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HISTAMINA E TOXINAS PROTEICAS NO VENENO DE ABELHA

K. SLOTTA & P. BORCHERT

(Dep. Cientifico- da Ind.. Farm. Endochimica S/A, com a colaboragdo do Inst. Butanian).

Os sintomas de um choque histaminico compéem um quadro clinico tio
semelhante aos do choque provocado por peptona, tripsina, venenos ofidicos ou
choque anafilatico, que se pensou as vezes ser a histamina a unica causa de
choques. Sua forte acio nos epitélios e capilares, na contragio do musculo liso
e na secreqao glandular endocrina, principalmente na hipofise e suprarrenal com
todas as suas consequéncias, parece falar em favor desta hipotese (1). Mas o
choque é um fenomeno muito mais complexo ; e sabe-se que neste estado nio s6 a
histamina mas também a heparina é liberada em quantidade proporcional (2).
Muitos fatos levam a crer que a histamina como a heparina tém a mesma
origem, isto €, nas mastcélulas, as quais contém quantidades variiveis de hepari-
na e histamina mas com uma certa relacio entre si (3). Principalmente ricos
em histamina sio os mitocondrios das células hepaticas que perdem durante o
rhoque cérca de metade do seu teor em histamina (4). Pode-se supor que a
histamina se forma durante o choque da histidina pela histidina-decarboxilase
¢ que por outro lado também pode-se dar uma destruigio da histamina pela
histaminase. Porém, provavelmente nenhuma destas suposighes representa, em
grau apreciavel, a realidade. Visto como aminas proprias ou estranhas ao
organismo podem ser ligadas muito facilmente as proteinas (5), é bem provivel
que a histamina mesma ja exista dentro das mastcélulas higada a proteina.
Quando as mastcélulas sio destruidas por certas substancias, a histamina e a
heparina sio hiberadas, produzindo o choque.

Portanto, para a producio de um choque € sempre necessiria a presenga
de histamina ou de uma toxina, que pode entrar no organismo como tal ou
pode ser formada, depois de um certo tempo no organismo, de substincias em
si indcuas, poréem estranhas ao corpo, como a peptona ou albumina sérica (ana-
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filatoxina). Existe também a possibilidade da transformacio de tecido trauma-
tizado, sem entrada de substincias alheias, conhecida como choque traumitico.
Finalmente conhecemos também o fato de toxinas estranhas, agindo como “to-
xinas de arranque”, produzirem, nas células do organismo, “toxinas secundirias”
que causam choque pela liberagio da histamina, heparina e talvez também da
acetilcolina.  Estas toxinas secundirias foram descritas como “slow reacting
substances” (SRS) (6) e bradicinina (7); trata-se de proteinas de péso mole-
cular e composigio variavel, caracterizadas pela acio miisculo-constritora retar-
dada, duradoura e que agem somente uma tinica vez intensamente no mesmo
muisculo.

Bactérias, insetos e serpentes produzem toxinas protéicas que exercem por
si_préprias uma agdo sobre o tonus muscular e pressio arterial, que além disso
tém acdo toxica, liberando histamina e heparina de células. Entretanto, sua
agio consiste principalmente na liberagio de toxinas secundirias como SRS e
bradicinina, que posteriormente provocam o choque pela liberagio de histamina.
Estas “toxinas de arranque” possuem naturalmente um interésse especial devido
a sua aciio semelhante a uma “avalanche”. Todavia. a sua investigacio quimica
e farmacologica torna-se dificil, por tres razdes: 1) sio proteinas assim como
as toxinas por elas produzidas, oferecendo todas as dificuldades da quimica das
proteinas; 2) uma mesma secre¢io venenosa pode conter diferentes “ proteinas
de arranque”™ e 3) a verificacio de sua aciio sobre o intestino ¢ dificultada
pela histamina que pode provir de duas fontes: da secrecio venenosa propria
ou das células do organismo atacado. Hoje, felizmente, temos a possibilidade
de distinguir entre o efeito da histamina e o das toxinas, usando substincias
anti-histaminicas que bloqueiam a agio da histamina, sem contudo influenciar a
acio das toxinas protéicas.

