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DA RELACAO ENTRE O CORANTE DOS VENENOS DE COBRA
E SUA FLUORESCENCIA

I. Flavina no veneno da Bothrops jararaca
POR

ARMANDO RODRIGUES TABORDA & LAURA COMETTE TABORDA

A maioria dos venenos de serpentes, especialmente brasileiras e norte-ame-
ricanas, apresenta uma coloragio amarela, cuja intensidade varia de género para
genero e de espécie para espécie.

Sobre a natureza quimica e as propriedades deste corante, uma tinica noticia
encontramos, através a bibliografia, por um trabalho de Georges Brooks (1)
sobre a fluorescencia dos venenos de Fipera e Cobra.

Conquanto neste trabalho Brooks nio declare, explicitamente, ser a pre-
senca das flavinas, por éle constatadas por fluorescéncia, responsivel pela
coloragio amarela daqueles venenos, inicia o seu artigo dizendo que os venenos
de Vipera e Cobra sio de um amarelo ambar, etc., ‘etc..

Logo depois fala resumidamente sdbre o estudo quimico e espectrogrifico
da fluorescéncia destes venenos, e, embora nio associe os dois fatos, sente-se
que cle os ligou mentalmente.

De ha muito haviamos observado que o veneno da Bothrops jararaca “in
natura” abandonado em tubo fechado a baixa temperatura (=% 5°C) por 2 ou

3 dias, deixava separar, na parte superior do liquido. um anel amarelo, da mes-
ma forma que por centrifugagio durante 10 ou 15 minutos.

A camada inferior do liquido tornmava-se incolor e por exposicio ao ar,
voitava novamente ao amarelo.

Relacionamos éste fato com a possivel presenca de flavinas como respon-
sivel talvez pela cor amarela comum A maioria dos venenos.

Sob a luz de uma limpada de quartzo de raios ultra-violeta Hanau cons-
tatamos fluorescéncia em todos os venenos secos de que dispunhamos e que eram
0s seguintes:
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Fluorescencia

1. Crotalus terrificus lerrificus ......ccccveavnnnnss Azul
2. Bothrops slapetiningoe .........cconcvacvccncsannss -
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12. Crotalus americanas (mistura ) ............... .

Tratamos depois todos éstes venenos em solugdo 19 em agua bidistilada,
por uma mistura de 3 partes de metanol e uma de dgua, incubamos por 36

horas em estufa a 38°C, centrifugamos e nos liquidos sobrenadantes observamos
as mesmas fluorescéncias que nos venenos secos.

Constatamos ainda que ésses liquidos sobrenadantes continham o corante e
que os residuos protéicos nio eram fluorescentes. E’ interessante assinalar que
diversos pesquisadores dentre os quais, Massol (2), André Arthus (3), Macht
e Davis (4) e Vellard e Penteado (5), estudaram a acio dos raios ultra-
violeta sobre alguns venenos, inclusive em solugio, porém, nenhum deles se refere
a fluorescéncia.

Escolhemos entio para objeto do estudo da relagio entre o pigmento e a
fluorescéncia e sua identificagio, o veneno da Bothrops jararaca por ser o de
que maior quantidade possuimos.

Flavina no veneno da Bothrops jararaca

A extraciio do corante do veneno da Bothrops jararaca foi realizada, inicial-
mente, com solugdes de veneno seco a 37°C em estufa, dessecado a baixa tem-
peratura (20°C) em alto vacuo e com veneno fresco, revelando-se éste ultimo
o mais adequado.

Conseguimos obter uma extragio completa, usando, para cada centimetro
cubico de veneno fresco, 13 ccs. de uma mistura de 3 partes de metanol e 1 de
dgua e incubando por 36 horas em estufa a 40°C, isto é, pelo método que War-
burg e Christian (6) empregaram para a separagio do corente do fermento
amarelo ou respiratorio, apenas com uma pequena variante.
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Ao cabo dessas 36 horas centrifugamos o todo, decantamos o sobrenadante
e tratamos novamente o residuo pela mistura de metanol e igua e incubamos
por 24 horas a 40°C,

Repetimos mais duas vézes esta operagio e verificamos que, por um quinto
tratamento, o liquido sobrenadante nio era fluorescente.

