRONISATION BIOLOGIQUE DE LA PROLACTINE

PAR

JOSE R. VALLE

Suivant les instructions de 'Organisation d'Hygiéne de la Société des Na-
tions (1) et disposant de l'étalon international de la Prolactine envoyé au
professeur Thales Martins par le professeur A. S. Parkes, de Londres, nous avons
eu l'opportunité d'essayer sur nos pigeons l'activité de cette hormone prehy-
pophysaire. Cette standardisation doit étre faite, chez nous, avec un soin par-
ticulier, car nous mne possédons pas, actuellement, des pigeons sélectionnés
et méme, 4 une certaine époque, nous n'avons pu disposer de quelques
amimaux d'age connu. En plus de ces inconvénients il faut remarquer que
nos pigeons domestiques, en général, vivent dans des conditions physiques
peu satisfaisantes; il suffit de dire que prés de 80%, de ceux que nous avons
eu, étaient infectés naturellement par I'Hemoproteus columbae.

L'un des premiers soins pour la vérification de l'activité de I'hormone
lactogénique préehypophysaire est I'emploi de pigeons adultes, des deux sexes,
et hors de la période d'incubation, puisque la méthode se base sur l'augmenta-
tion du poids des bourses latérales du jabot. Cette nécessité exige l'isolement
préalable, au moins durant un mois, ou bien, l'examen des conditions des
engluvies avant de commencer le traitement. A cause de la lon de la vana-
tion, surtout quand on emploie des animaux de groupes hétérogénes, comme
dans le cas présent, il faut opérer sur le plus grand nombre possible de pigeons
pour chaque dose essayée. Riddle (2) a démontré que la variation indivi-
duelle des réponses peut étre de 1 a 6, méme en faisant abstraction du facteur
racial.

Dans ce travail, nous exposons minutieusement la méthode suivie dans
notre Laboratoire et nous donnons les résultats obtenus avec l'étalon interna-
tional. Pour des motifs independants de notre volonté nous n'avons pu em-

ployer que 4 ou 5 pigeons pour chaque dose étudiée. Les dosages ont été
réalisés en plein été, avec la température movenne ambiante de 28° C.,
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METHODE ET RESULTATS
1. Séléction des pigeons

Des pigeons adultes de 270 a 320 gr. de poids sont fistulés, suivant la
technique décrite dans un travail antérieur (3) et,- lorsque linspection des
engluvies est negative, on les isole dans des cages individuelles. Dans le cas
d’inspection positive, c'est-a-dire quand nous rencontrons épaississement, plis-
sage ou sécrétion au niveau des bourses latérales du jabot, les pigeons sont re-
jetés temporairement. Quelquefois, l'inspection n'est pas suffisante pour dé-
cider s'il y a ou s'il n'y a pas de réaction positive, comme par exemple tout au
debout de la période d'incubation; alors, le frottis de la muqueuse, comme nous
avons eu l'occasion de le décrire (4), sera la preuve décisive. Avec frottis
positif l'ammal est ecarte. Cépendant, lorsque l'inspection est négative mais le
frottis révele la présence d’une ou d'autre gouttelette de graisse colorée par le
Sudan III, le pigeon peut étre utilisé. Nous avons vérifié que, parfois, le
frottis est positif, méme durant lisolement. Il est probable que cette “positi-
vite”, vue la sensibilité du test, dépend de I'équilibre entre les gonades et I'hy-
pophyse. Dans le cas de l'isolement, il ¥ aurait baisse des hormones sexuelles
et décharge conséquente de prolactine, influant sur les propres engluvies. Dans
un travail récent, Moraté Manaro (5) a démontré que la castration est accom-
pagnée de frottis positifs. Il conviendra donc d'employer le pigeon dés qu'il
est fistulé et choisi.