Nos venenos ofidicos por nés investigados falta a histamina, enquanto certos
polens (8), bactérias e insetos a contém. A toxina de estafilococos contém,
além da proteina toxica que libera a histamina, ainda histamina (9). O mesmo
fato foi verificado recentemente no caso de Streptomyces onde se conseguiu se-
parar histamina d'uma substancia “XX" que contraiu fortemente o intestino del-
gado, agdo essa ndo influenciada pelo “Neo-Antergan” (10).

Existe histamina, ao lado das toxinas protéicas, também nas secrecies
venenosas de insetos. A cabega do mosquito (Culex pipiens) contém 6 a 7 vezes
mais histamina do que o resto do corpo e depois da picada o conteido de
histamina na cabega diminti de 309%, enquanto no corpo fica o mesmo.
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Também o veneno da centopéia contém histanmina (11). Ha muito tempo
estudou-se o conteudo e histamina do venenc de abelha, supondo que uma das
acoes terapéuticas deste veneno € devido ao seu teor em histamina. Até agora
nio foi possivel determinar exatamente a quantidade de histamina nesta se-
crecao- Achamos sdmente um trabalho sobre a determinagio quimica quan-
titativa de histamina no veneno de abelha na literatura: Remert (12) achou
0,29% de histamina basica por éle isolada em forma de 1,0% de dipicrato de
histamina. Outros (13) limitam-se a declarar que éles *‘caracterizaram o
dipicrato de histamina pelo ponto de fusio” ou que “uma insulagio quimica da
histamina nio era possivel ao contrario das indicagoes da hiteratura” (14).

Pelo desenvolvimento da electroforese em papel pareceu-nos possivel escla-
recer este ponto. Usamos veneno cru de abelha que foi conseguido por meio
de trituragio do aparelho venenoso das abelhas, extragio com acido formico
N/2 e lofilizagio. Assim procedemos porque Reinert (12) achou que no veneno
cru_de abelha se encontra 4 vezes mais histamina do que no assim chamado
veneno parificado por precipitagio com dcido picrico. Pela electroforese em
papel do veneno, eluicio da fracio de maior deslocacio e determinacio colorimé-
trica, achamos (€35 até 045% de histanuna basica. Também por meio da
fotometria direta da fracio tingida pelo acido sulfanilico diazotado achou-se o
conteudo entre C,40 até 0,48% de histamina basica.

Mas também por meio biologico. com determinagio de contracio do ileo
de cobaia conforme o método clissico (13), alcanca-se o mesmo resultado.
Fluimos a fragio histammica da tira de papel da electroforese e comparamos o
aumento de tonus obtido com esta solugio, com o produzido por diferentes quan-
tidades de histamina, resultando um contzudo de 0,34 até 043% de histamin:
basica no veneno de abelha séco.

Como mostraremos mais adiante, o veneno de abelha contém duas outras
substancias constritoras do intestino, pertencentes ao grupo das “toxinas de
arranque’’, tio importantes no mecanismo do chogque. Ambas agem somente
depois de um tempo determinado de indugio de 35 respectivamente 60 segundos,
enquanto a histamina age imediatamente. Apos a descoberta déste fate tor-
nou-se possivel a avaliagio exata, per meio de experiéncia biologica, da quan-
tidade de histamina contida no veneno cri de abelha, sem prévia separacio elec-
troforética: também assim achamos um teor de 0,35 até 0409 de histamina.

Todavia, nao se pode em caso algum exagerar no efeito integral do veneno
de abelhas a agio da histamina. Quando dividimos o veneno cri por electroforese
em papel durante 63 horas, recebemos os resultados da figura 1.
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Ficrura 1

Elciroforese de veneno eru de abelha

Quantidade aplicada: — 1 mg.

Tampio: — hitalato de potassio/NaOH; pH 4.60
Forca iomica calculada: — 021

lemperatura: — 18-20°C

Tempo de duracio: — 63 hs; 120 V: 025 mA/cm
Pap=l: — Whatman 1

Corante: — “ Amidoschwarz 10 B"
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Como a fragao histaminica neste tempo ja saiu da tira, encontram-se soO-
mente 8 fragdes protéicas tingidas por “Amidoschwarz 10 B”. Naturalmente
supomos que uma destas fragdes seja a proteina com atividade sobre o intes-
tino. Igualmente como se verificou nas bactérias (9,10) e nos venenos ofidicos
(16), alguns cientistas ja observaram que o veneno das abelhas provoca uma
contrag@o duradoura da musculatura hsa. Uma nova aplicagio do veneno no
mesmo pedaco de intestino quase nio tem efeito, indicando uma dessensibili-
zacao (14, 17).