O primeiro sobrenadante apresenta a fluorescéncia verde amarelada intensa,
carateristica das flavinas ¢ os demais sobrenadantes das subsequentes extragoes
apresentam a mesma fluorescéncia, apenas progressivamente mais fraca.

Como até agora, todas as flavinas extraidas de fontes naturais se mostra-
ram idénticas i lactoflavina (riboflavina) ou vitamina B, excegio feita, so-
mente, das flavinas da urina, realizamos todos os tests de caraterizagio da
nossa flavina, em paralelo com a vitamina B, (riboflavina) Merck, ambas em
solugio aquosa.

Para tal, distilamos os extratos de metanol em vidcuo a baixa temperatura,
até¢ obter um residuo seco que dissolvemos em dgua para as provas.

A flavina do veneno comportou-se como uma flavina do grupo dos pigmen-
tos estudados por Warburg, Ellinger, Kuhn, Stern, Karrer, etc..

Solubilidade

Em agua — dissolugio completa como ji vimos.
Em alcool — dissolugio um pouco menor.

Em éter — insolivel.

Em cloroférmio. — insolavel.

Especialmente esta propriedade geral das flavinas de serem insoliveis no
cloroformio é aproveitada para separi-las de outros pigmentos que porventura
a acompanhem.

No caso da flavina do veneno, tal como no das flavinas do figado, do cora-
¢io e dos rins (7), o cloroformio, apds 15 minutos de agitacio e 3 horas de
repouso em funil de separagio, apresenta-se incolor e nio fluorescente.

Didlise
Dialisando em dgua a temperatura de cérca de 5°C 1 cc. de veneno
fresco, verificamos que uma parte do corante atravessa a membrana, mas que
outra permanece ligada 4 proteina,

Dissociando, porém, o suporte protéico do corante do veneno por didlise
contra uma solugio de icido acético, observamos a passagem de todo o corante,
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Estes fatos parecem mostrar que, no veneno, a flavina existe sob duas
formas — livre e combinada como uma flavoproteina.

Adsorgao ¢ eluwigdo

Em solugdo acidificada com acido acético, a flavina do veneno é absorvida
pela franconita apos 1 hora e eluida, tal como as demais flavinas, quer por uma
mistura de 2 partes de dagua, 1 de piridina e 1 de alcool etilico, quer por uma mis-
tura nas mesmas proporgoes, porém, com alcool metilico.

E’ ainda adsorvida por terra Fuller em suspensio de acido cloridrico N/10
e eluida pelas misturas ja referidas.

Fluorescéncia

A fluorescencia verde amarelada, carateristica das flavinas (8), sofre, como
sabemos, a influéncia do pH.

Em solugoes cujos pH estejam abaixo de 3 ou acima de 9, a fluorescéncia
verde desaparece e é substituida por uma fluorescéncia azul.

Kuhn e Moruzzi (9) estudaram a relagio entre o pH e a fluorescéncia
e verificaram que o seu ponto iso-elétrico era em pH-6.

Verificamos as mesmas variagdes com a flavina do veneno, usando para
verificagio dos pH da zona acida o HC1 N/10 e para a zona alcalina a
NaOH N/10.

Devemos esclarecer que estas transformacgtes sio todas reversiveis.

Oxido-reducdo reversivel

Warburg e Christian (10) verificaram que o fermento amarelo, um
pigmento do grupo das flavinas, era capaz de uma oéxido-redugio reversivel e
que a leuco-forma reduzida podia ser facilmente oxidada pelo oxigénio molecular.

O mesmo foi verificado também para as demais flavinas.
Fazendo agir, entdo, sobre a flavina do veneno, uma solugio 2% de hidro-
sulfito de sodio, transforma-se esta em leuco-flavina e perde a fluorescéncia.

Agitada ao ar, reoxida-se e apresenta novamente a sua carateristica fluo-
rescéncia verde amarelada.

O mesmo se da com o zinco e outros redutores.

