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1 - INTRODUCXO

Desde longa data os pesquisadores vem se dedicando ao
estudo da peconha de escorpides. Ja em 1864, GUYON ocupou- se
desse assunto referindo-se a sintomatologia do envenenamento es
corp:i.onlco no homem,

A partir de entao, indmeros trabalhos foram publica-
dos com referencia aos efeitos da peconha sobre a esp601e huma-
na ¢ em animais,

0 primeiro pesquisador a estudar os escorpioes bragi-
leiros foi VITAL BRAZIL, em 1907, que chamou a atencao para a
gravidade de alguns casos de picadas por esses aracnideos, des~
crevendo a sintomatologia produzida em animais de laboratorio e
também as ohservadas no homem, Ja naguela época tentou a imuni-
zagao de animais de laboratério com a peconha de escorpiao com
a finalidade de obter o soro anti-escorpidnico.

Em 1919, HOUSSAY investigou os efeitos da peconha de
escorpiao, tendo concluido que a mesma exerce atividade paras-
simpatomimeética e atua no misculo esqueletico atraves de suas
placas terminais,

CARVALHO, em 1937, também demonstrou, em preparacoes
isoladas, que a peconha de escorpiao exerce atividade parassim-
patomimética,

DEL P0ZZ0, em 1956, utilizando-se de injecdo intra-ar
terial, em gato, confirmou que a peconha estimula o misculo a-
traves da placa terminal,

O.VITAL BRAZIL, em 1963, trabalhando com a preparacao

-8




diafragma isolado de rato, verificou que a peconha produzia -
contracoes musculares, abolidas pela d-tubocurarina, Essas con-
tragoes nao ocorriam, porém, quando a preparagao empregada era
o diafragma desnervado de rato.

DINIZ, em 1958, sugeriu que os efeitos parassimpatomi_
méticos produzidos pela peconha de escorpiao fossem devidos &
liberacao de acetilcolina e Q.VITAL BRAZIL (1963) que os efei-
tos neuromusculares provocados por ela tivessem a mesma causa,

O objetive do presente trabalhe foi verificar experi-

mentalmente se a peconha de Tityus serrulatus o capaz de 1libe-

rar acetilcolina de terminacoes colinérgicas e pesquisar o8& ca~-

racteres dessa acdo liberadora,

oo00oo00




2 - MATERIAL E METODOS

2,1 - Peconha de Tityus serrulatus

A peconha seca (*) foi dissolvida na concentracao de
1 mg/ml em solucao de cloreto de sddio. Essa soluclio era  con-
servada em congelador a 4°C. No momento da experimentacao di-
luia-se uma aliquota até se obter a concentracao final de 20

ncg/ml em solucac de Tyrode,

2.2 - Solucoes fisioldgicas e anticoagulantes

a) Solucao de cloreto de sddio a 0,9 por cento,
b) Solugao de Tyrode {g/1).
NaCl .o.oonoconnococaonnss 8,00
KCL oiouivinonnnnnnncnnsons 0,20
CaCly soevncovnooannosonns 0,20
MECL, “ovevnoiconnoaaasnns 0,01
NaHoPO, tvcuveoovosooosaas 0,05
NaBCO, oowevvvononnonaaass 1,00
Glicose ccoovccccnooscoaoce 2,00
c} Solugao anticuagulante: citrato de sodio a 8 por

cento,

(*) Cedida gentilmente pelo Doutor Alexandre Pinto Corrado, da
Faculdade de Medicina de Ribeirio Preto, da Universidade de
Sao Paulo,

o J




As solucoes foram feitas utilizando-se sempre drogas

guimic amente puras,

2,3 - Drogas usadas

&) Acetilcolina (Acetylcholine "Roche'),

Prepararam-se solucoes-mae com 2 mg/ml de clorete de
acetilcolina, Estas sniugSes, distribuidas em pequenos frascos,
eram consexrvadas no congelador, A partir dessas faziam-se dim
lui(;Ses de modo que cada 0,2 ml contivessem 1, 2, 3 e 4 nhanogra

» * -’ +
mas ou quantidades intermediarias,

b) Metilsulfato de neostigmina (Prostigmine "Roche'),
c) Cloridrato de procaina {"Pantofarma"),
d) Sulfato de neomicina ("Lafi"),
e) Cloreto de d-tubocurarina ("Abott"),
£) Pentobarbital sdédico (Nembutal "Abott'),
&) Heparina {Liquemine "Roche").
h) Brometo de hexametonio (Bistrium "Squibb'').
i) Sulfato de atropina ("Carlo Erba').
d) Cloreto de magnesio ("Carlo Erba").
1) Hidrato de cloral ("Pantofarma'),
m) Cloreto de calcio ("Carle Erba'),
n) Cloreto de sédio ("Baker"),
0) Cloreto de potassio ("Merck"),
P) Fosfato de so6dio monobasico ("Baker"),
~11-




