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I

INTRODUÇÃO

Muito variada é a distribuição da m usculatura estriada e 
lisa nos Invertebrados e V ertebrados. Deixando de parte  os 
últimos — os m elhores conhecidos — em que a m usculatura so
m ática é estriada e a lisa é a visceral, excetuada a m usculatu
ra  cardíaca, nos Invertebrados, um  tal tipo de distribuição é 
pràticam ente ausente.

Assim, anim ais há dotados somente de m usculatura estria
da, como p. ex., os Insetos e outros, que constituem  a m aioria 
dos Invertebrados, e os em que faltam  os músculos estriados, 
como acontece, p. ex., com os Equinoderm es.

As m odernas técnicas utilizadas em farmacologia, m uito 
contribuíram  para  o m elhor conhecimento das reações de am 
bos os tipos de músculos (mm.) e, conseqüentem ente, de suas 
particularidades tanto nos V ertebrados como nos Inverteb ra
dos. Como é sabido, a existência de um a placa m otora na ju n 
ção neurom uscular, nos músculos estriados, concorreu enor
m em ente para  o conhecimento da fisiologia dêsses músculos. 
A ausência dessa placa nos mm. lisos e a diversa reação dêles 
em face das mesmas drogas, está a exigir acurado estudo es
pecialm ente sôbre a fisiologia da fibra  m uscular lisa. Nos 
V ertebrados esta m usculatura vem sendo intensam ente estu-
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dada, mas nos Invertebrados muitos pontos, principalm ente 
de sua fisiologia, não foram  ainda abordados.

O fato de existirem  anim ais em que tôda a m usculatura 
é do tipo liso, oferece campo para  tais estudos que poderão 
ser de valia para  a elucidação de vários fenômenos que ocor
rem  no com portam ento da fibra  m uscular lisa.

Trabalhando já  há algum  tempo com os músculos de Equi- 
nodermes, especialm ente de Holotúrias, procuram os verificar 
as reações dos músculos longitudinais sob diversas condições 
experim en tais.

São êsses mm. de contração relativam ente rápida, e cons
tituem  o principal elem ento determ inante das freqüentes mo
dificações de form a do corpo dêsses anim ais. Assim, ao esta
belecerem  o volume do corpo de Holothuria grisea, Pantin  & 
Saw aya (1953, p. 60) puderam  verificar a influência intensa 
da m usculatura longitudinal e a da anelar, que nas suas con
trações provocam acentuadas diferenças da form a do corpo. Tal 
m usculatura longitudinal, tôda constituída de mm. lisos, apre
senta aspectos interessantes que serão relatados no decorrer 
do presente trabalho.

Utilizando êsses músculos, visamos prim eiram ente anali
sar o seu comportam ento em face de drogas de conhecido efei
to sôbre a m usculatura lisa dos V ertebrados. A seguir, apre
sentarem os alguns aspectos da estru tu ra  dos mm. longitudinais 
e, finalm ente, tentarem os correlacionar os resultados obtidos.

De há tempos os músculos longitudinais de H olotúrias cons- 
titu ram  objeto de estudos farmacológicos. Assim, em 1937 Bacq 
(p. 175) verificou serem  tais músculos de Stichopus regalis 
e de Holothuria nigra, sensíveis à acetilcolina, e M oussatché 
(1949, p. 525) assinalou a sensibilidade de tais músculos ao 
mesmo éster, na concentração de 10-8, e a potencialização do és
te r  pela eserina a 5 x 10-7. Êstes autores agora citados infor
m am  que a m otilidade espontânea apresentada pelos referidos 
músculos não perm itiria  utilizá-los como método de ensaio ro 
tineiro . Em 1951 Sawaya (p. 41) ao descrever o chamado “efeito 
de acetilcolina” apresentado pelo músculo longitudinal de H. 
grisea, em oposição àqueles autores, recomendou êsse músculo
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como específico para a dosagem do éster nos extratos de teci
dos. P o r sua vez, Ambache & Sawaya (1953, p. 53) tam bém  ve
rificaram  poder êsse músculo servir perfeitam ente para  a de
term inação do teor de acetilcolina em extratos de tecidos, do 
mesmo modo que as preparações habitualm ente empregadas, a 
saber o m. reto abdominal da rã  ou o m. do dorso da sangues
suga . A verificação de Sawaya supra citada foi confirmada por 
M oussatché e Aronson (1951, p. 220) que indicam  a sensibili
dade do músculo ao aludido éster, na concentração de 1 x 10-8 
até 1 x 10-°, e que depois da potencialização pela eserina a rea
ção poderá dar-se até a concentração de 1 x 10-11 do éster. Já  
nesse trabalho os autores m ostraram  (p. 221) que o músculo 
longitudinal dessa holotúria reagiu em presença de pequena 
quantidade de Ach e respondeu quantita tiva  e regularm ente, 
perm itindo a dosagem do éster no e x tra to .

