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ESTUDOS QUIMICOS SOBRE OS VENENOS OFIDICOS

5. Determinacao quantitativa dos componentes que contém
enxofre

PO

C. H. SLOTTA & W, FORSTER

Como ja haviamos provado na segunda comunicagio dessa nossa serie (1),
Uma parte do enxofre contido nos venenos ofidicos se apresenta em forma de
Pontes -S-S- e que sio de capital importancia na atividade dos venenos. Inte.
fessava saber agora, depois de conseguida (2) a apresentagio pura do veneno
a2 cobra Cascavel (Crotalus t. terrificus), quais os componentes sutfurados que
Stivessem nele contido. No estudo que se segue, podemos demonstrar em que
Proporgio o enxofre do veneno é distribuido entre os diversos amino-acidos
om enxofre dessa proteina. Hidrolizamos Crotoxina amorta (2) com uma
Mistura (3) de acido cloridrico e acido formico, afim de determinar as sub-
Mancias de teor de enxofre contidas no hidrolizado.

Primeiramente, examinimos o teor de cistina (-S-S-) dos hidrolizados da
Crotoxina pelo metodo mencionado por Suilivan (4) por ser a cistina (-S-S-)
% amino-acido sulfurado wque geralmente ocorre. RBsse metodo compreende
“mente ¢ amino-acido livre e nio quando se acha ligado em peptidas nem os
*us homologos. Com o emprego desse metodo foram apurados 13,1% de cis-
ting (.S-S-), i. &, 87,5% do enxofre total que se eleva na Crotoxina a 4,0%.

iu, entio, a questio quais seriam os demais componentes com enxofre que
Yinda existem no veneno e, para sua resolugio, fizemos a seguinte preponde-
hﬁo, que se torna mais compreensivel por meio da seguinte tabela:
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Sdo apreendidos por meio dos metodos de
Folin Sullivan Baernstein
' 12 titulagio 2"t
LR GIsting (=501 SRl . T sim sim sim nao
2) Outros amino-acidos com ligagio (-S-S-) sim nao sim nao
3 )R I ORI N ke L e s ko) nio nao nao sim
4) Outros amino-acidos substituidos no

atomo de enxofre ... .o e s bt I TIRO nao sim nio
SY BRI BT S G W L L SRR sim nao nio sim

Enquanto o metodo de Sullivan, como anteriormente dito, s6 responde i
cistina (-S-S-), o metodo de Folin (5), tambem muito usado, abrange ainda
sistemas disulfatos-tiGes. Em nosso caso, encontramos, por meio desse metod0
13,3% de cistina (-S-S), quer dizer, no limite de erro a mesma quantidade qu€
é achada pelo metodo de Sullivan; dai sobresai que na Crotoxina nio existef™
outras ligagies -S-S- além da cistina (-S-S-). Tambem si o enxofre aparecess®
em uma ligacio completamente nova a quimica das proteinas, como tiolactond:
éle seria apurado pelo metodo de Folin, mas nio pelo de Sullivan, de mod®
que se pode tambem excluir esta possibilidade, em vista desses dois teores serem
praticamente iguais.

A subsequente suposicio mais provavel era que, além da cistina (-5-5'}
existisse ainda na Crotoxina a metionina, CH;.S.CH,.CH;.CH(NH,).COOH'
Para determinar isso, pudemos, de acordo com o metodo de Baernstein (6)-
proceder como segue: hidroliza-se a proteina como acido iodidrico, pelo qué g
grupo metila se separa do enxofre, podendo ser determinado quantitatimﬂﬂ"“
No hidrolizado, a cisteina (-SH), produzida pela agio redutora do acido :
drico da cistina (-S-S-), permite a titulagio com biodato de potassio, enquant®
que a homocisteina formada da metionina, forma nesse soluto acido um ;nﬂ
tiolactonico, que somente se desfaz em um soluto fracamente alcalino. Alcalind
zando-se, pois, com amomiaco sob certas precaucdes tecnicas, obtem-se O sal de
homocisteina com grupo -SH livre, que combina com outro igual por
drogenagdo, formando uma ponte -S-S-, o que se produz pela adigio de quar’
tidade medida de tetrationato. Pela titulagio com biodato obtem-se o tiaﬂﬂf_’p
assim formado, do que resulta com grande exatidio a quantidade de me -
no soluto de metionina empregada, 9,10 mgs.. Recuperamos, assim, em Pm“'
em branco, p. ex. de 9,15 mgs.. Essa determinagio volumetrica da mcuotllﬂ‘
parece-nos muito mais precisa para pequenas quantidades de proteina do gu° .
determinagio do iodeto de metila formado pela acio do acido iodidrico, €0
qual diversas vezes, por exemplo no caso da insulina cristalizada, obtivemos t
por demais altos. Determinamos, por este motivo, com o metodo de titulagd®