4) Bicarbonato de séadio ("Baker"),
r) Glicose ("Baker"),

2,4 - Liberacio de acetilcolina

A liberacao de acetilcolina foi estudada em porgdes i
soladas de diversos tecidos: diafragma inervado e desnervado de

rato, ileo de cobaia e ganglio celiaco de gato,

2,4,1 - Preparacio de diafragma inervado de rato

O hemidiafragma esquerdo era obtido de ratos albinos,
cujo peso wariava de 100 a 200 gramas. Os animais eram previa-
mente anestesiados pelo hidrato de cloral (350 mg/kg), intrape-
ritonealmente, A técnica utilizada foi semelhante & de B{;LBRING
(1946) ficando o hemidiafragma em uma cuba de 5 ml, contendo 80
lucao de Tyrode, a 37 C na qual borbulhava uma corrente de car
bogenie (95 por cento de 02 e 5 por cento de CO }o O bordo cos-
tal era preso ao fundo da cuba ¢ a extremidade tendlnosa era
ligada a uma alavanca de Starling,

Adicionou-se, na maioria dos experimentos, neostigmi-
na (5 mcg/ml), a solugdo de Tyrode,

Com essa preparacao foram realizados os seguintes ti-

pos de verificacoes:
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2.4.1.1 - Observagao da liberacdo espontanea de

acetilcolina

A liberacao espontanea de acetilcolina foi estudada
na preparagao em repouso, antes de juntar-se A cuba a solucao
de Tyrode com a pegonha escorpionica.

Inicialmente a preparacao era deixada por 30 minutos
em solucao nutriente. Esta solucdo era desprezada. A nova solu-
gao, apos 20 minutos de contato com o hemidiafragma, era utili-
zada para verificar-se a possivel liberacao espontanea de ace-
tilcolina pela preparacaoc. Cada milimetro de Tyrode, nestes ca~
808, continha sempre 5 mcg de neostigmina,

Tal conduta precedeu sistematicamente a todas as expe

riencias.

2.4.1,2 - Liberacao de acetilcolina pela peconha

de Tityus serrulatus

A liberacao de acetilcolina provocada pela peconha
de escorpifio foi estudada simultaneamente com a verificacdo deo
seu efeito estimulante sobre o diafragma de rato, Ao banho - nu-
triente eram adicionados 20 mcg da pegonha, sendo as contracoes
da preparacao registradas em papel esfumagado, Logo a seguir o
1iquido nutriente era retirado para o ensaio biologico de ace-
tilcolina. Este tipo de experiéncia foi realizado com nove hemi
diafragmas. ¥ntretanto, em duas gutras preparacoes, com a fina~

13-




lidade de se obterem dados relativos a natureza da substancia

liberada, nao se adicionou neostigmina a solucao de Tyrode,

2,4,1,3 - Influencia de drogas na liberacao de

acetilcolina provocada pela peconha de

escorpido

Com a finaglidade de caracterizar diversos aspectos da
acao liberadora de acetilcolina pela peconha, foram utilizadas
diversas substﬁnciaa, que, possivelmente, pudessem interferir -
nos mecanismos de liberacao do referido mediador,

Dessa maneira, estudou-se a influencia dos ions cal-
cio e magnesio, da procaina, neomicina e d-tubocurarina.

Para a verificacao da influencia do calcio, utiliza--
ram-se solucoes de Tyrode sem calcio (tres esperiencias), com
50 e com 400 mg de cloreto de calcio por litro (cinco experien-
cias com cada concentracao), O cloreto de magnesio, em tres ex-
perimentos, foi adicionado a solucao de Tyrode, na concentracgao
de 40 mcg/ml.

0 cloridrato de procaina foi utilizado em cinco expe-
riencias na dose de 400 mcg/ml e o sulfato de neomicina, na de
40 mcg/ml tambem em cinco experimentos, Pesquisaram-se tambem,-
nestas experiencias, as influencias exercidas pelo ion calcio -
sobre o efeito inibitorio da liberacdo de acetilcolina provoca-
do pelo magnesio, pelo antibiotico e pela procaina,

A acao liberadora da peconha foi também estudada na
presenca de 3 mcg/ml de cloreto de d-tubocurarina (cinco expe-
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riencias) o

2,4 4«2 ~ Preparacao de diafragma desnervado de rato

A técnica utilizada foi semelhante & anteriormente -

descrita. Entretanto, os ratos tiveram seus hemidiafragmas es-

querdos previamente desnervados pela tecnica de 0,VITAL BRAZIL

(1963) . a solugcdo de Tyrode adicionou-se neostigmina (5 mcg/kg)

o

- . + L4 > N s
Foram obtidas amostras para ensaio biclogico da acetilcolina an

tes e apos a adicao de 20 mcg de pPeconha, em cinco experiencias.