D urante alguns anos (1951-1958) trabalham os continuam en
te com os mm. longitudinais de Holothuria grisea, tendo os re 
sultados parciais sido objeto de comunicação às Reuniões Anuais 
da S. B. P. C.* (1951, 1954), à Academia Brasileira de Ciências 
(1953) e a Sociedade de Biologia de São Paulo (1955). No corren
te ano pudemos rever êsses resultados, e a sua exposição cons
titu i a prim eira parte  do presente trabalho .

II

MATERIAL E MÉTODOS

As H olotúrias (Holothuria grisea Selenka 1867) provieram  
tôdas da baía de Santos e do Laboratório de Biologia M arinha 
de São Sebastião (L. B. M .) . T ratando-se de pecilotermos, a 
perfusão do músculo fêz-se sim plesm ente im ergindo-se no ba
nho perfusor, constituído de água do m ar filtrada, na qual se 
colocava a droga. Uma corrente de ar era in je tada continua
m ente no banho de acôrdo a prover de oxigênio a preparação e 
m istu rar a droga. U tilizaram -se alavancas isotônicas tipo gim- 
bal ou Shild m odificada, e alavancas sem i-isom étricas. Fize
ram -se as experiências à tem pera tu ra  am biente, a qual perm a

( * )  — . S o c ie d a d e  B r a s i le i r a  p a r a  o  P r o g re s s o  d a  C iê n c ia .



78 PAU LO  SAW AYA e A. A. ANCONA LOPEZ

neceu, em gerai, en tre  20 e 25°C, quer em São Paulo quer no- 
lito ra l.

Quase sem pre se u tilizaram  holotúrias recentem ente captu
radas. Nas séries de experiências no Aquário M unicipal de 
Santos ou no L. B. M., os anim ais colhidos na zona en tre  as- 
m arés eram  transportados para  os aquários e logo operados. 
Nas experiências do D epartam ento de Fisiologia Geral e A ni
mal em  São Paulo, colocaram-se êstes Equinoderm es em aquá
rios apropriados, com água do m ar constantem ente filtrada e 
purificada por meio de dispositivo filtrador especial.

Empregamos clorhidrato de acetilcolina Roche, empolas de
0.1 grs., sulfato de atropina Roche e Merck; cloreto de d-tubo- 
curarina dos Bios Laboratories Inc.; di-hidrocloreto de hista- 
m ina do Pfanstiehl Chemical Co. e nicotina da Eastm an Organic 
Chemicals. A d-tubo-curarina, a histam ina e a nicotina foram 
obtidas graças ao auxílio da Fundação Rockefeller, à qual apre
sentam os nossos agradecim entos.

1 III

INFLUENCIA DA ACETILCOLINA

As holotúrias em repouso, completam ente relaxadas, che
gam a m edir 40 cms de com prim ento. Isto quer dizer que no 
anim al intacto, em repouso, os músculos longitudinais podem 
ating ir em H. grisea, aproxim adam ente, essa extensão. Ao se
rem  retiradas do aquário, as holotúrias reduzem  de mais de 50% 
o seu comprimento, devido, principalm ente, à irritação produ
zida pelo contacto das m ãos. Quando essa irritação é mais for
te, o animal pode chegar até a expelir as vísceras. A redução 
em mais de 50% do seu comprimento deve-se em grande parte  
à intensa contração dos músculos longitudinais e dos transver
sais . A diminuição do comprimento é acompanhada de ex trao r
dinário aumento do turgor, o que se compreende em anim al do 
grupos dos chamados “anim ais ocos” ( “H ohlorganartige T iere” 
d.e Jo rdan  1914, p. 365).
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Essa capacidade de contração em tão grande am plitude no
ta-se perfeitam ente quando se extraem  os músculos longitudi
nais do anim al.

Segundo a técnica utilizada, os anim ais retirados do aquá
rio são im ediatam ente abertos expondo-se a cavidade do corpo, 
isolando-se tão ràpidam ente quanto possível os músculos longi
tudinais ligados por fios nas duas ex trem idades. Em tais condi
ções, o com prim ento do animal, devido à excitação durante a 
operação, era  em geral de 20 cms. Acontece que os músculos 
desligados da parede do corpo se-contraem  tão fortem ente que
0 seu com prim ento se reduz a 2 ou 3 cms. Em tais condições 
os mm. eram  colocados num a placa de P e tri contendo água do 
m ar filtrada e, a seguir, utilizados im ediatam ente ou após 3 a 
24 horas de repouso . Nos casos em que os músculos deviam  ser 
empregados além  de 2 horas após a re tirada  do corpo do ani
mal, eram  êles transferidos para  a geladeira e aí m antidos à 
tem peratura de cêrca de 2°C. Obtiveram -se m elhores resu lta
dos com preparações frescas. Os mm. usados além  de 12 horas, 
mesmo m antidos na geladeira, apresentavam  particularidades 
diversas que serão assinaladas ad ian te. Os resultados que re 
latarem os a seguir referem -se aos de preparações frescas ou 
no máximo usadas 2 horas após a dissecção.