-

de

2
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Baernstein, ndo so cistina (-S-S-) como tambem a metionina e encontrimos para
cistina (-S-S-) 13,2, isto é, o mesmo valor como com os metodos de Sullivan e
Folin. Para a metionina resultou 1,369, o que correponde a 7,3%_do enxofre na
Grotoxina. Qualquer outros amino-acidos substituidos no enxofre e ainda desco-
nhecidos, mas em todo o caso imaginaveis, teriam sido encontrados com a cistina
(-S-S-), si aplicadas as condigoes de experiencia de Baernstein. 'Pois, somente
a posicao £ do enxoire na metionina permite a formac¢io da cadeia tiolactonica
e, possibilitando assim a determunagio separada da metionina ao lado da cistina
(-S-S-).

Outrossim, pode deduzir-se o seguinte: do teor da metionina que, com
muita precisio, se pode determinar na Crotoxina, resulta um peso molecular
minimo de 11.000; pelas determinagies do peso molecular de proteinas feitas
por Svedberg é muito provavel que ésse teor multiplicado por 3 ou por 6, repre-
Sente 0 verdadeiro peso molecular da Crotoxina. Calculando-se, entretanto, com
0 peso molecular minimo de 33.000, o enxofre esclarecido se distribai na propor-
Gio de 18 restos de cistina (-5-5-), para 3 de metionina. Essas cifras permitem

sua subordinacdo, sem obrigatoriedade, as cifras fundamentais deduzidas por M.
Bergmann (7) dos estudos da periodicidade de amino-acidos em pmtcma.s 1550
€ nessecaso 18 = 2! ¢ 32 : 3 = 2° x 3,

Tendo, porém, a molecula de Crotoxina o peso molecular de 33.000, resulta
tdo teor de enxofre, determinado com exatidio, de 4,0% um teor de 41 atomos
de enxofre, dos quais 36 4+ 3 existem como cistina (-S-S-) e metionina. A
analise, ainda a ser mencionada, dos componentes contendo enxofre, de um outro
Veneno, nos mostrou que nio ha decomposigio pelo metodo de hidrolise de
Baernstein e que os teores de cistina (-S-S-) mais metionina, assim esclarecidos,
podem corresponder, plenamente, ao teor de enxofre da analise de combustio.
Tendemos, por isso, mais para a opinifio que ainda existam, entre os 41 atomos
tle enxofre da Crotoxina, 2 em uma ligagio que ainda nio foi possivel reconhe-
cer, Entretanto, deve-se salientar que aqui nio se trata de um outro composto

. fom ligacio -S-S- ou -SH, nem de uma tiolactoma e nem de um tiol alquilado

No enxofre.

Como demonstramos anteriormente (1), o enxofre, contido no veneno de
Bothrops jararaca. de agio tio diferente, tambem se apresenta como pontes -S-S-
Que sio de capital importancia na agio. Por ésse motivo esclarecemos tambem
O componentes desse veneno, os quais contém enxofre. Acontece, porém, que
9 veneno botropico, apesar do adicionamento de acido formico ao acido clori-
drico ou sulfurico, nio pode ser hidrolizado sem que se dé forte decomposi-
§30, motivo pelo qual tivemos de abandonar a determinagio da cistina (-S-S-)
Pelos metodos de Sullivan e Folin,

Durante a hidrolise com acido iodidrico niio aparecem as dificuldades cita-
9as, de modo que pudemos determinar bem a cistina (-S-S-) e metionina pelo

3
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metodo de Baernstein (6). Nio utilizamos o veneno crii, mas uma fragio puri-
ficada, com com toda a atividade neurotoxica. Encontrimos na media 5,73%
de cstina (-S-5-) e 1,089 de metionina, do que resulta um teor de enxoire de
1,759 para o veneno de Bothrops jararaca, enquanto que o teor medio das ana®
lises de combustdo era de 1,74%.