2.4.3 ~ Preparacac de ileo isolado de cobaia

O segmento de ileo de cobaia era montado em cuba de
3 ml, contendo solucao de Tyrode com neostigmina a 28°¢ e areja
do por meio de borbulhamento de ar na solucio nutriente, As con
tracoes da preparacao foram registradas com alavanca isotonica.
A reatividade da mesma era observada com a adigho de 2 mcg de
acetilcolina. Amostras do liquido nutriente foram obtiidas antes

e apos a adigao de 20 mcg da peconha e submetidas ao ensaio bio

8 légico para a acetilcolina,
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2,4,4 - Preparacao de ganglio celiaco isolado de gato

Anestesiou-se o gato eom pentobarbital sodico (30 mg/
kg).

0 ganglio celiaco foi retirado e colocado em uma cuba
de 5 ml, com solucao de Tyrode a 37°C. 0 sistema foi oxigenado,
com carbogenio. A acao liberadora da peconha foi estudada em
tres experiencias, procedendo-se de modo semelhante ao descrito
a8 proposito das experieéncias relativas a liberacao de acetilco-

lina do diafragma de rato e do ileo de cobaia.

2.5 - Ensaio biologico da acetilcolina

Paré a verificacao da presenca de acetilcolina nas
diversas amostras, realizaram-se ensaios na pressao arterial de
gatos. Os animais foram anestesiados com pentobarbital soédico -
(30 mg/kg, por via intravenosa), traqueotomizados e preparados
para o registro da pressao arterial carotidea, Utilizou-se ci-
trato de sodio a 8 por cento como anticoagulante em manometro -
de mercurio para o registro da pressao arterial, A veia femoral
foi canulada para a injecao de drogas,

Foi evitada a injecao de volumes grandes de liquido.-
Cada administracao era de 0,2 ml tanto da solucao a testar como
da padrao de acetilcolina, seguida sempre da lavagem da canula
com 0,1 ml de solucao de cloreto de sodio.

* A fim de evitar alteracoes reflexas da pressao arte-
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rial bloquearam-se as vias autonomicas eferentes, administrando
se lentamente ao animal uma solucao de hexametonio (3 mg/kg) a-
pos injecao previa de efedrina (1 mg/kg).

As amostras foram comparadas com solucgoes de acetilco
lina, contendo 1, 2, 3 e 4 ng em cada 0,2 ml., A titulo de con-
trole, observou-se o efeito causado na pressao arterial pela in
jecao de 4 mcg da pecgonha,

A dosagem foi obtida pelo método da coincidencia de
efeitos entre padrao e desconhecido., As solucoes foram injeta--

das intercaladamente,

2,6 - Caracterizacao da acetilcolina no liquido nutriente

Além do ensaio quantitativo foram tambem realizadas -
provas qualitativas com as amostras obtidas, a fim de se obte-
rem indicacoes sobre a natureza do principio hipotensor libera-
do, Tais provas foram tambem realizadas com a solucao de ace-
tilcolina. Com essa finalidade, procedeu-se a fervura tanto em
meio alcalino como em meio acido e a verificagao do efeito ini-

bitorio da atropina,

2,7 - Avaliacao estatistica

0 teste "t" foi utilizado, quando necessario, para a
verificagao de significancia das diferencas de liberacao de ace
tilcolina nos diversos grupos experimentais.

=17=



3 - RESULTADOS

3.1 = Liberaqﬁo espontﬁnea de acetilcolina

Nas diversas preparacoes em repouse nao se observou
liberacao espontanea de acetilcolina em quantidades passiveis
de dosagem pelo método utilizado. Entretanto, em algumas expe~-
riencias, foi possivel constatar-se discreta hipotensao produzi
da pela amostra inicial., (FIG. 3 - 1, 2,8; FIG. 6 - 1, 2, 3,4;
FI1G, 10 = l)} Nao foram verificadas diferencas relativas a libe
racao espontanea de acetilcolina pelos diversos tecidos inerva-

dos submetidos a investigacao.

3.2 - Liberacao de acetilcolina provocada pela peconha de Ti-

tyus serrulatus.Efeito estimulante da peconha no diafrag-

ma _de rato e no ileo da cobaia,

A presenca de uma substancia capaz de produzir queda
abrupta e fugaz da pressao arterial do gato foi revelada no 1i-