Iniciamos as perfusões empregando prim eiram ente a lavan
cas isotônicas. Verificamos que êsses músculos são sensíveis 
à Acetilcolina na concentração de até 1 x 10-12, isto é, corres
pondente a um  teor de 0.001 |xy por ml (Fig. 1). Tam bém  foi 
possível determ inar a proporção en tre  a intensidade da contra
ção e a quantidade de droga adicionada. Os gráficos da Fig.
1 e 2 indicam  as variações das contrações quando a Ach é em 
pregada nas concentrações de 0.001 [xy a 1 y (1 x  10-12 a 1 x  
10-6) . Nota-se ainda que à m edida que aum enta a concentração 
do éster m aior é a contração . O exam e do gráfico referido in 
dica haver um a relação en tre  a intensidade da contração e a 
concentração da Ach em pregada. Graças à extrem a sensibili
dade do músculo, prescindiu-se da eserina para  obtenção da 
resposta m uscular.



Com o uso de alavancas semi-isométricas, avaliou-se apro
xim adam ente o grau de tensão de tais músculos.
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F ig . 1 -----  A ção da A ch sôbre o m úscu lo  lo n g itu d in a l de H . G risea . C o n cen tração
és te r  de .0 0 1  ^  a  .0 1

Como sói acontecer em preparações biológicas, a contra
ção dos músculos sob a influência da Ach não se repete exata
m ente quando se submete a preparação de novo à influência 
da mesma droga na mesma concentração. E’ o que se pode ver 
ainda na Fig. 2, quando se com param  as curvas de contração 
provocadas por 1 y  de Ach (1 x 10-6) . O que se poderia dizer 
é que sob a influência de um a determ inada concentração de

F ig . 2 —  A ção d a  A ch sôbre o m úscu lo  lo n g itu d in a l de H . G risea  C o n tiaçã o  se m ‘-isom etric  a. 
1, 2 , 3 e 4  =  .0 1  1 jHfiy* * fxy  0 y  ° u tra s  ind icações co rresp o n d em

às concen trações  d a  A ch .
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Ach se obtém  um a curva, e quando a concentração é menor, 
a  curva de contração tam bém  é m enor e vice-versa.

No músculo sob a ação da Ach a p a rtir  da concentração de
0.01 p.p.-/ (1 x  10-14) as tensões vão aum entando, a p a rtir  de 0.33 
grs até cêrca de 12 grs, quando se usa o éster na concentração 
de 10 y (Fig. n. 2). Nesse mesmo gráfico ainda se nota mais 
que ao reduzir-se a concentração de Ach a tensão tam bém  di
m inui .

Calculando-se o comprimento médio das curvas e compa
rando-se com as concentrações utilizadas obter-se-á o seguin
te gráfico:

F ig .  3 —  R e a ç ã o  d o  m ú s c u lo  l o n g i tu d in a l  d e  H . grisea  a  d i f e r e n t e s  c o n c e n t r a ç õ e s  de* A c h .

Tais resultados podem justificar o emprêgo do músculo 
longitudinal de holotúria na determ inação do teor do éster ace- 
tilcolínico em extratos de vários tecidos. Nem sem pre se ob
tém  curvas semi-isométricas correspondentes, com músculos de 
anim ais diferentes, mas, mesmo assim, verifica-se um a certa  re 
lação en tre  o teor da droga e a tensão do m úsculo. Como se 
pode no tar no gráfico da Fig. 4, em que se em pregaram  concen
trações cada vez m aiores de acetilcolina de 2 (*y até 25 p.y as cur
vas foram  cada vez mais longas.
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Por outro lado, a tensão dos músculos é sensível a doses 
m ínim as de Ach. Assim, no gráfico da Fig. 5, a  variação das 
curvas se pode no tar mesmo com diferenças de 0,5 y.y na con
centração dêste éster.

Com as curvas semi-isométricas verificou-se tam bém  fenô
meno interessante, que se poderia com parar talvez com o da 
facilitação. Assim, como se vê na  Fig. 6, o músculo sob a in
fluência de 1 y de Ach m ostrou-se sensível, apresentando uma 
tensão de 12 grs aproxim adam ente. Lavada a preparação- e sub
m etido o músculo à influência da Ach na  concentração de 1 
:ry, praticam ente não houve resposta, mas na terceira vez, o 
músculo reagiu a essa mesma concentração com uma tensão 
de 13 grs. Repetida a operação, obteve-se um a curva aproxi
m adam ente igual; reduzida a concentração do éster a 0.01 \ty 
obtiveram -se curvas de tensões cada vez m enores.