Y aurat-il avantage a n'employer que les males, ou bien les femelles?
Nous n'avons pas observé des différences, ni qualitatives, ni quantitatives, dans
les réponses de pigeons a I'hormone lactogénique suivant le sexe. On agira
de bon aloi, cependant, si on détermine le sexe des pigeons choisis et si on
laisse de coté les femelles aux ovaires développés, surtout si on a présente i
I'esprit l'action antagonique des oestrogénes sur la réponse a la prolactine (Fol-
ley et White) (6).

En résumé, la sélection des pigeons se fait par le poids (270-320 gr.) et
par l'inspection négative des bourses latérales du jabot. Les femelles dont les
ovaires pésent plus d'un gramme ne doivent pas étre employées.

2. Modus operandi
Les pigeons sélectionnés sont divisés en groupes de 3 & 5 et injectés, soit
au muscle pectoral (essais préliminaires), soit sous la peau, au dos (étalon),
avec la méme dose quotidienne de prolactine: dans 0,5 cc. de véhicule aqueux

2
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alcalin. On fait 4 injections (4 x 05 cc.) et les pigeons sont sacrifiés 24
heures apres la derniére dose, c'est a dire 96 heures aprés le début du traite-
ment. Chaque jour au moment de l'injection, on procéde a I'inspection des en-
gluvies et on prend note des observations: — négative, = congestion, -+ conges-
tion et €paississement, - épaississement et plissage, 44 épaississement,
plissage et secrétion (crop-milk). En principe, avec l'emploi de préparations
actives, on fait le frottis seulement 24 et 48 heures apres le début de I'expérience.
Il est clair qu'on peut dispenser le frottis lorsque l'inspection est positive,

A Tautopsie on peése les thyroides, les gonades et les bourses latérales du
jabot, libérées de la graisse dorsale et des sécrétions. Le poids moyen de cha-
cun de ces €léments est compté avec le poids moyen final des pigeons du groupe
respectif. En somme, toutes les valeurs rencontrées sont calculées pour des

pigeons de 300 gr. poids corporel, que nous avons adopté comme base pour la
facilité des comparaisons.

3. Poids normal des engluvies

Pour mésurer les effets d'une préparation donnée de Prolactine, par la mé-
thode de la pesée des bourses latérales du jabot, il est nécessaire avant tout d'en
obtenir la valeur moyenne normale et ses variations extrémes. Au cours de
nos experiences nous avons pesé les engluvies de 26 pigeons fistulés normaux,
12 males et 14 femelles, et nous avons obtenu le poids moyen de 746 mgr:
Dans les différents groupes la plus basse movenne a été de 618 mgr. et la
plus haute de 940 mgr. Comme valeur moyenne calculée pour les pigeons de
300 gr. de poids corporel nous pouvons admettre 820 mgr.. Une question
doit etre discutée ici. La canule d'ébonite appliquée a la paroi musculo-cutanée,
sur la ligne moyenne du jabot, bien qu'elle ne provoque pas des réactions éten-
dues, ne nuit-elle pas a la pesée des engluvies? Il y a toujours, il est vrai, un
épaississement cicatriciel autour de la canule, mais, si ce n'est des cas rares,
son extension est limitée et n'arrive pas jusqu'a la zone de réaction des bourses
latérales. Lorsque la surface stimulée s'étend jusqu'aux bords de la blessure
alors I'objection compte, mais cela n'arrive que rarement. Méme pour les
grandes doses, la surface de la muqueuse, qui s’épaissit extraordinairement, at-
teint & peine la zone de fixation de la canule. D'ailleurs, tous les pigeons étant
dans des conditions expérimentales identiques, les résultats peuvent étre com-
parables.