A semelhanca da acio sobre o intestino do venesno de abelha com a das
serpentes pode-se verificar claramente. comparando as curvas na figura 2,

1 11
Th e I
Ficura 2

1) 100y veneno cra de abelha

2) lavagem

3) ly histamina

4) lavagem

5) 10y veneno cri de abelha

6) - ly histamina

7) Intestino movo

8) 100y wveneno cru de Crotalus t L.

9) lavagem

10) 4y histamina

11) lavagem

12) 100y veneno cria de Crotalus t. t.
(cuba de 100 cm3)

No ponto 1 um pedaco de intestino muito sensivel foi exposto ao veneno
de abelha. Observa-se claramente a acio imediata da histamina contida no
veneno cri que se destaca claramente contra as acdes retardadas, mas mais
duradouras, das outras componentes ativas. Mesmo tendo o intestino agido
imediata e fortemente com pequenissimas quantidades de histamina (ponto 3 ¢ 6),
nenhuma agio se deu com nova aplicagio de veneno (ponto 3).

A curva seguida ao ponto 8 mostra a contragio de um outro pedaco intestinal,
por acaso muito menos sensivel, sob a influéncia de veneno crii de Crotaius
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terrificus. Depois de 30 segundos de indugio verifica-se também aqui a acio
duradoura deste veneno protéico. Apos a lavagem o musculo responde a his-
tamina perfeitamente (ponto 10) enquanto que adicionando novamente veneno
crotalico (ponto 12) verifica-se pequena acio, indicando uma dessensibilizacio.
Queremos mencionar ainda que intestino primeiramente tratado com veneno de
abelha a 1 :1.000.000 mostrou-se dessensibilizado para veneno crotalico a 1:1.000.000
e vice-versa. Mas a acdo da histamina pode ser observada mesmo depois de varias
aplicagoes dos venenos mencionados no mesmo pedaco de intestino. Como era
de esperar pode-se inibir, por substancias anti-histaminicas, a acio do eluato
da fracao histaminica de veneno de abelha da mesma maneira como a da his-
tamina pura. Usamos para este fim Neo-Antergan a 1:10.000. As toxinas
protéicas do veneno de abelha, bem como as toxinas dos venenos ofidicos, con-
servaram sua atividade também em presenca de substancias anti-histaminicas.
Quando experimentamos separadamente os eluatos das fracoes isoladas por
meio de eletroforese em relagio a sua acio constritora, verificamos, com surpresa,
nao se tratar somente de uma, mas de duas “toxinas de arranque”, nitidamente
diferentes na sua acio. Para essas experiencias as 8 fracoes da figura 1 foram
agrupadas em 5 fragoes (veja parte experimental VI) e usaram-se sempre dilui-
goes de 1:10.000.000 destas protemnas (figura 3). Quando a fragao E foi adicio-

Ficura 3

13) Intestine novo

14) 10y do eluato d= electroforese E

15) lavagem

16) 4+ de histamina

17) lavagem

18) 10y do eluato de electroforese C.

19) lavagem

20) 4y de histamina

21) Imtestino novo

22) 10y do eluato de electroforese A

23) lavagem

24) 4y d-= histamina

25) lavagem

26) 10y do eluato de electroforese B
(cuba de 100 cm3)
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prada a um novo pedago de intestino (ponto 14), provocou primeiramente uma
contragao fraca que depois de 60 segundos aumentou, atingindo o maximo
depois de 150 segundos. A caida do tonus se deu com o mesmo gradiente que
o da subida. Porém, a frac¢io C agiu no mesmo pedaco de intestino apos um
curto periodo de inducio de 25 segundos, com subida mais ingreme (ponto 18).
Ao contrario da caida brusca das curvas da histamina, mostrou-se, depois de
alcancar 0 maximo aos 90 segundos, uma descida muito lenta. A fracio D
nao tem efeito, enquanto as fragdes A e B sio muito pouco ativas como se vé
nos pontos 22 e 26. Atribuimos esta a¢io minima a tragos remanecentes da
iragao C, dewvidos a separacio eletroforética incompleta.