Os gráficos da Fig. 7 m ostram  as variações das tensões do 
músculo quando submetido a doses m ínim as de acetilcolina des
de 0.5 [Ty até 5 [j.y. Como se vê, persiste um a proporção en tre  o 
grau de tensão e a concentração de éster; variando-se a concen
tração de 0.5 y[r até 5 y, as tensões passaram  de 2,5 g r até 11 grs.

O gráfico da Fig. 8 m ostra as variações das tensões desde 
a dosagem dim inuta de 0.0005 yi* a té  0.1 jxy, indo de 1 gr a té  
18 grs respectivam ente as tensões do músculo.

IV

INFLUÊNCIA DA ATROPINA, DO CURARE E DA 
HISTAMINA

O músculo longitudinal de H. grisea não apresenta reação 
algum a quando se utilizam  essas substâncias, isto é, atropina, 
curare ou histam ina em determ inadas concentrações.

E ’ interessante, também, o fato de não se notar aqui a co
nhecida influência antagônica da atropina à A ch como ocorre 
nos músculos lisos de V ertebrados. O gráfico da Fig. 8 m ostra 
falta  de reação do músculo quando subm etido à A tropina a





0.02y(ji e reação sensível do músculo logo após a ação da acetil- 
colina a 0.1 (ry.

Como se vê ainda na Fig. 8 submetido o músculo ao Cura
re (100 mg de d-tubo-curarina) não se observa reação; in tro
duzida a seguir, a Ach (0.1 [/.y) no banho, o músculo contrai-se.

Em outras experiências pudemos verificar que qualquer 
que seja a concentração de atropina em pregada nunca se ve
rifica antagonismo ao é s te r .

Tam bém  o efeito da histam ina sôbre o m. longitudinal é 
negativo, em qualquer concentração. Submetido o mm. a esta 
substância não se observa reação a lgum a. Lavada ou não a pre
paração, e fazendo-se agir a Ach (1 ji-y) im ediatam ente êle se 
co n tra i.

V

INFLUÊNCIA DA NICOTINA

Se os mm. longitudinais de H. grisea se m ostram  insensí
veis à Atropina, ao Curare e à Histam ina, o mesmo não acontece 
quando em presença de nicotina.

A diferença com a contração determ inada pela Ach está 
no fato de, sob a influência da Nicotina, o músculo en tra r pra
ticam ente em contratura . Como foi visto, um a das particu lari
dades im portantes dêste músculo é o seu rápido e imediato re
laxam ento após a lavagem da preparação em A ch . Neste parti
cular está a principal diferença entre a influência da Ach ;e da 
N icotina. A contração provocada pelo alcalóide perm anece por 
10 a 30 m inutos ou mais não obstante as lavagens sucessivas 'da 
p reparação .

VI

COMENTÁRIOS

Como se vê pelos resultados obtidos, é inegável a extrem a 
sensibilidade dos músculos longitudinais de H. grisea à A ch. O
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músculo reage intensam ente ao éster, em doses ínfimas, ou se
ja  até 0.01 (xpLy (1 x 10-14). Conseguimos, assim, em nossas expe
riências reg istrar m aior sensibilidade do referido músculo à 
Ach que as indicadas por outros autores (Bacq, 1937; p. 176; 
M oussatché, 1949, p. 525; Sawaya, 1951, p. 41; M oussatché & 
Aronson, 1951, p. 220; Ambache & Sawaya, 1953, p. 53; e Sa
w aya, 1954, p. 193).

O utro fato digno de especial menção vem a ser a ineficácia 
da A tropina, reconhecidam ente antagonista da Ach e a ausên
cia de reação do músculo à H istam ina e ao Curare.

Parece da mais alta im portância esta pronta  reação do mús
culo à Ach e o seu rápido e imediato relaxam ento. Esta reação 
é, como vimos, im ediata, não obstante a atividade eolinesterá- 
sica existente no músculo (Bacq & Nachmannson, 1937, p. 369; 
Saw aya & Mendes, 1953, p. 730). A relação entre a sensibili
dade à Ach e a atividade colinesterásica é ponto ainda a ser 
elucidado . E’ de se lem brar, porém, que o referido músculo pos
sui quantidades apreciáveis de acetilcolina (Bacq, 1939, p. 29; 
1947, p. 77) as quais agiriam  talvez como elemento adjuvante 
durante  a contração. Como se sabe, é um  músculo de baixo 
consumo de oxigênio (0.215 mm3 por m iligram a de pêso sêco por 
hora, cf. Mendes, 1954, p. 178; 1954, p. 180) se comparado com 
músculos lisos de homeotermos.