Descricao das experiencias

Tornou-se absolutamente necessario para as analises dos venenos uma cuida-
dosa, porém energica secagem, Essa conseguimos somente depois que as sSubs®
tancias foram secadas durante duas horas a uma temperatura de 100°, sob uma
pressio de 0,01 mm. sobre pentoxido de fosforo até peso constante. O teor de
toxicidade nio sofreu com isso. Os teores das analises em % se referem a0%
preparados assim obtidos, completamente livres de agua.

Com a questio de secagem dessas proteinas ativas, altamente higroscopicas:
¢é de interesse geral, expomos as nossas experiencias, feitas na secagem de V&
nenos sob diversas condigées, em curvas de perda de peso, que certamente nd0
requeremn mais explicagdes. Como ja achou du Vigneaud (3), no caso da mst"
lina, os teores de enxofre podem baixar de até 0,3% si a secagem for insuft*
ciente. Os venenos de cobra sio igualmente ou talvez mais higroscopicos do
que a insulina.

I. Crotoxina amorfa, pura (TT = 3.000, TL = 165, TC = 0)

1) Determinagio do teor de enxofre segundo Schoberl (8).
43,793 mgs. substancia deram 15.608 mgs. de sulfato de benzidin®
22.8?2 L3 L3 L B'w e B4 w " "

Em cada caso a substancia deixou somente vestigios de cinza.

S = 4,05; 402. Media: S = 4,03%.
2) Determinagio dos amino-acidos que contém enxofre.
a) Cistina (-5-5-) determinada como cisteina (-SH), conforme Fo-
lin (5) e Sulivan (4)

55,44 mgs. de substancia foram dissolvidos num baliosinho de boca Cﬂmﬂ‘
lhada em 5,8 ccs. de acido cloridrico concentrado; 6,2 ccs. de acido formico Pu™
foram adicionados e, depois de adaptados a um tubo de refluxo com junta esme”
rilhada, aquecidos em banho de oleo durante 48 horas a uma temperaturd

130 a 140°. Depois de exames preliminares poude-se verificar que a hidrolis*:
apds ésse tempo, era completa. Em seguida o soluto foi, a uma pressao

4
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Curvas de secagem do veneno de Crotalus 1. terrificus, contendo 15.3% de humidade.,
Ordenada: perda de peso em %
Abcissa: tempo de secagem em horas.

— A e Secagem no alto vacuo de 0.0]1 mm., a 100°C. sobre P..0.

-\—\_\___\_- A = " - - o s 11-1’] M. a _‘_'..:' L-..
"\—\._‘_“:‘_ - = 2k mr - - If‘lll T‘:'“':'l : ;_I :5 ' -
T )—— Secagem numa corrente de ar seco sob a pressio de 535 mms., a 34°C.

e
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50 ms., evaporado a4 secura em banho-matia e o residuo dissolvido em 3 ccs.
de agua. Depois de levar esse soluto, com a adigao de soda caustica 0,1 N, a
um pH de 3,5, éle foi colocado em um balao graduado de 10 ccs..

Avaliaggo colorimetrica segundo ForLix (5) — Num baldo volumetrico de
25 ccs. foram colocados 1 cc. do soluto acima mais 1 cc. de acido sulfurico 0,5 N
e 1 cc. de agua. Do mesmo modo tratou-se um soluto padrio de 8,071 mgs. de
Cistina (-S-S-) pura, em 10 ccs. de acido sulfurico 0,5 N, do qual 1 cc. mais
2 ccs. de agua foi empregado.