Que nas fragoes ativas C e E se trata de duas toxinas de acio e constituicio
diferentes, ja se podia concluir das curvas caracteristicas (como nos pontos 14
e 18). Que estas duas fragoes devem ser duas substancias diferentes verifica-se
quando repetimos as experiéncias com fragies E ¢ C em ordem cronologicamente
invertida no mesmo musculo. Quando primeiramente deiximos agir a fracio
C, consegue-se uma curva idéntica a curva que segue ao ponto 18. Apéds la-
vagem, prova com histamina e segunda lavagem, adicionamos fracio E: nio foi
observada reagio alguma. Enquanto a fracio E nio dessensibiliza o miisculo
contra a agao de fragio C, a fragio C dessensibiliza-o contra a fracio E.

Deixando reagir a fragio C durante tempo suficiente, isto é, 5 até 10
minutos sobre um pedago de ileo (fig. 4 ¢ 5) (ponto 27), lavagem (ponto 28),
prova de histamina (ponto 29), nova lavagem (ponto 30) e aplicagio de uma

M l 1 3
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Ficura 4

Dessensibilizacio d= um pedago de ileo de cobaia pela componente C
27) 100y C (1:1.000.000) (comega apds 25 segundos)

28) lavagem

29) 8y de histamina (1:12.300.000)

30) lavagem

31) 100y C (1:1.000.000)
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outra dose igual de fracio C (ponto 31), ndo hia contragio. Uma curva quase
idéntica resulta da aplicacio de crotoxina (ponto 32); entretanto, a subida
comeca somente depois de 50 segundos. Também néste caso verifica-se =
dessensibilizacio (ponto 35).

Esta comparacio do efeito da crotoxina (18) com o das duas fragdes
do veneno de abelha é de interesse especial, porque se trata, no caso de crote-
xina, de uma proteina uniforme, cristalizada e pura, o que nio se pode dizer
das nossas fracoes do veneno de abelha. Crotoxina é a substancia de efeito
letal do veneno de Crotalus t. t., que pode ser neutralizado pelo anti-soro corres-
pondente (19). Enquanto crotoxina mostra uma variedade de agdes enzimicas,
como por exemplo a transformagio de lecitina em lisolecitina (18), o desdobra-
mento do dcido hialuronico e os efeitos inibidores sobre oxidases e succino-dehi-
drase (20), nio hda razio de responsabilizar nem mesmo a soma destas agoes
enzimicas pela totalidade da toxicidez desta proteina. Crotoxina age fortemente
na musculatura lisa e na pressio arterial. Ela produz toxinas secundianas que,
da mesma forma como a propria crotoxina, libertam histamina e heparina das
células e tecidos. Esta sequéncia de reacies esclarece perfeitamente a sua

toxicidez.

Ficura 5

Dessensibilizagio d= um pedaco de ileo de cobaia pela crotoxina
32) 100y de crotoxina (1:1.000.000) (comeca apés 50 seg.)
33) lavagem
34) 4y de histamina (1 :25.000.000)

35) lavagsm
36) 100y de crotoxina (1 :1.000.000)

As nossas tragies ativas do veneno de abelha, bem como a crotoxina pare-
cem-nos substancias toxicas com propriedades enzimicas suplementares.
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PARTE EXPERIMENTAL

I. Extragio do veneno crii de abelha. — As glandulas peconhentas e os
ferrdes de 1800 abelhas vivas foram arrancados com pinga e colocados em
alcool a 96%. Apds evaporacio do ilcool e secagem no vacuo a temperatura
ambiente, restaram 976 mg de residuo que foram pulverizados no gral, dando
um po cinzento, o qual foi extraido trés vezes com 200 cc cada ver de :cido
formico 0,5 N durante 3 horas i temperatura ambiente. Os extratos reunidos

Ficura 6

Eletroforese de veneno crii de abelha (1) e histamina (2, 3 ¢ 4)
Tampio: — biftalato de potassio/NaOH pH 4,40

Forga idnica calculada: — 0.2 P
Temperatura: — 18-20°C
Tempo de duracio: — 5 horas: 120 V; 025 mA/cm