Ainda no que se refere à Ach, é digno de nota o compor
tam ento  singular do músculo longitudinal, se cotejarm os com 
o que ocorre nos músculos estriados dos Vertebrados, não se 
verificando o efeito antagônico da atropina conhecido nestes 
últim os músculos.

P or outro lado, as únicas substâncias a que o músculo rea
ge vêm a ser a Ach e a Nicotina, sendo bem  distintas as dife
renças do comportamento do mesmo em relação a  ambas estas 
substâncias durante a fase de relaxam ento . Como se viu, lava
da a preparação após a contração sob a influência da Ach, o 
m úsculo volta rápida e im ediatam ente à posição prim itiva, mas, 
no caso da Nicotina, a contração é mais duradoura dando-se o 
relaxam ento somente em ca. de 10-30 m inutos após a lavagem .
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Cum pre lem brar, neste particular, que os resultados obti
dos com o músculo longitudinal de H. grisea só em parte  confir
m am  os de Bacq (1937, p. 175) com os de H. stellata. Realm en
te, em ambas, os músculos longitudinais são extrem am ente sen
síveis à Ach, mas, enquanto que nos de HL grisea não oferecem 
reação à histam ina, o contrário se dá com os de H. stellata. De
vido a êste fato, Bacq (l.'c.) diz que os mm. longitudinais des
ta  holotúria são inadequados para  identificação ou dosagem da 
acetilcolina em um  perfusado de água do m ar.

Talvez êsse comportam ento diferente dos músculos longi
tudinais de H. grisea e de H. stellata corra por conta da dife
rença de espécie ou de qualquer modalidade técnica.

Outro fato in teressante vem a ser a extrem a redução do 
comprimento do músculo logo após separado do coipo do ani
m al. Como foi dito, esta redução póde ser até da ordem de 
80%. Além disso, músculos assim fortem ente contraídos podem 
ser m ecânicam ente d istendidos. Cessada a distensão, voltam  de
pois ao grau de extrem a contração, comportando-se como uma 
fita elástica.

As preparações histológicas de músculos completam ente 
distendidos m ostram  as fibras m usculares delgadíssimas, dis
postas um as ao lado das outras, paralelam ente (Fig. 9). Já  
nas preparações em que os músculos foram  fixados em estado 
de m áxim a contração, tais fibras têem aspecto sinusóide, bem 
característico .

A Fig. 10 apresenta um a preparação em que em parte  o 
músculo se m ostra contraído e em parte  distendido. Nesta p re
paração vêem-se perfeitam ente os aspectos supra m encionados. 
Esta grande capacidade de contração do músculo pode ser ex
plicada pelo fato de, na extensão máxima, as fibras m uscula
res que se achavam  contraídas e, portanto, em disposição si
nusóide, distenderem -se e deslizarem-se um as sôbre as outras 
de modo a dar ao músculo o aspecto típico de fibras m uscula
res paralelas.

Outro fenômeno para  o qual pensamos se deva cham ar a 
atenção vem a ser a progressiva distensão do músculo que se 
obtém  principalm ente em preparações que perm aneceram  vá-
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rias horas na geladeira ou mesmo em preparações frescas usa
das durante longo tempo no aparelho de perfusão.

E’ m uito comum, quando se toma um  músculo já  em con
tração, com cêrca de 3 cms de comprimento e se o subm ete à 
ação da Ach a várias concentrações, não re to rnar êle exatam en
te ao estado prim itivo, mas apresentar em relação a êste, um 
certo grau de distensão, o qual vai aum entando pouco a pouco 
até um lim ite que ocorre quando o músculo se torna p ratica
m ente insensível a doses mesmo altas de acetilcolina.

Como causa dêsse fenômeno foi lem brada a própria Ach 
que, além  do efeito de determ inar a contração rápida do m ús
culo, tam bém  teria  um a ação sôbre a m iofibrila de tal modo a 
provocar o seu relaxam ento gradativo com perda da elastici
dade, ou induziria talvez um a certa disposição do sarcoplasma, 
fazendo-o perder o seu poder contrátil. A êste fenômeno deu- 
se o nome de “efeito de acetilcolina” (Sawaya, 1951, p. 41). 
Não obstante o grau  de conhecimento que se tem  da e s tru tu 
ra  dos mm. longitudinais (A ntunes 1954, p. 167; Mendes 1954, p. 
145) e mesmo de sua u ltraestru tu ra  (G. A. Edwards & P. S. 
Santos, comunicação pessoal) ainda não se encontrou explica
ção para  o chamado “efeito da acetilcolina” .