quido nutriente contendo neostigmina e peconha de Tityus serru-

latus apos banhar, pelo espaco de 20 minutos, os tecidos inerva

dos (diafragma do rato, FIG. 2 - 7, 9, 11, 16; FIG. 3 - 4, 5,7,

9; ileo da cobaia, FIG. 4 - 2, 4, 8; ganglio celiaco do gato, -

FIG. 5 - 4, 6, 11). Antes, porem, de permanecer em contato com
-as preparagoes, tal solugao nido alterava a pressao arterial do
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gato (FIG. 3 - 3). A administracio de atropina (1 mg/kg) ao ga-
to sempre inibiu o efeito hipotensor produzido pela substancia
liberada (FIG, 3 - 11; FIG, 7 - 12; FIG. 9 - 13), A fervura em
meio alcalimno, por outro lado, fez desaparecer sua atividade -
(FIG, 2 - 14; FIG. 4 - 5, 6, 7; FIG, 5 - 8, 9; FIG. 8 - 7), o
mesmo nao oc orrendo quando a fervura foi levada a efeito em -
meio acido (FIG, 2 - 16; FIG. 4 - 8; FIG, 5 - 11l; FIG. 8 - 10),
Além disso tal substancia nao pode ser revelada quando a solu--~
cao de Tyrode nao continha neostimina ou quando a preparacao u-
tilizada era o diafragma desnervado do rato (FIG, 1), Considera
se, pois, como sendo a acetilcolina a substancia em apreco. A -
Tabela I mostra os resultados obtidos com a adicdo da peconha -
as diversas preparacoes utilizadas, na vigencia ou nio da acao
da neostigmina,

Os diafragmas inervados, sob a acao da pPeconha, apre-
sentaram pequenas contracoes que se sucediam de modo irregular
e com amplitude variavel (FIGS, 11, 12 e 13)., No ileo da cobaia
o efeito caracterizou-se por forte aumento do tono da prepara--
cao (FIG., 14). As contragoes observadas nos musculos inervados,

nao ocorreram no diafragma desnervado.,

3.3 - Influencia de drogas sobre a liberacao de acetilcolina

provocada pela peconha de escorpiio

A pecgonha de Tityus serrulatus nio ocasionou libera-~
cao de quantidades revelaveis de acetilcolina quando as diver-
sas preparagoes foram incubadas com solugao de Tyrode desprovi-
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da de calcio, ou contendo sémente 50 mg/l1 do cloreto deste ion
(Tabela II) o |

A adicao de calcio ao meio restaurou a capacidade de
a preparacao liberar acetilcolina, sob a acao da peconha,

A liberacao de acetilcolina foi maior nas experien-
cias, em que se utilizou solugao de Tyrode com 400 mg/1 de clo-
reto de calcio do que naquelas com solugoes contendo quantida--
des usuais deste sal, isto e, 20 mg/1 (P < 0,05 e t = 2,599)-
FIG. 6 - 8, 10),

A Tabela II mostra os resultados obtidos nas expe-
riéncias em Que se variou o teor de calcio no meio nutriente.

Tanto o ion magnesio como a neomicina inibiram a a-
¢ao liberadora de acetilcolina pela peconha de escorpiao (FIG,-
7 -1, 2, 3, 4; FIG, 8 - 2, 3). A adicao de.cloreto de calcio -
mostrou nitido efeito' antaganico, restaurando a liberacao de
acetilcolina (FIG, 7 - 7, 9, 11; FIG, 8 - 4, 6, lQ)o A Tabela -

IITI mostra a influencia do magnesio e da neomicina na liberacao

de acetilcolina provocada pela pPeconha, bem como o efeito restau
3 L4 .

rador do ion calcio,
A d-tubocurarina nao influenciou a liberacao de ace--

f11c011na pela peconha escorpionica (FIG, 9 - 6, 9, 11, 15 e Ta

bela IV). A quantidade de acetilcolina liberada na presenca de§_
se agente curarizante nao diferiu significantemente da liberada
nas experiencias - controle (P 3> 0,05 - t = 1,05),

A procaina inibiu completamente a liberacao de acetil
colina pela pegonha. Tal inibicao nao foi desfeita pela adigao
de cloreto de calcio (FIG. 10 - § e Tabela IV). O efeito da pro

caina foi revers1ve1 verificando-se liberacao do mediador quan
" do a peconha Ffoi adicionada apos a retirada da Procaina por
-20-



meio de lavagens suscessivas da preparacao (FIG, 10 - 8, 13,15).

Nao se observaram as contracgoes do diafragma quando o
liquido nutriente continha a d-tubocurarina, ou neomicina ou
procaina ou teor elevado em magnésio. A ausencia do cloreto de
calcio na solugcao de Tyrode condicionou tambem a supressao das

contragoes provocadas pela peconha escorpionica.

ooofooo
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FIGURA 1

DOSAGEM, EM GATO, DA ACETILCOLINA LIBERADA PELA PECONHA DE ES-
CORPIAO0 NO DIAFRAGMA DESNERVADO DE RATO

Gato ¢ - 1,300 gramas,

Anestésico - pentobarbital sédico (30 mg/kg)
Heparina - (0,5 ml de Liquemine "Roche'")
Efedrina - (1 mg/kg)

Hexametonio - (3 mg/kg).