Riddle (2) donne comme poids normal des engluvies 250 mgr. pour 100
gr. de poids corporel, c'est a dire, la moyenne de 750 mgr. pour des pigeons
de 300 gr. Ce nombre, peu inférieur au nétre, signifie & peine que normale-
ment nous avons pratiqué l'incision sur une surface plus étendue.
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4. Essais préliminaires

Les essais préliminaires des effets de I'hormone lactogénique sur nos pi-
geons ont été faits principalement avec la préparation 7 Pr B, obtenue d’hypophy-
ses bovines par la méthode de Bates et Riddle (7) et I'amicale collaboration du

Dr. H. W. Rzeppa.
Avec cette préparation nous avons confirmé que l'emploi de la voie sous-

cutanée est préférable a celui de la voie intramusculaire (Bates) (8). Le ta-
bleau No. 1 est élucidatif :

TABLEAU No. 1
INFLUENCE DE LA VOIE D'ADMINISTRATION

.S Poids Pouds . s
Nombre IL;:';::‘ Préparation moyen moyen Unit¢
de i Fanienese et Voie J administration | des en- des pq:t:n
pigeons rpcg. dose gluvies | thvroides g
(s7.) (mgr.) (mgr) | ™8™ U}
4 290 10 mgr. 7 PrB | intramusculaire 2525 26.5 3.0
3 276 » sous-cutaneée 3050 26.6 8.6
3 286 5 mgr. 7 PrB | intramusculaire 1556 22 0 1.3
3 276 » sous-cutance 2326 21.6 5.3

(*) Caleul selon la table de Riddle (Sex and Int. Secret. 2.0 ed. p. 1102).

L'essai de I'extrait initial 4 Pr a démontré 'importance du poids de l'ovaire
dans la variation des réponses (Tableau No. 2). La méme dose de 4 Pr, qu
a augmenté 3 fois le poids des engluvies de male avec testicules développes,
n'a pas modifié le poids des bourses latérales du jabot de la femelle avec
svaire grand et oviducte trés hypertrophié.

TArLEAU No. 2

INFLUENCE DU DEVELOPPEMENT GONADAL

Piﬂ:? 2% {E;:E- P”::-;'Thm Voie d'administration I:n'j'l"ﬁ':‘ E‘!:E:‘;i dnr::;} I
() o . (mgr.) imgr.)
70 285 4 Pr 50 mgr. intramusculaire | 4x05cc, 650 ! f},;gé“
99 320 » » & 2350 Tc:-; ;ii;;]g
S4 310 » ’ ~ 1050 T{"';'l;i;i;llﬂ
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5. Essai de la prolactine internationale
= 100 u. i. venus en tubes

Nous avons usé les comprimés de 10 mgr. =
fermés et conservés depuis la fin de 1938 dans leur emballage original a la

Courbe des reponses des Hg"uviu des pigeons
adultes a Tetalon infernational de Prolacline

(Butantan, 1941)

-3

joL

Poirds des engluvies grs/s00qrs p corp.

1 ' ’ T - ¥ t b
(o] L 1-08 | I -] l’ -0 1] 3% ‘u-l

Doses {ll'lg,' = 10 umit m'ltrn)

Hbfl: - Las sigravr (n) represenlest los valewrs indimduelles pour
thacune des doses employées 3ot ) sonl les varalions
exlrémes du pords des H!hvlu des pigrons femoiny

a bailuegy

température de 3 @ 6°. Nous avons fait 3 solutions dans de 'eau distillée, plus
NaOH a 3% jusqu'a dissolution de telle maniére que, aprés les corrections de

5
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volume, la solution A contenait 5 u. i, la solution B 12,5 et la solution C 28,5
u. i. par cc. Le dosage ayant été calcule pour des pigeons de 300 gr., les 5
ammaux du premier groupe requrent chacun 12 u. i.; les 4 du second groupe
37 u. 1. et finalement les 4 pigeons du troisieme groupe 35 u. i.

Les 4 injections furent sous-cutanées, au dos, au volume de 0,5 cc. cha-
cune, espacées par 24 heures. L'emploi de la voie sous-cutanée pour la pre-
paration internationale et dans les expériences comparatives est obligatoire.