Cum pre ainda cham ar a atenção para  o fato de tal efeito 
ocorrer apenas com a Ach, 'pois a nicotina não o de te rm ina .

Além destas observações deduzidas das experiências reali
zadas, vale a pena relem brar alguns fatos relacionados com o 
com portam ento do anim al vivo e o alto poder de contração dos 
músculos longitudinais.

Quando P an tin  & Saw aya (1953, p. 51) efetuaram  várias 
experiências para  m edir a variação do corpo do anim al em di
ferentes condições, puderam  correlacionar o alto poder de con
tração dos músculos longitudinais com aquela variação . Assim, 
um a holotúria  depositada num  aquário com água, periodica
m ente suga o fluído pela cloaca, expulsando-o depois de algum 
tem po. Com isso faz v a ria r  o volume do corpo de 10%. Evi
dentem ente, conform e verificaram  aquêles autores, esta varia 
ção decorre principalm ente da contração conjugada dos m ús
culos longitudinais e circulares do anim al.
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VII

RESUMO

Demonstrou-se a grande sensibilidade do m. longitudinal 
de H. grisea à Ach. Os ensaios fazem-se com grande rapidez, 
se comparados com os outros métodos usualm ente preconizados 
n a  determ inação do teor da Ach em extratos de tecidos.

Confirmou-se a sensibilidade do m. longitudinal de H. gri
sea à acetilcolina na dose de 1 x 1Q-14 ou 'sejam 0.01 por ml. 
Verificou-se ainda mais a estre ita  relação en tre  a concentração 
do éster e a intensidade de contração. Isto pôde ser bem ava
liado com o uso de alavancas semi-isométricas, com as quais 
se obtiveram  os registros gráficos que possibilitaram  a avalia
ção da tensão dos m úsculos. Tomando-se os valores médios das 
tensões e comparando-os com as concentrações de Acetilcoli
na obteve-se um  gráfico bastante significativo (Fig. n. 3).

Demonstrou-se ainda mais que o m. longitudinal de H. gri
sea não reage à atropina e nem  à histam ina. E’, porém, sen
sível à nicotina. As diferenças das contrações decorrentes da 
ação da Ach e da nicotina, estão no fato de ser o referido m. 
m uito mais sensível à prim eira que à segunda substância. Além 
•disso, o período de contração é m uito mais longo quando o mes
mo se acha sob a influência alcalóide que do éster colínico.

Visto ser muito rápida a volta do músculo ao estado nor
mal, após a lavagem do mesmo quando se encontra sob a in 
fluência da acetilcolina é o mesmo recomendado nos métodos 
rápidos de ensaios do teor do éster nos extratos de tecidos.

Não se observaram  em tôdas as experiências os movimen
tos espontâneos, assinalados por outros autores, em mm. longi
tudinais de holotúrias (Bacq 1926, p. 172 em H. tubulosa e 
Stichopus badionotus; Moussatché, 1941, em H. grisea) o que 
recom enda o uso dêsse músculo para as dosagens de Ach.

A tribuiu-se a ocorrência de movimentos espontâneos a pre
cárias condições dos anim ais m antidos nos aquários. Chama-se 
a atenção neste particular, para  o fato de, quando tais condi
ções forem  realm ente precárias, a holotúria poder chegar a ex
p u lsa r as vísceras.
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Alude-se ainda ao fenômeno denominado por Sawaya (1951, 
P- 41) “efeito de acetilcolina” que consiste na ação extensora 
que o éster, ao fim  de algum  tempo, provoca no m úsculo. Êste 
fenômeno foi várias vézes verificado nas experiências aqui 
realizadas.

Finalm ente, nos comentários lem bram -se vários dados da 
bibliografia recente em especial a relação en tre  o forte  poder 
de contração dos mm. longitudinais e as variações de volume 
do corpo de H. grisea como Pantin  & Saw aya tiveram  oportu
nidade de determ inar em 1953, aspectos que se podem tam bém  
relacionar com a es tru tu ra  especial dêste mms, assunto êste 
tam bém  aqui, objeto de estudo.

Em  conclusão:
1. O músculo longitudinal de H. grisea é extrem am ente sen

sível à influência da acetilcolina, contraindo-se quando sob 
a influência dêste éster na concentração de 0.01 p.p.y (1 x 
10-I J) . Lavada a preparação, o relaxam ento do músculo é 
im ediato .