Papel: — Whatman 1

Corante: — dcido sulfanilico diazotado
Tiran®1 25 mg. veneno crii de abelha
Tiran® 2 30 v histamina

Tira n®3 20 v histamina

Tira n.® 4 10 v histamina
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foram centrifugados, filtrados e liofilizados, resultando 610 mg de uma massa
amarelada, cerosa e higroscopica, usada em tedas as experiéncias subsequentes
e denominada “veneno cru de abelha™,

I1. Electroforese do veneno cri de abelha. — A electroforese foi feita numa
cimara construida de “Plexiglas” com capacidade para 8 tiras de 4 x 28 cm
(=lectroforese pequena) ou para uma so6 folha de 24 x 38 cm (electroforese
grande). A aplicagio da solucio do veneno para a electroforese grande fo

feita com um dispositivo mecanico (21), permitindo a aplicagio de 10 a 100
mg de veneno de uma so vez.

1) Separacao da histamina do veneno crii de abelha. A separagio da his-
tamina pode ser efetuada com qualquer tampio acido. A histamina desloca-se,
junto com as outras fragbes protéicas do veneno, para o citodo e, sendo sua
velocidade muito maior, separa-se quantitativamente destas. Junto com ela
acha-se somente uma fragio muito pequena, tingivel com “Amidoschwarz 10 B".
Identificou-se a fracio histaminica fazendo-se a electroforese paralelamente em
tiras com histamina pura. A figura 6, tira n.° 1, mostra a fracio histaminica
do veneno tingida por acido sulfanilico diazotado e as tiras n® 2, 3 ¢ 4 com
diferentes quantidades de histamina pura.

2) Separagio do veneno crii de abelha em & fracoes. Para éste fim tam-
poes de citrato (22) e especialmente de biftalato (23) sio muito satisfatorios,
permitindo o dltimo o desdobramento em 8 fracdes (fig. 1), sem contar a fragio
histaminica e a pequena fragio protéica que a segue.

III. Reacdes colonidas para a wdentificacdo da histamina no papel. Alguns

autores (24) dio vanantes da rea¢io de Pauly (com dcido sulfanilico diazotado)
para identificar histamina também no papel.

Ao lado do método mais usual, isto ¢, nebulizacio duma solugio alcalina
de acido sulfanilico diazotado, parece digna de nota a técnica (25) que seca
a tira de papel e banha-a rapidamente numa solugio alcalina de p-bromoanilina
diazotada que tinge de vermelho o lugar da histamina.

Estavamos interessados em achar uma reacio colorida especifica da hista-
mina que diferenciasse esta da histidina e da tirosina. Procuramos entio uma
reacio com outros compostos diazotados, pois éstes possuem grande sensibilidade
e dio coloragoes muito vivas. Achamos que as anilinas substituidas diazotadas.
p-toluidina. p-cloro-o-metoxi-anilina e p-bromo-anilina formam, sdmente com o
anel imidazolico, coloracies vermelhas mais ou menos vivas, enquanto que tiro-
sina da coloragio fraca amarela. Entretanto, p-nitro-anilina diazotada reage
com o anel imidazolico bem como com tirosina, produzindo uma cor roxa. Orto-
dianisidina diazotada da coloragio marron com imidazolina. Nio conseguimos
achar uma reagio que diferenciasse histidina da histamina.
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Para a técnica de tingimento no papel com compostos diazo, achamos
x-antajusﬁs dois métodos:

a) Prepara-se o cloridrato do composto diazotado. A tira séca de papel
¢ nebulizada com sclugio aquosa a 10% de NaCO, e imeditamente depois com
uma solugio gelada do sal diazonico (1 a 2%) em Na, CO,a 10%. A copulagio
se da com acido sulfanilico diazotado instantaneamente ou dentro de 1 minuto
com p-toluidina diazotada até a intensidade maxima.

b) Preparam-se as seguintes solugoes:
1) NaN( f! C.5%, em HC1 N/10, gelado.
2) Amina, p-toluidina, p-bromo-anilina, etc., 19, em HC1 N/10, ge-
lado.
3) Solugio aquosa de Na CO,a 10%.