A cada um desses baldes foram adicionados os seguintes reagentes: a) 1 cc. de
um soluto de sulfito de sodio a 10% (20 g Na, SO;.7 H.O para 100 cs. dissol-
vidos com agua) ; b) depois de deixar 1 minuto: 5 ccs. de um soluto de carbonato
de sodio a 18% (18 g Nas CO;,, anidro para 100 cc. dissolvidos em agua) ; c)
1 cc. de um soluto de sulfato de litio a 10% (11,6 g Liz SO4.H20 para 100 ccs.
dissolvidos em agua) ; d) 2 ccs. do “reagente para acido urico”, segundo Folin,
diluido, quanto as indicagbes originais, a razio de 1:6. [Esse reagente fora
preparado de tungstato de sodio da firma Schering-Kahlbaum (Na;WO,.2H20)
mais uma vez por nés purificado pelas ultimas indicagdes de Folin (5); e) de-
pois de agitado e estacionado durante 5 minutos: 13 ccs. de um soluto de sulfito
de sodio a 3% (6 g Nay SO;.7 HaO para 100 ccs. dissolvidos em agua).

Em seguida foi feita a avaliagio colorimetrica com um colorimetro Dubosq
de dois degraus (Leitz). Para compensar a cor propria do hidrolizado, empre-
Bou-se um soluto, feito de acordo com o que devia ser determinado, mas que con-
linha 2 ccs. de agua em vez do reagente de Folin. 30 mms. de camada de soluto
4 ser examinado correspodiam a 27,83 mms. de camada do padrio que continha
0,807 mgs. de cistina (-S-S-). O soluto a ser determinado continha, pois, por
€es. 0,75 mgs. de cistina (-S-5S-), 1.é. o teor de cistina (-S-S-) do veneno era
de 13,5%.

Avaliagdo colorimetrica segundo SuLLivaNx (4) — 2 ccs. de hidrolizado,

- Reutralizado como acima descrito, que correspondiam, portanto, a 11,09 mgs. de

¥eneno, foram colocados em um Erlenmeyer de 25 ccs.. Simultaneamente, um
%oluto de 1,558 mgs. de cistiaa (-S-S-) e 5 ccs. de acido cloridrico 0,1N, desti-
Nado a soluto comparativo sofreu o mesmo tratamento, que damos a seguir.
Ao hidrolizado e ao soluto padrio foram adicionados: a) 2 ccs. de um so-
luto de cianeto de sodio alcalino (5 gs. cianeto de sodio para 100 cs. dissolvidos (9)

- %m soda caustica-1N.) Depois de bem agitadas, as solugdes ficaram paradas
‘ Qurante 10 minutos; b) 1 cc. de um soluto a 0,5% do sal de sodio do acido 4-sul-

urico da nafto-quinona 1,2 recem-recristalizado, Agitou-se durante 10 segun-
dos; ¢) 5 ccs. de um soluto de sulfito de sodio a 10% (20 g Na: SOs.7 H.O
Para 100 ccs. dissolvidos com soda caustica 0,5-N. Os solutos ficaram parados
Yrante 30 minutos: d) 1 cc. de um soluto de hodrosulfito de sodio a 2%

>
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(2 g Nas Sa Oy da firma Schering-Kahlbaum para 100 ccs., dissolvidos em soda
caustica 0,5 N).

Os dois solutos foram colorimetrados no aparelho mencionado, sendo que @
cor propria do soluto a ser examinado foi compensada por um soluto obtido d2
mesma forma, que, porém, continha 1 cc. de agua em vez do reagente indicad®
sob b). 30 mms. da camada do soluto a ser examinado correspondiam a 2741
mms. do soluto padrido, do que resultou um teor de cistina (-S-S-) do venen®
de 13,{]57‘:*.

Pela segunda vez foram, como acima dito, hidrolizados 42,12 mgs. de Cro
toxina durante 48 horas. Do hidrolizado levado a 10 ccs., 2 ccs. foram empregado®
para a reacio conforme Folin e comparados do modo descrito com 1 cc. do S
luto padrio, que continha 0,807 mgs. de cistina (-S-S-), 20 mms. da camada
desse soluto desconhecido correspondiam a 27,50 do soluto padrio; o teor de
cistina (-S-S-) na Crotoxina é, portanto, de 1329%. Para a reacio de Sulliva®
foram utilizadas 2 ccs. do soluto mencionado, que foram comparados com 3 ¢
do soluto padrao, que continha 0,3115 mgs. de cistina (-S-S-). 30 mms. da &
mada do soluto em questio correspondiam a 35,51 mms. do soluto padrao do
que resulta um teor de cistina (-S-S-) na Crotoxina de 13,1%.

b) Cistina (-S-S-) e metionina determinadas segundo Baernstein (6).