2. O músculo longitudinal de H. grisea não reage em presen
ça da atropina, da histam ina e do curare.

3. A atropina não impede a ação da A ch .
4. Dada a grande sensibilidade do m. longitudinal de H. gri

sea à Ach e a relação aproxim adam ente constante en tre  a 
intensidade da contração e a concentração da droga, e a in 
da mais, à vista do imediato relaxam ento do referido m ús
culo quando subtraído à ação, pode ser recomendado co
mo m aterial excelente para  a determ inação do teor de ace
tilcolina nos extratos de tecidos. <

5. O m. longitudinal de H. grisea, quando perfundido com 
água do m ar filtrada, não apresenta contrações espontâneas.

6. D iscutiram -se as relações en tre  o comportam ento de H. gri
sea, as propriedades dos mm. longitudinais e a es tru tu ra  
dos mesmos.

7. O músculo longitudinal de H. grisea reage tam bém  à nico
tina  . Lavada a preparação o relaxam ento do músculo dá-se 
som ente após 20-30 m inutos.
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V III

SUMMARY

ON THE PH Y SIO LO GY  OF THE LONGITUDINAL 
M USCLES OF HOLOTHURIA GRISEA.

D istribution of the striated  and smooth muscles in  Inver
tebrates and V ertebrates presents a great deal of variation. In 
the la te r the somatic muscles are always striated  and the vis
ceral ones are smooth, except the cardiac muscle. But in In 
vertebrates, there  are some classes as, for exemple, the Insects, 
in  which the m usculature is exclusively striated, and in others, 
as the Echinoderms, all the muscles are smooth.

The physiology of such muscles of Invertebrates has de
veloped in several directions by the use of m odern techniques 
of research, chiefly those introduced in pharm acology.

This paper deals w ith  some in teresting aspects presented 
by the longitudinal muscles of one of the most common Holo- 
thurians found at the Brazilian coast — the Holothuria grisea, 
Selenka 1867.

The longitudinal muscles of several species of holothurians 
has been investigated before by different authors. Bacq (1937, 
p. 174), M oussatché (1949, p. 521), Sawaya (1951, p. 41), Am- 
bache & Sawaya (1953, p. 53) and others have dem onstrated 
the great sensitivity of those holothurian muscles to Acetyl
choline, which was m entitioned by Sawaya (1. c.) as to about 1 
x 10-14, tha t is .01 /x[j.y per ml of sea w ater.

In  order to confirm  the different results referred  to in 
curren t litte ratu re, and as an attem pt to introduce a simple 
and inexpensive m ethod for biological assay of Ach, several 
experim ents were perform ed by using the longitudinal m us
cles of Holothuria grisea, captured at the M arine Biological 
Laboratory of São Sebastião (L. B. M.) and m aintained in  the 
laboratory of the D epartm ent of General and Animal Physio
logy, in  São Paulo, w here several anim als w ere transferred  to
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in  good conditions. These Echinoderms w ere kept alive for a 
long tim e at the laboratory in  running filtered  sea-w ater.

Resting holothurians frequently  m easure ca. 40 cm in length, 
bu t this figure falls to about 20 or 15 cm w hen the animals 
are irr ita ted . If the stim ulus is strong enough the holothu
rians expulse the intestines, as it is well known.

W hen the longitudinal muscles are taken  off from  the 
body the original length  of 40 cm of resting anim als can be 
reduced to about 2 cm. Some peculiarities of the struc tu re  of 
those muscles are responsible for this rem arkable shortening 
as will be seen la te r.

For perfusing fluid filtered  sea w ater was employed in the 
commun perfusing bath . A piece of 2 to 3 cm of the 
longitudinal muscle of recently captured holothurians was im 
m ersed in a filtered  sea w ater bath  of about 10 ml capacity 
and a ra th e r strong stream  of a ir is passed through the sus
pending flu id  for securing prom pt m ixing and supplying of 
oxygen.

The muscle was attached to a gimbal or shield modified 
level and after resting for some tim e known doses of Ach (Ace
tylcholine Roche) e ither A tropine sulfate (Roche or M erck), 
H istam ine (hi-hydrochloride of histam in from  Pfanstiehl Che
mical Co.), d-tubo-curarine (bios Laboratories) or Nicotine 
(Eastm an Organic Chemicals) w ere added to the perfusing bath, 
and the contractions recorded according to the common ph ar
macological techn iques.

The results are shown on the several recordings. Fig. n. 1 re
cords the m uscular contraction a fte r  addition of .001 to .01 f/.y of 
Ach. It is noted th a t a fte r each dose of Ach the muscle contracts 
very quickly and a fte r w ashing relaxation follows prom ptly 
(less than  3 m inutes on average), so th a t w ith in  lim ited time 
m any experim ents can be done .