Le tableau No. 3 résume les résultats obtenus. Dans le graphique 1 nous
vovons la courbe des réponses et les points réprésentant, pour chacune des
doses mentionnées, les valeurs individuelles. La simple inspection du graphi-
que démontre combien est indispensable I'emploi de divers animaux pour cha-
que dose. Seulement des essais postérieurs pourront fournir des éclaircisse-
ments sur les points intermédiaires de la courbe et, par 'emploi d'un plus grand
nombre de pigeons, indiquer si les points établis sont acceptables.

TasrLeau No. 3

RESULTAT GENERAL

Nombre de Poid Poids Poid Poids
s pigeons Dose FPoids Poids m::t; des en- “:_: des
= J moyen moyen e bnd gluvies m:; ‘n thyroides
2 4 ﬁ;r. initial fmal slavies mEgT. il r:idﬂ mgr.
= o B ['E:" Pa: SOET (gr.) (&r.) (mgr.) mfprh mgr.) Iﬂﬂf;;'
K |12]14] 26 — we—s 273 746 820 26.0 28.6
A3l 2] &5 1.2 270 250 1826 2191 26 4 24 1
B 4| — 4 3.7 280 253 3755 3980 26.5 28.1
C 4| — 4 55 204 308 4572 4453 28.2 27.1

Le frottis des engluvies ou l'inspection pourront servir dés le début du
traitement comme critérium objectif pour la vérification de l'activité des pré-
parés injectés. Donnant des valeurs arbitraires aux signes =, 4, 44 e
+++, de 5, 10, 20 et 30, il est possible, au cours du traitement, de se faire
peu 4 peu une idée de l'activité de la préparation en étude, Dans le tableau
No. 4 nous voyons non seulement la coincidence des valeurs proportionnelles
aux doses, mais aussi la precocité de la réaction. Avec l'emploi de 12 u. i., a
la fin de 48 heures l'inspection est pratiquement négative (10), et fortement
positive (100) avec la dose de 55 u. 1. Ce procédé, naturellement, fait place
a une analyse plus minutieuse de l'activité des préparations employées.

6



Jost R. VaLLe — Padronisation biologique de la Prolactine 15

TAaerLEAUr No, 4

VALEURS ARBITRAIRES DONNEES A L'INSPECTION DES ENGLUVIES DE
4 PIGEONS DE CHAQUE GROUPE DURANT LE TRAITEMENT AVEC
L'ETALON INTERNATIONAL

| Hetres Groupe A Groupe ‘B Groupe ‘C
12 u.i 37 u.i 55 u.i
0 0 0 0
24 0 5 35
48 10 45 100
72 40 7 100
96 35 110 140
Total 105 230 375

Pour les raisons exposées au début, quoique les modifications proposées
soient de grande utilité, I'essai quantitatif devra étre considéré comme prélimi-
naire jusqu'a ce qu'il soit possible d'avoir, dans notre laboratoire, des pigeons
selectionnés et d'age connu.

RESUME

Des pigeons adultes des deux sexes, de 270-320 gr. de poids, fistulés en
dehors de la période de la couvaison avec inspection et frottis négatifs des englu-
vies, ont été repartis en deux groupes: 26 controles, soit 12 miles et 14 femelles;
13 traités, 11 miles et 2 femelles. Les pigeons traités ont été subdivisés en
3 groupes: 5 ont recu, chacun, 1 mgr. de la préparation internationale de
Prolactine; 4 en ont requ 3,5 mgr. et 4, 57 mgr.. Ces doses ont été repar-
ties en 4 jours, en injections sous-cutanées, et les pigeons ont été sacrifies le
cinquiéme jour. Le poids moyen des engluvies des pigeons témoins, calculé
par 300 gr. de poids corporel, a été de 820 mgr.. Les poids moyvens dans les
meémes conditions des pigeons injectés ont été respectivement pour les doses
de 12, 37 et 55 u. i.: 2191, 3980 et 4453 mgr.. Avec ces valeurs on a élaboré
la courbe des réponses.

