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e na mesma propor¢io tanto na Crotoxina cristalizada, como no veneno cri
Portanto, essa molecula possui os caracteristicos anteriormente considerados
como pertencentes a duas substancias diferentes: ndo s6 o efeito toxico sobre ©
sistema nervoso como tambem a agio hemolytica ou seja a agio fermentatiV®
sobre a lecitina dos globulos do sangue. Podia-se, assim, suspeitar de que #
mesma enzima que decompde a lecitina nos globulos vermelhos, reage 31“1"'
gamente sobre os lipoides dos nervos; desse modo, a agio toxica nio passar
de simples efeito enzimatico. Neste caso, a Crotoxina deveria ser consid :
uma enzima que reage diferentemente com os seus substratos nos diversos orgaos
do corpo, o que, aliis, tambem se di com outras enzimas. A urease, P- qu
em virtude de seu efeito enzimatico sobre a urea do sangue, é um pl‘iﬂfff'o
altamente toxico; sua atividade neste particular corresponde aos venenos ofidic™®
mais ativos.

Quando examinidmos o seu poder ccagulante da Crotoxina sobre o sange
oxalatado, verificamos que ele havia desaparecido. Em wista disso resolvem®
preparar a Crotoxina com todas as precaugdes possivels, mas tambem O pre-
parado assim obtido estava livre de principio coagulante. Acontece, poréml, que
o TC (teor de coagulagio) do veneno crotalico crii é de somente 30 (o do
veneno botropico é ao contrario, de cerca de 2000), donde se deduz que © vene??
crotalico deve conter ainda uma outra molecula enzimatica. Si bem que ess
nio desempenhe papel importante nessa especie de veneno em comparagao
a Crotoxina, parece-nos importante chamar a atengio para esse fato.

Protocolo das Experiencias
I. Preparo da Crotoxina

0
1. Por meio de coagulagio pelo aquecimento e precipitagdo perto doO por’
iso-eletrico.

15 ccs. de veneno fresco centrifugo (=3gs. de substancia séca) fﬂfﬂ
adicionados de 36 cs. de acido cloridrico 0,1-N e 250 ccs. de agua e 3'1“&”
a temperatura de 70° durante 10 minutos. A parte coagulada, depois de ceE
trifugada e secada, pesava cerca de 300 mgs. e nio era venenosa. A soluga® 0
foram adicionados 21,5 ccs. de amoniaco 0,1-N, sempre agitando-se befi
precipitado pesava, depois de centrifugado e secado no alto vacuo, 1,25 5;30
que correspondia a 42% do peso séco do veneno crii. TT cerca de€
TL=165; TC=0; cinza menos de 0,2%. Ns

3978 mgs. de substancia (com 5,75% de humidade): 0,574
(29°, 702 mm.).
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6,044 mgs. de substancia (com 5,759 de humidade): 0,963 ccs. Na
(290,702 mm.).

Achado N 16,9 : 15,% (calculado sobre a substancia seca).
(Analises de enxofre: Vide artigo 5 desta serie).
Achado S 4,05%; 4,02%.
Rotaciio otica em soluto fisiologico:
i 1=1 dm, c=24, @ = —0,17°, [a] ]} 23 — 7.1 + 09

| Do soluto-mie poude-se ainda, a.d:mnnandn 6 ccs. amoniaco 0,1-N e 60

-r Ccs. acool absoluto, obter uma fragio com um teor de toxicidade de 2500.
Eram 500 mgs. ou sejam 179 do peso do veneno séco, Desta maneira poude-se
obter, no total, em forma de Crotoxina amorfa, 39% da substancia solida exis-
lente na secrecio das glandulas.

2 Por meio do fracionamento com sulfato de amomso.

10 ccs. do veneno fresco (=2gs. de veneno séco) foram misturados com

175 ccs. de soro fisiologico e, sob forte agitagio, adicionados aos poucos 150

- 865, de soluto saturado de sulfato de amonio. O grau de saturagio em sulfato

" e amonio era entio de 045. O precipitado foi centrifugado, dissolvido em

Pua, ¢ ésse soluto dializado até que a agua nio désse mais reagio de ides de

| Mulfato; finalmente, o soluto foi congelado e a agua, evaporada no alto vacuo.
Obtiveram-se 250 mgs. (=12,5% do veneno séco) com um TT de 2000.