- Liberacao espontanea
- Liberacao espontanea
- Liberagao espontanea
- 2 ng de acetilcolina
Liberagao pela peconha
- Liberacao pela peconha
- Liberagao pela peconha
- 1 ng de acetilcolina
- Liberacao pela peconha

CONOUDUN M
i
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FIGURA 2

DOSAGEM, EM GATO, DA ACETILCOLINA LIBERADA PELA PECONHA DE ES-
CORPIA0 NO DIAFRAGMA INERVADO DE RATO

Géto dﬂ- 800 gramas

Anestésico - pentobarbital sédico (30 mg/kg)
Heparina - (0,5 ml de Liquemine "Roche"),
Efedrina - (1 mg/kg)

Hexametonio - (3 mg/kg)

- Liberacao espontanea

- Liberacao espontanea

- 1 ng de acetilcolina

- Liberacao espontanea

1 ng de acetilcolina

- 1 ng de acetilcolina

- Liberacao pela peconha

- 3 ng de acetilcolina

- Liberagao pela peconha

10 - 2 ng de acetilcolina

11 - Liberacao pela peconha

12 - 3 ng de acetilcolina

13 - 3 ng de acetilcolina, apos acidificacao e fervura
14 - Liberacao pela peconha, apos alcalinizacao e fervura
15 - 3 ng de acetilcolina, apos alcalinizacao e fervura
16 - Liberacao pela pegonha, apos acidificacao e fervura
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FIGURA 3

DOSAGEM, EM GATO, DA ACETILCOLINA LIBERADA PELA PECONHA DE ES-~
CORPIAO NO DIAFRAGMA INERVADO DE RATO

Gato 9 - 1.000 gramas

Anestésico - pentobarbital sédico (30 mg/kg)
Heparina - (0,5 ml de Liquemine "Roche'")
Efedrina - (1 mg/kg)

Hexametonio

- Libera¢ao espontanea

- Liberacao espontanea

- Solugae Tyrode com neostigmina e peconha

- Liberacao pela peconha

- Liberagao pela peconha

4 ng de acetilcolina

- Liberacao pela peconha

- Liberacao espontanea

- Liberagao pela pecgonha

- 4 ng de acetilcolina, apés atropinizacao (1 mg/kg do gato)
- Liberagao pela peconha, apés atropinizacio (1 mg/kg)
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FIGURA 4

DOSAGEM, EM GATO, DA ACETILCOLINA LIBERADA PELA PECONHA DE ES-
CORPIX0 NO fLEO DE COBAIA

Gato d - 1,600 gramas

Anestesico - pentobarbital sédico (30 mg/kg)
Heparina - (0,5 ml de Liquemine "Roche")
Efedrina - (1 mg/kg)

Hexametonio - (3 mg/kg)

-~ Liberagao espontanea

- Liberacao pela peconha

- 3 ng de acetilcolina

- Liberacao pela peconha

- Liberagao pela pegonha, apos alcalinizacao e fervura
Liberacao pela peconha, apés alcalinizacao e fervura
- Liberacgao pela peconha, apos alcalinizacao e fervura
- Liberacao pela peconha, apos acidificacao e fervura
- 2 ng de acetilcolina

- 3 ng de acetilcolina, apés acidificaciio e fervura
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FIGURA 5

DOSAGEM, EM GATO, DE ACETILCOLINA LIBERADA PELA PECONHA DE ES-
CORPIA0 NO GANGLIO CEL{ACO DE GATO

Gato d”~ 1.300 gramas

Anestesico - pentobarbital sédico (30 mg/kg)
Heparina - (0,5 ml de Liquemine "Roche'")
Efedrina - (1 mg/kg)

Hexametonio - (3 mg/kg)

- Liberagao espontanea

-~ Liberagao espontanea

- 2 ng de acetilcolina

- Liberacao pela peconha

3 ng de acetilcolina

- Liberacao pela peconha

= 3 ng de acetilcolina

- Liberacao pela peconha, apés alcalinizacao e fervura
~ Liberacao pela peconha, apos alcalinizacao e fervura
10 - 3 ng de acetilcolina, alcalinizada e fervida,

11 - Liberacao pela peconha, apos acidificacao e fervura
12 - 3 ng de acetilcolina, apds acidificacdo e fervura

RN W
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(Tyrode com 400 mg de CaClz/l)

FIGURA 6

DOSAGEM, EM GATO, DA ACETILCOLINA LIBERADA PELA
CORPIA0 NO DIAFRAGMA INERVADO DE RATO

PECONHA DE ES-

Gato dr— 1.200 gramas,

Anestesico - pentobarbital
Heparina - (0,5 ml de Li

Efedrina - (1 mg/kg).
Hexametonio - (3 mg/kg).