Quoique les modifications proposées soient de grande utilité, le preésent
essai de la préparation internationale de Prolactine sur nos pigeons devra étre
considéré comme préliminaire jusqu'a ce que l'emploi de pigeons sélectionnés,
d'age connu et en plus grand nombre pour chaque dose soit possible.

|
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RESUMO

Foi examinada a sensibilidade dos nossos pombos domésticos a preparagio
internacional de Prolactina fornecida pelo National Institute for Medical Research,
Hampstead, Londres. Pombos adultos dos dois sexos, pesando de 270-320 gs.,
fistulados e fora do periodo do choce, foram repartidos em dois grupos: 26 tes-
temunhas, 12 machos e 14 fémeas e 13 tratados: 11 machos ¢ 2 fémeas. Dos
pombos tratados 5 receberam 1 mg. da preparagio internacional do hormonio
lactogemo pre-hipofisario; 4 receberam 335 mgs. e 5 receberam 5.7 mgs.. As
doses foram distribuidas em 4 dias, uma injegio subcutanea diaria, e os animais
sacrificados no 3.° dia para a pesada das bolsas laterais do papo. Nas condigbes
normais, isto €, nos pombos testemunhas, o peso médio das engluvias, calculado
para 300 gs. de peso corporal foi de 820 mgs.. Os pesos médios das engluvias
dos pombos injetados foram respectivamente para as doses de 12,37 e 35 unidades
internacionais de 2191, 3980 e 4453 mgs.. Com os valores mencionados foi
elaborada a curva das respostas.

Si bem que nos paregam vantajosas as modificagbes propostas para a reali-
zagao da prova quantitativa da Prolactina, os resultados referidos inclusive os
da inspecio direta das bolsas laterais através da fistula do papo, devem ser
tidos como provisorios até ser possivel, entre nos, o emprégo de pombos sele-
cionados, de idade conhecida e em maior nimero para cada dose.
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NOTA: BEste trabalho ji estava sendo impresso quando tivemos
conhecimento dos resultados obtidos com o padrio internacional de Pro-
Jactina por W. R. Lyons (Endocr. 28:161.1941) e J. Meites, A. ]J.
Bergman ¢ C. W. Turner (Endocr. 28:707.1941).
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(Trabalko da Seccio de Endocrinclogia do Instituto Butan-
tan. Entregue em maio de 1941, Dado i publicidade
em janeiro de 1942.)
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SENSIBILIDADE A ACETILCOLINA DA SANGUESUGA
DIPLOBDELLA BRASILIENSIS (PINTO, 1920)

POR

JOSE R. VALLE

Depois de Fuhner em 1918 (1) e Minz em 1932 (2) terem verificado a
grande sensibilidade do musculo dorsal eserinado de sanguesuga a acetilcolina,
a preparagao passou a ser usada com frequéncia na identificagio daquela subs-
tancia. Segundo Gaddum (3), a sensibilidade média da fita dorsal da Hirudo
medicinalis L. é a correspondente a uma solugio contendo 2 microgramas por
litro; em outras palavras, o misculo mergulhado em Ringer, contendo eserina,
se contrae na presencga de acetilcolina a partir da concentragiio final de 2 x 10-%.
Como nenhum outro processo de microdosagem possue a sensibilidade da pre-
paragio em aprego, ficando em discussio somente a sua especificidade, é facil
de se compreender a importincia de seu emprego, mormente nos estudos da
mediagio quimica parasimpdtica. Entretanto, nés nio possuimos a clissica
sanguesuga europeia, dai a necessidade de se estudar, sob o ponto de vista far-

macologico, a musculatura dorsal de hirudineos facilmente obtidos em nosso
meio.