179,54 mgs. de Crotoxina foram colocados em um baldosinho com boca €
merilhada de 25 ccs. e foram conservados com acido iodidrico que continha 15¢ de
hipofosfito de sodio, sob refluxo e condugio de gaz carbonico purissimo em 1€
vura, em banho de oleo de 150°, durante 5 horas. O hidrolizado foi, depois dfﬂ"
operagio, concentrado a 3 ccs. e adicionado com um cristal de hipofosfito de sodi0
(NaH, PO..H.0) e fervido durante um minuto. O balio, ainda quente, fo fer
chado com uma rolha esmerilhada e resfriado.  Simultaneamente encheu-5
um baldo volumetrico de 25 ccs. com azoto purissimo e transferido para esté por
um funil pequeno o hidrolizado. O balio da reaciio foi lavado tres vezes m_ﬂ
acido cloridrico a 4%, livre de oxigenio e saturado com azoto, sendo que © bala®
~ foi completado com o mesmo acido a 25 ccs.. O soluto tinto de amarelo clar®
nio continha iodo livre como mostrava a prova de amido.

Afim de determinar a cistina (-S-S-), foram colocados 10 ccs. desse sol
em um balio de 25 ccs. com junta esmerilhada e adicionados um cristal de i0d€t®
de potassio, uma quantidade de soluto de amido e um pequeno excesso de v
soluto de biiodado de potassio (KH]J2 Og). O iodo em excesso nio utilizado ﬂ"
oxidaciio da cisteina (-SH) para cistina (-S-S-) foi titulado com tiosulfato 001N
Em duas titulagdes foram necessarios 7,91 e 7,96 ccs. de soluto de biiodato d¢ P
tassio, do que se pode calcular para a quantidade total da Crotoxina empr
um teor de cistina (-5-5-) de 13,27 e 13,3%, respectivamente.

6
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Para determinar a metionina foram adicionados ao soluto incolor 3 gotas de
soluto de fenolftaleina a 0,5% e 2 ccs. de soluto de tetrationato de alcali 001N,
que havia sido feito, pouco antes, de partes iguais de soluto de tiosulfato de so-
dio 0,01N (Naa: Sa 03) e biiodato de potassio (KH]J. Og com iodeto de potassio e
um pouco de acido cloridrico diluido. Sobre o baldo, com o soluto assim prepa-
rado, foi colocada uma junta esmerilhada, na qual se achava um funil conta-gotas
com torneira e um tubo lateral para o vacuo. Depois de diminuida a pressio até
mais ou menos 50 mms., o vacuo foi fechado e pelo funil acrescentando amoniaco
concentrado, assim que o soluto tomasse uma cor vermelha forte. Depois de
aberta, com todo o cuidado, a torneira do vacuo, o0 amoniaco em €xcesso evapo-
rou, espumando. Fechado novamente o soluto vermelho foi abandonado durante
15 minutos, permitindo-se em seguida a entrada de ar pela torneira. Acidulou-se
rapidamente com 10 ccs. de acido cloridrico a 109%. O tiosulfato assim formado
foi titulado com um soluto de biiodato de potassio, 0,0IN (KHJ; 0g). Foram
utilizados 0,68 cs. de soluto de biiodato de potassio, donde se da um teor de me-
tionina na Crotoxina de 1,41%.

Uma segunda experiencia foi iniciada com 80,54 mgs. de Crotoxina, executada
como descrito. ‘O hidrolizado, porém, foi somente completado a 10 cs., dos quais
tada 5 cs. foram utilizados para cada das duas marchas de titulagio. Nas pri-
Meiras titulagdes foram necessarios 4,70 e 4,68 cs. de soluto de buodato de po-
tassio, correspondentes a 13,05 e 13,009 de cistina (-S-S-). Nas segundas ti-
tulagoes foram utilizados 0,38 e 0,40 cs. de biiodato de potassio, o que corresponde
a4 1,31 e 1,379% de metionina.