-

HOODONOUDd WM M

Liberacao
Liberacao
Liberacao
Liberacao

espontanea
espontanea
espontanea
espontanea

4 ng de acetilcolina
3 ng de acetilcolina
1 ng de acetilcolina
Liberacdo pela peconha
3 ng de acetilcolina
Liberacao pela peconha
3,5 ng de acetilcolina

sodico (30 mg/kg).
quemine "Roche'"),
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FIGURA .7

DOSAGEM, EM GATO, DA ACETILCOLINA LIBERADA PELA PEEONHA DE ES-
CORPIKO NO DIAFRAGMA INERVADO DE RATO (Influencia do ion magne
sio).

Gato & - 1.150 gramas,

Anestesico - pentobarbital sodico (30 mg/kg).
Heparina - (0,5 ml de Liquemine "Roche")
Efedrina - (1 mg/kg).

Hexametonio ~ (3 mg/kg).

- Liberacao pela peconha (Tyrode com excesso de magne51o).
- Liberacao pela peconha (Tyrode com excesso de magne81o)
- Liberacao pela peconha (Tyrode com excesso de magnes1o)
Liberagao pela peconha (Tyrode com excesso de magneésio)
- 4 ng de acetilcolina
- 2 ng de acetilcolina
- Liberacao pela peconha (Turode com excesso de magnésio
de calcio)
- 2 ng de acetilcolina
- L1beraqao pela peconha (Tyrode com excesso de magnesio
de calcio)
10 - 3 ng de acetilcolina
11 - L1beragao pela peconha (Tyrode com excesso de magnesio
de calcio.
12 - L1beraqao pela peconha (Tyrode com excesso de magnesio
de calcio), apos atropinizacao (1 mg/kg).
13 - 3 ng de acetilcolina

NO OGN
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FIGURA 8

DOSAGEM; EM GATO, DA ACETILCOLINA LIBERADA PELA PECONHA DE ES-

CORPIX0 NO DIAFRAGMA INERVADO DE RATO

~ . o o
(Influencia da neomicina)

Gato dﬂm 1,450 gramas,

Anestésico - pentobarbital sddico (30 mg/kg).
Heparina - (0,5 ml de Liquemine "Roche'"),
Efedrina - (1 mg/kg).

Hexametonio - (3 mg/kg).

N

(22309 ]

=

Liberacao espontanea

Liberagao pela peconha (Tyrode com neomicina)

Liberacao pela peconha (Tyrode com neomicina)

Liberacao pela peconha (Tyrode com neomicina e excesso de
calcio)

2 ng de acetilcolina ’

Liberacao pela peconha (Tyrode com neomicina e excesso de
calcio)

Liberacao pela peconha (Tyrode com neomicina e excesso de
calcio), apos alcalinizacao e fervura

2 ng de acetilcolina, apos alidlinizacao e fevvura

2 ng de acetilcolina, apos acidificacao e fervura
Liberacao pela peconha (Tyrode com neomicina e excesso de
calcio), apods acidificacao e fervura
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FIGURA 9

DOSAGEM;, EM GATO, DA ACETILCOLINA LIBERADA PELA PECONHA DE ES-
CORPIAO DO DIAFRAGMA INERVADO DE RATO

(Influencia da d-tubocurarina)

Gato O -~ 800 gramas

Anestésico - pentobarbital sédico (30 mg/kg)
Heparina - (0,5 ml de Liquemine '"Roche')
Efedrina - (1 mg/kg)

Hexametonio - (3 mg/kg)

1 - Liberacao espontanea

2 - Liberagao espontanea

3 - 0,5 ng de acetilcolina

4 - 3 ng de acetilcolina

5 - 3 ng de acetilcolina

6 - Liberagao pela peconha (Tyrode com dTc)
7 - 2 ng de acetilcolina

8 - 2 ng de acetilcolina

9 - Liberagao pela peconha (Tyrode com dTc)
10 - 3 ng de acetilcolina

11 - Liberagao pela peconha (Tyrode com dTc)
12 - 4 ng de acetilcolina

13 - Atropina (1 mg/kg do gato)

14 - 3 ng de acetilcolina

15 - Liberagao pela peconha (Tyrode com dTc)
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DOSAGEM, EM GATO, DA ACETILCOLIN
CORPIAO

FIGURA 10

Gato g\m 1,100 gramas.,
Anestesico - pentobarbital sédico (30 mg/kg) .
Heparina - (0,5 ml de Liquemine "Roche").,
Efedrina - (1 mg/kg).
Hexametonio - (3 mg/kg).