O soluto foi novamente precipitado com mais S0 ccs. de sulfato de amonio
Rturado, de modo que o grau de saturacio em sulfato de amonio era de 0,52
precipitado agora obtido, depois de tratado, como acima descrito, era Croto-
Xing pura com um TT de 2500, Pesava 312 mgs.. Finalmente o soluto foi
‘ %vamenfe precipitado com outros 100 ccs. de soluto saturado de sulfato de
10, de modo que o seu grau de saturagio chegou a 062. Essa fragio,
Sepois de elaborada, deu mais 430 mgs. de Crotoxina com um TT de 2500.

II. Precipitacio fracionada da Crotoxina com Sulfato de Amonio

1) 220 mgs. de Crotoxina, obtidos de acordo com o metodo descrito sob
l'] foram dissolvidos num soluto de 55 ecs. de sulfato de amonio 0,1 saturado.
10 ccs. desse soluto, que correspondiam a 40 mgs. de Crotoxina, foram
ipitados com diversos solutos aquosos de sulfato de amonio, de modo que
_“Tﬂumg contido em cada frasco era de 45 ccs.. As porgbes de sulfate de
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amonio foram escolhidas de modo que os cinco solutos tinham um grat de
saturacio em sulfato de amonio de 0,47; 0,50; 0,53; 0,57 e 0,61 reSp-:cthgamﬂﬂH'
Os precipitados foram, depois de algumas horas, centrifugados e dissolvidos €™
agua distilada e os solutos dializados contra agua até completo desapareciment®
de ides de sulfato. As ‘suspensdes de Crotoxina assim obtidas foram evapo
radas & temperatura ambiente, secadas sobre pentoxido de fosforo e o0s residu0s
pesados. As quantidades entre os 40 mgs. de veneno empregado em cada ﬂ‘-P"'
riencia e as quantidades de veneno precipitado e pesado. Os pesos da Crotoxit®
ainda em solugio, portanto, eram: 31,0; 24,1; 178; 104; 1,7 mg. a um grad
de saturacio de 0,47; 0,50; 0,53; 0,57; 0,61l. Tragando-se um grafico, 0o
as quantidades em mgs. representam as abcissas e os logaritmos dos graus de
satura¢io em sulfato de amonio as ordenadas, obtem-se uma reta (Curvd 1)-
2) 180 mgs. de C-otoxina, obtidas de acérdo com o metodo descrito sob
I,2, foram divididos em quatro parcelas, cada uma de 45 mgs. e precipitadas com
um soluto saturado de sulfato de amonio e agua, de modo que o volum®
total em cada frasco era de 45 ccs. e os graus de saturagio de sulfato "k
amonio 03; 0,4; 0,5 ¢ 06. Da determinagio das quantidades de proteina prec
pitada e do calculo da remanescente no soluto resultou que 45,0; 44.8; 208 €
1,2 mgs. de Crotoxina a um grau de saturacio de 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 contin
dissolvidos. Obtivemos assim a curva 2, como acima ficon demonstrado.

III. Cristalizacao da Crotoxina

730 mgs. de Crotoxina amorfa foram dissolvidos a uma temperatu™@ o
55% em 85 ccs. de acido acetico a 1% e adicionados, sob agitagio, de
ccs. de piridina a 19%. O soluto, que tinha um pH de 4,4, continha, portasio
0,6% de acetato de piridina. Ao resfriar vagarosamente em banho-maria, nll'
ciou-se a cristalizagio, depois de = 30 minutos. No dia seguinte, a
cristalizada foi separada e secada. Deve-se notar que, sémente depois d€ hﬂn
lavada em agua, é possivel seca-la, pois vestigios de piridina e acido
aderentes a ela desnaturam em parte a proteina durante a secagem €
reduzir o TT do preparado. 1 cc. de agua dissolve somente 2,3 mgs. de Crot®”
xina, de modo que se pode considerar insignificante a perda motivada peld
lavagem. Nesta experiencia obtiveram-se 575 mgs. (=80%).

De 140 mgs. de Crotoxina amorfa obtivemos, depois de 5 rﬁﬁEtﬂlW
74 mgs. de C-otoxina cristalizada. g

A Crotoxina cristalizada tem um TT de 2750. Ela é, como foi dito quas
insoluvel em agua, mas bem soluvel em soluto de cloreto de sodio a 4%. g
um soluto de acetato de piridina a um pH=4,4 ela, a uma temperatura e =y
tambem ndo se dissolve.
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Renunciando-se, na cristalizagio, ao rendimento maximo em proveito de
cristais perfeitos, pode-se dissolver a Crotoxina em acido acetico a- 1% a uma
temperatura de 40° (pelo que somente se obtem um soluto de proteina de 3 2
S5%) e obter assim, depois de adicionar a respectiva quantidade de piridina a
19, cristais bem formados, relativamente grandes.