A tira de papel é primeiramente nebulizada com solugio 3). Misturam-ze
entdo partes iguais de 1) e 2), deixa-se no gélo por 1 minuto (diazotagio) e
nebuliza-se a solugio gelada sobre a tira ainda molhada com solugio 3). Para
a melhor conservacio da coloragio € aconselhavel nebulizar mais uma vez leve-
mente com 3, depois de alcancar a intensidade maxima.

IV. Eluigcio das fracies. — Em vez de usar uma das muitas técnicas
comuns de elui¢io bastante demoradas (26), procedemos da seguinte maneira:
os recortes da tira contendo as diferentes fragdes protéicas foram postas junto
com o meio de eluigio (dgua para histamina, solugio aquosa de NaCl a 0,9%
para as fragbes proteicas) em tubos de centrifuga e transformados em polpa com
agitador de vidro em alta rotagio. Apods centrifugacio e decantacio do eluato,
o processo foi repetido 3 a 5 vezes. Os eluatos reunidos, completados para um
volume certo, foram guardados na geladeira. Este método tem a vantagem
de uma eluigio rapida, o que parece importante quando se trata da isolagio de
fracoes sensiveis.

V. Métodos para determinacio quantitativa da histamina no veneno cri
de abelha.

1) Métodos quimicos. — a) Método colorimétrico com acido sulfanilico
diazotado (27). 10 mg de veneno cru de abelha em 0,1 cc. de uma mistura
de partes iguais de soro fisiologico e dcido férmico N/2 foram usadas numa
“electroforese grande” (1 mA/cm; 3,5 hs; tampic: acetato, pH 4,5 (28);
papel: Whatman n° 1 (24 x 38 cm). Apds a electroforese o papel foi séco
em corrente de ar frio. Uma tira que ficou em paralelo é tingida com dcido
sulfanilico diazotado para localizacio da histamina. A parte correspondente da
folha grande foir recortada e eluida pelo método descrito em IV) e os eluatos
reunidos ajustados para 100 cc.
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SOLUCOES:

A) Como padrio de histamina usamos duas solugdes aquosas de bifosfato
de histamina puro com teor em histamina (base livre) de 1 e 10
microgramas por cc. respectivamente.

B) 0,2 g do hidrocloreto de diazonio do dcido sulfanilico puro cristalizado
foram dissolvidos rapidamente em 20 cc. de agua em temperatura
ambiente e imediatamente resfriados em agua gelada.

C) Solugio aquosa de Na.CO; a 2,5%, a O°C.

D) Reagente diazo: 1 parte de B) + 2 partes de ().

Diferentes volumes das solugoes padrio (A), sempre completados para 9
cc. nos tubos do colorimetro “Lumetron’” foram misturadas com 1 cc. do
reagente diazo (D) frio e medidas as extingges, usando o filtro verde amarelado
(530mp). Os valores obtidos entre 1 e 10 minutos apos a copulagio deram
curvas padroes que permitiram a determinagio quantitativa de histamina em
solugdo.

Verificamos com éste método que 1 g de veneno crit de abelha contém
3,5 a 4,5 mg de histamina.

b) Meétodo de fotometria direta no papel (método Elphor).

Tiras de papel com quantidades variadas e conhecidas de histamina (neste
caso entre 5 ¢ 30 microgramas) foram electroforizadas durante 5 horas em
paralelo com tiras contendo 2,5 mg do veneno crit de abelha em tampdo de
biftalato de potissio — solugio de NaOH de pH 44 (ou também em outros
tampoes acidos) (veja figura 6). Apds secagem, todas as tiras foram esticadas
entre dois bastdes de vidro e sobre os dois lados foi nebulizada a solugio alcalina
de acido sulfanilico diazotado a O°C (veja Ill-a) até quase saturagio do
papel. [Estas tiras tingidas, sécas entre 60 a 70°C e torpadas transparentes com
mistura bromonaftalina-6leo de parafina (29), foram submetidas a fotometria
direta no instrumento *“Elphor". Feito o grafico, as areas limitadas pelas curvas
foram medidas com planimetro. Da comparagio das dreas resultantes das
curvas padrdes com aquelas com veneno, conchii-se que 2,5 mg de veneno cru
de abelha contém 10 a 12 microgramas de histamina, o que corresponde a
4,0-48 mg por grama do veneno (figura 7).