O UP WU N

10
11
12
13
14
15

Liberacao espontanea
1 ng de acetilcolina
2 ng de acetilcolina
2 ng de acetilcolina
Liberagao pela peconha
Liberagao pela peconha
160 mcg/ml de CaClz)
Liberacao pela peconha
Liberagao pela peconha
2 ng de acetilcolina
3 ng de acetilcolina
2 ng de acetilcolina
3 ng de acetilcolina
Liberacao pela peconha
2,5 ng de acetilcolina
Liberacao pela peconha

(Tyrode
(Tyrode

(Tyrode
(Tyrode

(Tyrode
(Tyrode
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com procaina)
com procaina e adicao

com procaina)
normal)

normal)

normal)

A LIBERADA PELA PECONHA DE ES-
NO DIAFRAGMA INERVATO DE RATO (Influéncia da procaina)

de



FIGURA 11

AGA0 DA PECONHA DE ESCORPIX0 SOBRE O DIAFRAGMA INERVADO DE RATO

A A A ] %'YWT‘ ;

|

Tyrode com excesso de CaClz'(400 mg/1)
Tempo: 10 em 10 segundos
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FIGURA 12

AGA0 DA PEGCONHA DE ESCORPIX0 SOBRE 0 DIAFRAGMA INERVADO DE RATO

Tyrode com concentracao usual de CaCl,(200 mg/1)
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FIGURA 13

ACAXO DA PECONHA DE ESCORPIX0 SOBRE O DIAFRAGMA INERVADO DE RATO

Tyrode com concentracao usual de CaCl

(20 mg/1)

2
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FIGURA 14

AGA0 DA PECONHA DE ESCORPIX0 SOBRE 0 fLEO ISOLADO DE COBAIA

Tyrode com concentracao usual de CaCl2 (200 mg/1)
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4 -~ DIscussio

A pecgonha escorpianica, incubada com diversos tecido:
inervados, causou a liberacao de substancia farmacologicamente
ativa, cuja existencia foi evidenciada pela propriedade de pro-
duzir queda abrupta e fugaz da pressao arterial do gato, Ta.
liberacao revelou-se também pelo efeito farmacologico desenca--
deado no orgao liberador, isto e, contracao do musculo diafrag-
ma e do ileo da cobaia,

Diante dessas verificagoes, varias questges apresen--
tam-se como temas de investigacao. Na presente pesquisa, reali-
zaram-se experiencias para caracterizar os aspectos mais ge-
rais do problema, pois o campo de investigacao e vasto, sendo
impossivel abrangéalo em todos os seus aspectos em um so traba
lho,

A preocupagao inicial foi a de determinar a nature-
za e origem do principio liberado pela peconha. A substancia -
mostrou-se capaz de causar hipotensdo e deu lugar ao aparecimen
to de contragoes em musculos estriados e liso, manifestacoes es
sas que se situam no quadro de estimulacao de receptores coli--
nergicos. A suposicdo de que o principio liberado atue através
de combinacao com éstes receptores e demonstrada, de um lado,
pela aboligao do efeito hipotensor pela atropina, de outro, pe-
la supressao das contragoes do diafragma pela d-tubocurarina, -
Por outro lado, o principio hipotensor somente pade ser revela-
do quando a neostigmina era adicionada ao liquido de incubacao.
fste resultado indica claramente que o principio liberado & um
éster da colina, pois a sua destruicio & impedida pelo agente

-40-



anticolinesterasico, Trata-se de um éster da colina com proprie
dades semelhantes as da acetilcolina quer pela fugacidade de -
seu efeito na pressao arterial, quer por sua resistencia a fer-
vura em meio écido, quer por sua termolabilidade em meio alcali
no.

As verificacoes acima enumeradas permitem concluir -
que a substancia liberada & um ester da colina e, com muita pro
babilidade a propria acetilcolina. Contudo, para identificar de
finitivamente a substancia liberada, como sendo a acetilcolina,
tornam-se necessarias outras provas a serem realizadas em pes-
quisa posterior como, por exemplo, a comparagao de sua ativida-
de farmacologica com a da acetilcolina em varias preparagoes, -
procedimento utilizado por FELDBERG e GADDUM (1934) na identifi
cacao da substancia liberada pelo gﬁnglio cervical superior do
gato pela estimulacao elétrica pré-ganglionar. Além de ensaios
quantitativos paralelos, seria necessario para a perfeita iden-
tificacao do ou dos principios colinomiméticos liberados pela
peconha o emprego de metodos fisico-quimicos. Entretanto, os da
dos obtidos no presente trabalho apresentam a acetilcolina como
o ester de colina que, com maior probabilidade, constitui a subs
tancia liberada. Reforca esta hipotese o fato de esta substan--
cia ter a sua origem nas terminagoes nervosas.