XAvier (4), em publicagiio recente, tratou do assunto, mas apenas presume
ter utilizado a Diplobdella brasiliensis (Pixto, 1920). Carvalho (5), estudan-
do a liberagio da acetilcolina pelo coragio da Leptodactylus ocellatus L., usou o
musculo dorsal de sanguesuga sem poder determinar a espécie empregada.
lanari (6), na Argentina, examinou a Argyrobdella ornata (WEYENBERGH) e
a Semiscolex similis (WevENBERGH). Esta dltima espécie foi também usada
por Cicardo (7) nas suas determinagdes do teor de K nos extratos de tecidos.

Em uma série de experiéncias tivemos a oportunidade de empregar exem-
plares de sanguesugas colhidas nas imediagdes do Butantan. Devemos a clas-

sificacio ao prof. Ergasto H. Cordero, conhecido especialista de Montevideo.
Trata-se da Diplobdella brasiliensis (Pixto, 1920) e da Haementeria lutsi

(Pix10). Desde logo verificamos serem as primeiras mais apropriadas e pas-

1
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samos a usa-las sistematicamente. Neste trabalho sobre a excitabilidade far-
macologica “in vitro” da musculatura dorsal da Diplobdella brasiliensis, da-

mos 0s nossos resultados na presuncao de que eles possam ser uteis aqueles

que se dedicam a éstes estudos.

. 3
Fig. 1
peculos dorsais eserinados de plobdella branliensizs em ligoido de IEeT a)l Acetileadina a 1:3 1hdes
A 1 i te Diplobdella b jaid R 3 i
Ly Acetilecolima a 1:300 mmlhdes: ¢) Adrenalina a 1:300 mul: () 1.% flecha, Histamina a 1 mulhdes
2.% flexa, Histamina a 1:300 mil (Tempo em todas as figuras: 6 segundos)

A Diplobdella brasiliensis foi descrita por Cesar Pinto (8) em 1920 sob
o nome de Limnobdella brasiliensis, mas considerada em 1936 por E. H. Cor-
dero (9) como fazendo parte do género Diplobdella, tipicamente neotropico. E
especie vizinha da Hirudo medicinalis L.; apresenta tres mandibulas armadas
de denticulos, cinco pares de olhos, somitos completos formados de cinco aneis,
mas o carater mais importante é que os orificios sexuais estio separados so por
quatro aneis. “Corpo sublanceolado e de secgio eliptica; ao longo do dorso
corre no terco meédio uma larga faixa de cor parda, acompanhada de outras
duas laterais mais delgadas. Entre as faixas se ve o fundo pardo, mais intenso
inclusive nos bordos laterais, onde uma linha cinzenta clara delimita as faces
dorsal e ventral. Em cada cinco aneis ha dois pares de manchas arredonda-
das pequenas no dorso. A face ventral tem a mesma coloracio de fundo da
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face dorsal. O corpo tem 103 e, as vézes, 104 aneis. As faixas dorsais com
os seus distintos tons da a esta espécie um aspecto carateristico”. (E. H, Cor-

dero).

METODO

Empregamos exemplares de Diplobdella brasiliensis medindo em média
60 x 5 mms. e pesando de 200 a 500 mgs.. Eram distendidos sobre uma cor-
tica, fixados por meio de alfinetes e abertos ventral e longitudinalmente com
uma tesoura fina depois de secgio das duas ventosas. Preparada a faixa dor-
sal livre dos orgios internos e da cadeia nervosa, retirava-se uma fita muscular
mediana, compreendida a pele, que era entio presa a uma alavanca de vidro em
L e levada para um frasco contendo liquido de Ringer ou de Locke diluido ao
tergo, oxigenado e mantido & temperatura do laboratério. A capacidade do
frasco era em média de 30 ccs.; a extremidade livre da preparacio era ligada
por um fio de linha a uma alavanca inscritora para o registo das contrages
longitudinais com carga de 2 gs. e ampliagiio de 1 x 6. Das sanguesugas maio-
res obtinhamos duas preparagdes musculares de 2 cms. cada uma.