2) Determinagio biolégica de histamina. a) No eluato da fragio hista-
minica da electroforese (veja V, 1) a). Pelo método usual foi feita comparagao
com histamina, usando ileo de cobaia recém-isolado e conservado em solugio
de Ringer-Locke a 37°C. Comparando as respostas obtidas com 5 cm3 do
eluato com a curva padriio recebemos, numa série de medigoes, sempre resultados
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Ficura 7

Linha padrio para determinacio quantitativa de histamina com
aparelho * Elphor".

Tampdo: — biftalato de potassio/NaOH pH 4,40

Forca ionica calculada: — 021

Temperatura: — 18-20°C

Tempo de duragio: — 5 hs.; 120 V; 025 mA/cm

Papel: — Whatman 1.

entre 1,7 a 2,25 microgramas de histamina, correspondente a 3,4 a 4,5 mg de his-
tamina por grama do veneno.

As solugoes padroes de histamina usadas na confecciio da curva padrio
devem ser recéem-preparadas. Solugdes aquosas de hidrocloreto ou de difosfato
de listamina perdem a sua atividade fisiologica totalmente dentro de 6 dias a
temperatura ambiente, enquanto solugoes em mertiolato 1:1000, dcido monoclo-
ro-acético 1:1000, ou dgua saturada com toluol conservam integralmente a sua
atividade fisiologica sobre o intestino da cobaia. Solugfes aquosas de histamina,
guardadas bem arrolhadas na geladeira, conservam sua atividade durante algumas
semanas. Solugdes “‘estragadas” de histamina, sem atividade fisiologica, dio
entretanto ainda a coloragio vermelha com &cido sulfanilico diazotado, com a
mesma intensidade das recém-preparadas.

b) Diretamente no veneno crit de abelha. Qualquer método, utilizando dire-
tamente o veneno cru, pressupde o conhecimento exato da acio das fracées do ve-
neno, que tem atividade semelhante i da histamina. A histamina age imediatamen-
te sobre o mtestino isolado, enquanto dois outros componentes tém acio depois de
35 a 60 segundos respectivamente (veja VI). Usando cada vez 0,1 mg de veneno



202 HISTAMINA E TOXINAS PROTEICAS NO
o o VENENO DE ABELHA

crii de abelha por cc. na cuba e medindo a contragio imediata, provocada peh
histamina (veja fig. 2, ponto 1), recebémos sempre resultados entre 3,5 e 4
mg de histamina por grama do veneno.

V1. Determinacdo de substincias com agao semelhante a da histamina.
Eluimos, com soro fisiologico de uma tira tratada exatamente como a da
figura 1, antes do tingimento, as seguintes 5 fragdes: 1 4 2 = A; 3 = B;
44+ 54+6=0C;7=De8=E, conforme o método descrito (IV). Comple-
tados os volumes de cada fracio para 50 cc, calculimos o teor em protemas
por cc. pela distribuicio percentual medida, na tira tingida, com o instrumento
*Elphor™: quantidade aplicada — 2 mg.

Fragio Eluato Proteinas Proteinas cc/10y
n2 n.° em ¢ ro eluato em 1 cc eluato de proteina
1 5.9% -

: } A &ﬁ;& } 12,5% 5v 20

= B 234% 04y 1,06
3 21.8%

3 C 2.7 % 1 45 85% 20+¢ 0.5

6 5,35%

7 b 08% 3.9y 2,56
8 E 4.43% 1.8+ 5,55

Para determinar a atividade sobre o intestino isolado, quantidades equiva-
lentes destas fragoes, contendo sempre 10 microgramas de proteina, foram
adicionadas ao banho de Ringer-Locke (100 cc.). As figuras 3 e 4 mostram
os resultados obtidos.

Os autores agradecem a Diretoria do Instituto Butantan ¢ particularmente
ao Dr. Woligang Bucherl pelo fornecimento de venenos e aos Drs. Jodo Jaeger
e Ernando Buratti peia colaboragio na redagio do trabalho.

RESUMO

Venenos de serpentes e de insetos mostram, ao lado de muitos outros
efeitos farmacologicos, também uns semelhantes ao da histamina. Nio foi pos-
sivel afirmar até agora até que ponto a histamina no veneno de abelha é res-
ponsivel por esta agio, porquanto faltavam determinagdes quantitativas seguras.