De fato, as experiencias realizadas permitem estabele
cer as terminacoes nervosas como a origem do principio liberado
pela peconha escorpionica, pois, o liquido nutriente contendo a
peconha apos banhar uma estrutura desnervada nao alterou a pres
sao arterial do gato. O mesmo aconteceu, quando o liquido nu-
triente, que banhava o diafragma inervado, encerrava, alem da
neostigmina e da peconha, drogas que sabidamente atuam nas ter-
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minacoes mnervosas, impedindo a liberacao do mediador colinergi-
Cco,

Uma das constatacoes mais interessantes e importantes
do ponto de vista farmacolégico, feitas na presente pesquisa, e
a de que os caracteres da liberacao provocada pela peconha e pe
los impulsos nervosos sao identicos. Com efeito, HARVEY e MAC
INTOSH (1940) assim como HUTTER e KOSTIAL (1954) verificaram
que o ion calcio é indispensavel para que haja liberacdo de a-
cetilcolimna pelos impulsos nervosos., Ora, na presente pesquisa,
verificou—se que, em ausencia de calcio ou quando o seu teor e
baixo, a pegonha nao promove a liberacao de acetilcolina. Por
outro lado, o magnésio inibe a 1iberag§.o da acetilcolina pelos
impulsos, segundo demonstraram, de um modo indireto, DEL CASTII
L0 e ENGBAECK (1954). Na presente pesquisa, constatou-se que o
magnesio também inibe a liberacio de acetilcolina provocada pe-
la peconha, O calcio antagoniza o bloqueio neuromuscular provo-
cado pelo magneésio por mecanismo pre-juncional, DEL CASTILLO e
KATZ (1954 ) sugeriram mesmo que o magnésio atue deslocando «
calcio de composto, que opere, como intermediério, durante a 1i
beracao do mediador pelos impulsos nervosos, isto &, estes ions
atuariam como antagonicos competitivos no processo de liberacao
da acetilcolina. No que diz respeito a liberacao da acetilcoli-
na pela peconha, demonstrou-se o mesmo antagonismo calcio-magné
sio. Os antibioticos do grupo da estreptomicina produzem blo-
queio neuromuscular que apresenta caracteres identicos aos do
provocado pelo magnésio (VITAL BRAZIL e CORRADO, 1957, CORRADO
e RAMOS, 1958, CORRADO e RAMOS, 1960, VITAL BRAZIL et al, 1961).
0 ion calcio antagoniza o bloqueio produzido por esses antibio-
ticos como o faz relativamente ao provocado pelo magnésio. Na
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realidade esses antibioticos atuam no mecanismo de transmissao

neuromuscular como o magnesio (ELMQVIST e JOSEFSSON, 1962).0ra,
segundo se verificou nesta pesquisa, a neomicina inibe a libera
cao de acetilcolina provocada pela peconha e o calcio € capaz -
de antagonizar esse efeito. Finalmente a procaina, que impede a
liberacao da acetilcolina pelos impulsos nervosos (HARVEY, 1939,
STRAUGHAN, 1961), tambem o faz relativamente a liberacao da pro
votada pela peconha, Sera importante, para confirmar a identida
de de ambos os processos, do ponto de vista farmacologico, estu
dar, em ulterior pesquisa, a influencia do hemicolinio n@ 3 e
da toxina botulinica, na liberacao de acetilcolina produzida pe
la peconha,

No envenenamento produzido bela peconha escorpionica,
observam-se efeitos de estimulagao colinergica tais como profu-
sa secrecao salivar e lacrimal, sudorese, bradicardia, diarreia,
micturicao voluntaria e involuntéria, assim como de estimulaqao
motora (tremores musculares), A acao liberadora de acetilcolina
exibida pela peconha escorpionica, participa, inquestionévelmeg
te, na genese desses disturbios.

0 método utilizado no presente trabalho mostrou-se -
bastante adequado para a investigacao '"in vitro" da liberagao -
de mediadores quimicos do sistema nervoso autonomo e das in--
fluencias exercidas pelas drogas sobre essa liberacao. E possi-
vel que o método possa ser estendido ao estudo da liberacao de

mediadores do sistema nervoso central,

ooo0ooo0
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5 - RESUMO E CONCLUSOES

1 - A pegonha de Tityus serrulatus, quando incubada -

com o diafragma de rato, o ileo da cobaia ou o ganglio celiaco
L4 . . . . .

do gato, e capaz de liberar, desses tecidos, um principio hipo-

tensor que foi identificado como sendo um ester da colina, com

muita probabilidade, a propria acetilcolina.

2 - Esta substancia provem das terminagoes nervosas -
colinérgicas, pois ela nao apareceu quando se empregaram estru-

turas desnervadas (diafragma desnervado de rato).

3 - A liberacao de acetilcolina causada pela peconha
assemelha-se a que decorre da estimulacao dos nervos colinérgi-
cos, Assim o ion magnésio, a neomicina e a procaina, agentes ca
pPazes de inibir a liberacao do mediador colinérgico, promovida
pelos impulsos nervosos, impedem tambem a liberagao provocada -
pela pegonha escorpionica. Por outro lado, o ion c&léio e, em
ambos os casos, indispensavel para que a liberagao possa ocor-

rer,
4 - A agao liberadora de acetilcolina explica, em par
. . ~ . ’ K3

te, os efeitos de estimulacao colinergica e motora observados -

ho envenenamento produzido pela peconha escorpionica,

0000000
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