De 140 mgs. de Crotoxina amorfa, obtidos pelo metodo descrito sob I,1
produzimos um tal preparado, cuja recristalizagio nio requerem aquecimento
além de 40°.

Depois de 5 recristalizagbes, obtivemos 14 mg. de Crotoxina cristalizada
Depois de 5 recristalizagbes, obtiveram 14 mgs. de Crotoxina cristalizada
Purissima, cujos valores analiticos eram os seguintes:

3,439 mgs. (secadas no alto vacuo a 100°) subst.:

6,400 mgs CO, 1,970 mgs. H: O
5,707 mgs. subst, (com 13,2% de humidade): 0,747 ccs. N2 (26%701 mm.)
7,453 mgs. subst. ( " Lot ™ v JEQ0B0L . €2 SFRISCFPANMES iy
5,993 mgs.subst. ( 7 124% ” 4 ): 1,834 mgs, de sulfato de benzina
16,061 mgs.subst. ( " 9,1% ” E J e B S | o T 5

Achado: C 5077 H 641 N 1586; 1590 S 396; 4,03
Achado: C50,77 H6,41 N1586; 1590 S396; 4,03

RESUMO

Conseguiu-se isolar, por dois modos diferentes, a substancia neurotoxica e
hemolitica do veneno crotalico, como uma proteina uniforme. A prova de uni-
lormidade dessa substancia, que foi chamada Crotoxina, foi obtida pelo metodo
de E. J. Cohn. A Crotoxina possti um TT (teor de toxicidade) e um TL
(teor de lecitinase) cada 25% mais elevado do que os do veneno fresco. Con-
Seguiu-se a sua cristalizacio por meio da dissolucio em acido acetico diluido
€ a adigio ao soluto de piridina diluida,

A forma cristalina da Crotoxina é reproduzida por desenhos esquematicos
® por microfotografias. Os valores analiticos, tanto da Crotoxina amorfa, como
da cristalizada, sio de C=5077; H=641; N=1590; S=4,01. O TT ¢ de
3.000, 0 TL de 200, enquanto o TC desapareceu, de modo que deve haver na

Crotoxina ainda uma outra substancia que origina o poder de coagulacio do
¥eneno crii.

Pela separacio da Crotoxina do veneno de Crotalus f. terrificus, conse-
Buiu-se, pela primeira vez, obter o componente principal em forma de cristais.
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Este fato é tambem mais interessante em relacio aos venenos animais de estré”
tura proteinica, quanto, até agora, nio tinha sido possivel obter siquer um, €™
forma pura, muito menos sob forma cristalizada.

ZUSAMMENFASSUNG

Es gelang auf zwei verschiedenen Wegen, die neurotoxisch und hamolytisch
wirksame Komponente des Klapperschlangen-Giftes in Form eines einheitliche?
Proteins zu isolieren. Der Beweis fuer die Einheitlichkeit dieser Substanz, di€
Crotoxin genannt wird, wird mit der von E. J. Cohn vor 13 Jahren angeg®
benen Methodik erbracht. Crotoxin besitzt im Vergleich mit frischem trockne®
Rohgift einen um rund 25% hoheren Gift-und Lecithinase-Wert. Es liess sicP
durch Losen in verdinnter Essigsaure und Versetzen der Losung mit verdunntem
Pyridin in krystallisierter Form abscheiden. Die Krystall-Form des Crotoxin®
wird durch schematische Zeichnung, wie durch Mikrophotographie wiedergegebe®
Die Analysen-Werte des amorphen, wie des krystallisierten Crotoxins :
C=50,77; H=6,41; N=1590; S=40l. Der Giftwert betrigt 3.000, 4
Lecithinase-Wert 200, wahrend der Koagulations-Wert verschwunden ist, 50@5"'
also im Crotalus-Gift noch eine zweite Substanz vorhanden sein muss, der 9%€
Koagulations-Wirkung des Rohgiftes zukommt.

" Es i1st mit der Isolierung des Crotoxins aus dem Crotalus t. tcn'fﬁru.rf(}iﬂ
erstmalig geglickt, eine der Komponenten der Schlangengifte in krystallisierte?
Form zu erhalten. Das ist auch im Hinblick auf alle anderen tierischen Gift-
stoffe ahnlicher Art mit Proteinstruktur von Interesse, da auch von diesen 0
keines in reiner, geschweige krystallisierter Form erhalten worden ist.
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