Determinamos o teor em histamina do veneno crit de abelha por diversos
métodos quimicos e biolégicos e achimo-lo entre 0,34 e 0,48%.
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Nio se pode conceber que a forte agao fisiologica déste veneno seja devida
somente a éste reduzido tedor de histamina.

A separagio electroforética do veneno de abelha em tiras de papel mostrou
no minimo 5 fragbes protéicas, das quais duas tém agdo forte, semelhante a
da histamina, sobre a musculatura lisa, nio inibivel por anti-histaminicos.

Ambas as fracoes ativas dessensibilizam o ileo da cobaia contra uma dose
repetida. Uma das fragoes dessensibiliza contra a outra, mas nio vice-versa,
Outras diferengas entre as duas fragdes sio os tempos de inibigio (respetiva-
mente, 35 e 60 segundos) e as formas das curvas cimograficas.

Tais atividades retardadas semelhantes as da histamina ja foram também
observadas em venenos crus de serpentes, razio pela qual comparamos a ati-
vidade sobre o misculo das duas fragées do veneno de abelha com a do veneno
crotalico e da crotoxina cristalizada. Parece que a maior parte da agio toxica
destas protemas se deve a componente de atividade semelhante 4 da histamina.

ABSTRACT

Snake and insect venoms have — besidss many others — actions similar
to histamine. Until now it was impossible to know to what extent the action
of bee venom is due to its histamine, since no reliable quantitative determinations
had been carried out.

It was necessary, therefore, to determine, by means of different chemical
and biclogical methods, the content in histamine of crude bee venom, the
amount of 0,34 to 0,48% being found. This small amount cannot be responsible
for the strong physiological action of this venom.

Electrophoretic separation of bee venom on filter paper resulted in at
least 5 protein fractions. Two of those have a strong action on the smooth
muscle, similar to histamine, which cannot be inhibited by antihistamine sub-
stances. Either one of the active fractions desensitizes the guinea piF ileum
against a second dose; one of them also against the other one, but not the
other way around. The two fractions also differ in their kymographic curves
and in their inhibition times (35 against 60 seconds).

This delay in the onset of the histamine-like acticn has alreadv been
observed in the case of crude snake venoms and, therefore, the action on the
muscle of the two bee venom fractions was compared with the one of Crotalus
venom and crystallized crotoxin. It seems that the proteins similar in their
action to histamine play the decisive part in the poisonous action of these venoms.
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ZUSAMMENFASSUNG

Schlangen — wie Insektengifte zeigen, neben vielen anderen, auch hista-
minahnliche Wirkungen. In wieweit die Wirkung des Bienengiftes auf dem
darin enthaltenen Histamin beruht, war bisher nicht festzustellen, da zuverlassige
quantitative Bestimmungen fehlten.

Es wurde deshalb der Histamingehalt von Rohbienengift auf verschiedenen
chemischen und biologischen Wegen zu 0,34 bis 0,48% ermittelt. Daraus ergibt
sich, dass diese geringe Menge nicht fir die starke physiologische Wirkung dieses
Giftes ausschlaggebend sein kann.

Die elektrophoretische Trennung des Bienengiites auf Papierstreifen ergab
eine Aufteilung in mindestens 5 Proteinfraktionen, von denen zwei starke
histamindhnliche Wirkungen auf die glatte Muskulatur aufweisen, die durch
Antihistaminica nicht unterdriickt werden. Beide aktiven Fraktionen dessen-
sibilisieren den Meerschweinchen-Dinndarm gegen nochmalige Einwirkung; eine
der Fraktionen hat diese Wirkung auch auf die andere Fraktion, aber nicht
anders herum. Weitere Unterschiede zwischen den beiden Fraktionen liegen in
den verschieden langen Inhibitionszeiten (35 bzw. 60 Sekunden) und in der
Form der sich ergebenden kymographischen Kurven.

Solche verzogert einsetzende histaminahnliche Wirkung ist auch schon an
Schlangenrohgiften beobachtet worden, und deshalb wurde die Muskelwirkung
der beiden Bienengiftiraktionen mit der von Crotalusgift und krystallisiertem
Crotoxin verglichen. Es scheint, dass der tiberwiegende Teil der Giftwirkung
dieser Proteine auf die histaminahnlich wirkende Komponente zuruckzuiuh-
ren ist.
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