Resumo dos teores de Crotoxinag assim obtidos :

S: 402: 405% (Crotoxina amorfa).
396; 403% (Crotoxina cristalizada)
Teor medio: 4,01 == 0,05%
Cistina: 13,2; 13,5% (Folin)
13,0; 13,196 (Sullivan)
13,0; 13,1; 13,2; 13,3% (Baernstein)
Teor medio: 13,2 = 0,3% correspondentes a 87,6 = 2,3% do en-
xofre total.
Mitionina: 1,31; 1,37; 1,41% (Baernstein)
Teor medio: 1,36 = 0,05% correspondentes a 7,2 = 0,3% do
enxofre total.
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II. Fragio do wveneno de Bothrops jararaca, purificada ¢ newrotosi
mente de completa ahividade.

1. Determinagdo do teor do enxofre totdl, segumdo Schiberl (8).

32,710 mgs. Subst. resultaram 4,945 mgs. sulfato de benzidina.
)7 J % i 4610 ” e Loy »
Achada S5 — 1.72:"1.76.

2. Determinagao de cistina (-5-S-) ¢ metioning, segundo Baernstein (8)-

198,81 mgs. de veneno foram hidrolizados como descrito para a Crot®
xina, e o soluto obtido levado a 25 ccs.. Para a marcha de titulacio foram utili*
zados 2 vezes 10 ccs, de soluto. Na titulagio da cistina (-S-S-) foram necess3"
rios 3,80 e 3,79 ccs. e na da metionina 0,55 e 0,60 ccs. biiodato de potassio, ©
que corresponde a um teor de cistina (-S-S-) de 5,75 e 5,73% e um teor de ™
tionina de 1,03 e 1,129%.

RESUMO

Determina-se o teor de cistina (-S-S-) e o teor de metionina na Crotoxin®
segundo os metodos de Folin, Sullivan e Baernstein que dio, respectivament®
13,2 e 1,36%. Esclareceu-se, assim, 959 do enxofre contido na Crotoxina nos
seus modos de ligagio. E de supor que, pelo peso molecular provavel de 33.
baseado no teor de metionina, existam na Crotoxina 18 moleculas de Cistin®
(-S-S-) e 3 moleculas de metionina. Os 5% do teor de enxofre que faltam &
veriam entio pertencer a dois outros componentes contendo enxofre (10)-

Uma fragio do veneno Bothrops jararaca com o total da atividade continh®
1,74% de enxofre. Essa substancia deu 5,73% de cistina (-S-S-) e 1.08 de #<
tionina, do que se poderia calcular um teor de enxofre de 1,75%.

ZUSAMMENFASSUNG

Mit Hilte der Methoden von Folin, Sullivan und Baernstein wird der Gehalt
des Crotoxins an Cystin (-S-S-) und Methionin zu 13,2% beziehungsweise 1 ¥
ermittelt. Damit sind rund 959% des im Crotoxin enthaltenen Sch
(4,019%) in ihrer Bindungsart aufgeklart. Es ist wahrscheinlich, dass bei eine™
aus dem Methionin-Gehalt zu vermutenden Molekelgewicht von 33.000, im

8
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toxin 18 Cystin (-S-S-) und 3 Methionin-Molekeln sind. Die fehlenden 5%
des Schwefelgehaltes miissten 2 andeven schwefelhaltigen Molekeln angehon (10).

Eine vollaktive Fraktion des Bothrops jararaca-Giftes enthiel 1,74% Schwe-
fel. Diese Substanz ergab 5,73% Cystin (-5-S-) und 1,089 Methionin, woraus
sich ein Schwefelgehalt von 1,759 errechnem wiirde.
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Trabalhimos na execugio da reagio de Sullivan num soluto um pouco mais fortemente
alcalino que de costume, pelo que se pode evitar o emprego de tamponagem acon-
selhado por outros. Reconhecemo-nos gratos ao colega Sr. M. X. Sullivan pela
sua indicacio particular nesse sentido.

10, O peso molecular da Crotoxina € de 30500, segundo as determinaches de Gralén, N.

& The Svedberg — Biochemical J, 32:1375. 1938,

L

TP NG WU P

(Trabalbe da Seegio de Quimira ¢ Farmacologia Experimentais deo
de Instijuie Buolastan, recebide ¢m mals de 1938 Publicade come
Neota Previa, em alemio, jn Berichte der Deutschen Chemischen
Cesellschaft 71: 1938. Dade i publicidade em junhe de 1939).