Depois do completo relaxamento muscular a preparagio era eserinada,
pela adicio ao banho de sulfato ou de salicilato de eserina na concentragio fi-
nal de 1:300.000. De 20 a 30 minutos depois, ensaiava-se a solucio de acetilco-
lina ou entio extratos de tecidos previamente obtidos. O volume adicionado ao
banho era de 0,5 a 1 cc. da solugio. Usamos o cloridrato de acetilcolina “Roche”,
ampolas de 100 mgs.- O sal era dissolvido em 20 ccs. de dgua bidistilada e des-
ta solugio eram obtidas as diluigbes a ensaiar com os cuidados exigidos quan-

do se manuseia drogas muito ativas. As duas diluicdes mais empregadas con-
tinham ly e Oly por cc..

Além dos efeitos da acetilcolina, estudamos também as reagoes a adrenalina
(1:500.000 — 1:100.000), a histamina (1:500.000 — 1: 100.000), a nicotina
(1:600.000 — 1:300.000), a pilocarpina e & muscarina (1:50.000 — 1:10.000),
a0 bario (1:30.000) e a atropina (1:20.000).

Particularmente importante era a verificagio dos efeitos do jon K. Em-

pregamos solugies de KCl na concentracio final no banho de 1:20000 a ...
1 : 3.000.

Numa série de experiéncias com Ananias Porto e que serio publicadas em
outro lugar, fizemos o ensaio do teor de acetilcolina em extratos de tecidos. O
método de preparo destes extratos, descrito por Chang e Gaddum (10) e se-
guido por Reynolds (11) para demonstrar a liberagio de acetilcolina no ftite-
ro de coeclhas depois do tratamento estrogénico, pode ser assim resumido:
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U orgao a extrair ¢ picado e triturado num gral com Acido tricloracético

a 0%, 2 ccs. por g. de tecido. Deixa-se a papa a temperatura ambiente du-

rante duas horas, agitando-se neste intervalo varias vézes. Filtra-se e lava-se
l'Fd] ]. ™ - . L | i-q-:-'l gy e - ol « i " | s

O papel de hiliro com acdo triclioracetico a /% que serve também para re-

extrair o bagago. O liquido claro obtido é lavado com éter, num funil de se-

paragao, tantas vezes quantas necessarias para remocao do acido: 3 a 4 vézes sio

suticientes para o hiquido nao azular mais o papel de vermelho congo. Os ex-
tratos etereos sao desprezados e o liquido é avaporado em banho-marna, no
vacuo, a temperatura mierior a 40°. Uma vez evaporado, o volume restante

¢ acertado com agua distilada de tal modo quespiexc s lice — 1 p..depois

LN L b =

neutralizado com soda 0,1 normal e, fi

85 a D29 .bedn

:"..I"_,'-q_ % L9184 ERET T e P a Hra 30 = ] ke . !.I
ter 2l i H F o T Fxtrat 1 1 ol - r
Lap ™ e ] b A | & T b KA f 8 SLCSS0OT 0N
- e i 3= b & ot paly i) - - % = - ext I..r!
viamentc 1 e } Acet 00 milbdes: 4 A
mesma ! g = 1 b2 e Ta il = # B ey T T -
. I
soTD | : )} 1 je um extr bagos de tratados
comm sphetdr i ¥

A mesma preparacao de sanguesu

a pode ser utihzada no ensaio de di-
ferentes extratos e, com o empre le uma diluicio conhecida de acetilcolina
¢ facil calcular o seu teor no material examinado. O fator limitante ¢ a con-
tragao persistente do musculo. A descontragio pode ser apressada por mudan-
cas repetidas do banho nutridor e, também, por leve tracio na haste inscritora.

Para cada nova vernificacio adicionava-se previamente a0 banho a eserina na

concentracio referida.