O ther experim ents w ere used w ith  semi-isometric levels, 
in order to see the relationship betw een the doses of the drug 
and the m uscular tension. Fig. n. 2, indicates several results by 
which a relation betw een the tension of the muscle and the con
centration of Ach can be detected. Fig. n. 3 shows the 'mean
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values obtained in several experim ents by the use of different 
doses of Ach. These results perm it us to recom mend the use 
of the longitudinal muscles of H. grisea for biological assays. 
In  Fig. n. 4 the in tensity  of the contraction of the m uscles de
term ined by 2 p.y to 20 mg of Ach can be seen, and in Fig. n. 
5 the effect of m inim al doses of the ester (5 meg) is clearly seen. 
By using a very small doses of Ach (. 01 p-y) very often no reac
tion of the  muscle is recorded, b u t by repetition of the experi
m ent afte r a little  la te r the muscle starts to react. This pheno
m enon is compared to th a t of facilitation.

Correlation betw een concentration of Ach and tension of 
the muscle are indicated in  Fig. 7, w hen  small doses of Ach (.5 
to 5 ij.y) are employed and the tensions vary  intensively (from  
2.5 gr 'to 11 g r .) . If less concentrated solution of Ach is used in 
the bath  (.0005 p.y to .1 y) the tensions vary  from  1 gr to 18 gr.

No influence was observed w hen either atropine, histam ine 
or d-tubo curarine were added to the ba th . Also, the  well 
known anatogonism betw een atropine and Ach is not noticed 
in  the longitudinal muscle of H. grisea.

Besides Ach only Nicotine has a strong effect on that 
m uscle. The difference betw een the two effects, those of 
Ach and those'of Nicotine, is that the alcaloid provokes stron
ger and more stable contraction of the m uscle. A nother diffe
rence is tha t when the preparations is.washed out, a fte r Ach, the 
muscle relaxes im m ediately (3 m inutes on the average) and af
te r  the action of Nicotine the relaxation does not occur in  less 
than 20 to 30 minutes. Very often under Nicotine influence the 
muscle rem ains in contracture of a long time, in  spite of several 
renew ing of the filtered sea w ater of the bath . By toxic dose 
of Nicotine (1 x 10-2) the muscle does not recover a t all.

Ach acts not only by prom oting the contraction of the lon
gitudinal muscle of H. grisea but also after the  addition of the 
drug to the bath  the muscle presents, a fter washing, a 
continuous extension in the length. If the muscle stays 
for a long tim e in experim ents, about 5 or 8 hours, or if the m us
cle used has been kept long enough in the ice-box, the extension 
a fte r relaxation is progressively m ore and m ore intense. It
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seems tha t e ither the Ach has some effect on the myofibers, 01 
acts on the sarcoplasm a in order to determ ine a lose of con
tractility , because under these conditions the preparation be
came less sensitive to A ch . This peculiarity  of the longitudinal 
muscle is called “acetylcholine effect” . Up to now no other ex
planation has been found for this “acetylcholine effect” of the  
longitudinal muscle of H. grisea.

The structu re  of these muscles was also studied. Out of the  
body the muscle presents very  strong contraction, has been said, 
the length pass from  40 cm to 2 or 3 cm, bu t if an extension 
is made by pulling at both ends the prim itive length can be 
reached. As a m atter of fact this behaviour of the muscle is 
in relation to the disposition of its m yofibers as can be seen in  
Fig. n. 9 and 10. In the extended muscle (Fig. 9) the m yofibers 
have parallel disposition, bu t in  contracted muscle (Fig. 10) 
they appear in sinusoidal fo rm . The abundance of collagen also 
may take p a rt in the strong elasticity of th a t muscle.

Finally,, according to Pan tin  & Sawaya (1953, p. 51) the
longitudinal muscles of H. grisea and the circular ones are  res-
posible for the continuous changes of the body volum e. The 
animals, as have been shown, a lters the body volum e from  about 
10% by expelling sea w ater through the cloaca.

CONCLUSIONS

1. The longitudinal muscles of Holothuria grisea are ex tre 
mely sensitive to A ch . They contract im m ediately afte r ad
ding .01 ix/ry (1 x 10-14) of Ach to the perfusion ba th . A fter 
washing, relaxation follows im m ediately.

2. The longitudinal muscles of H. grisea are insensitive to 
atropine, histam ine or d -tubo-curarine.

3. A tropine sulfate does not block the effect of Ach.

4. In view  of the g rea t sensitivity  of those muscles to Ach
and to the close relation betw een the in tensity  of contrac
tion and the concentration of the drug, those muscles are 
recom m ended for biological assays in  order to determ ine 
the  am ount of Ach in  tissues ex tracts.
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5. The longitudinal muscles of H. grisea norm ally do not p re
sent spontaneous contractions.

6. The behaviour of those muscles is discussed according its 
microscopical s tru c tu re .

7. The longitudinal muscules of H. grisea are also sensitive 
do nicotine. A fter w ashing they do not relax immediately, 
bu t only afte r 20-30 m inutes.
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