Sob a acio de uma solugio aquosa de iodo ou de formol, a sua fluorescén-
cia nio se altera.
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E’ a oxido-redugio reversivel, uma das mais importantes carateristicas das
flavinas.

Fotoderivado

Irradiando uma solugio alcalina de flavina, forma-se, segundo Warburg
e Chnstian (11), um fotoderivado a que Kuhn chamou “lumiflavina® e Stern
“fotoflavina”.

E' a 6, 7, 9-trimetilaloxazina ou, segundo Kuhn, a 6, 7, 9-trimetil-
1soaloxazina.

CHy
HyC - /1:4
n co
Lumiflavina

Bste composto difere da lactoflavina ou riboflavina por um C,HsOy, pro-
veniente do fracionamento de uma cadeia lateral semelhante a um carbohidrato.

H2-C-On
HO-C-H
HO-C-H
HO-C-H

CHz

o AN NG

Kiloflavina
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E soluvel em cloroférmio apds acidificagdo, ao passo que as flavinas nio
irradiadas sdo insolaveis, como ja referimos.

Irradiamos, segundo a técnica de Warburg e Christian (6), uma solugdo
de flavina do veneno alcalinizada com NaOH 13N por 4 horas, sob a luz de uma
lampada de filamento metalico, de 600 w e em temperatura ndo superior a 15°C.
Apos este tempo, acidificamos a nossa solugdo de flavina com acido acético e, agi-
tando com cloroformio, verificamos que o corante se dissolveu, pois o clorofor-
mio tornou-se fluorescente como a flavina.

Formou-se, portanto, o fotoderivado, uma das mais importantes propriedades
especificas das flavinas,

O fotoderivado €, como sabemos, destruido por ebulicio com alcalis, espe-
cialmente Ba (OH)s, com formacio de uréia.

Fervemos, entdo, a fotoflavina do veneno com Ba (OH). e obtivemos a
sua decomposi¢io em uréia, o que verificamos pelo test de Weltmann-Bar-
renscheen (13).

Espectro de absorgao

Segundo Kuhn e colaboradores (14-15), a absor¢io maxima da lactoflavina
(riboflavina) da-se a 220, 270, 365 e 445 mu.

Gracas a especial gentileza do distinto colega, Dr. Oscar Bergstrom Louren-
¢o, do Instituto de Pesquisas Tecnologicas, e a quem consignamos aqui 0S nossos
melhores agradecimentos, extensivos ao Dr. F. Maffei, chefe da Secgio de Qui-
mica, foi a flavina do veneno estudada sob éste aspecto, ainda em paralelo com
a vitamina Bs (riboflavina). Os dois espetrogramas,”da flavina do veneno (su-
perior) e da riboflavina (inferior) demonstram bem a identidade das substan-
cias em questdo.

Dosagem

Existemn inumeros métodos, quer biologicos e microbiologicos, quer oticos,
para a dosagem das flavinas,

Dentre os ultimos escolhemos, para a dosagem da flavina do veneno, o mé-
todo fluorométrico, pela rapidez e precisio das determinacées. 1Jsamos o foto-
metro de Pulfrich, munido dos necessirios acessorios e luz ultravioleta de uma
lampada de quartzo Hanau.

Queremos aqui consignar a nossa gratidio e os nossos agradecimentos ao
Prof. Dr. Henrique Tastaldi, do Departamento de Quimica Fisiolégica da Fa-
culdade de Medicina da Umniversidade de Siao Paulo, extensivos ao Prof. Dr.
Jayme Cavalcanti, catedratico do Departamento, pelo empréstimo da lampada de
Hanau e de todos os acessorios para as determinagdes.
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Estas foram feitas em extratos aquosos e metilicos de venenos (secos e
frescos) comparativamente com solutos aquosos e metilicos de vitamina Ba (ribo-
flavina) Merck, em concentracdes apropriadas. O quadro a seguir mostra os
teores encontrados:

Veneno “in natura™ — preparacio A — 42,5y por 1 cc.

- =, L] - B — 4?.5 T - - -
- L] - L] C i ?5.“ T - - -
- L - - D . 56,'“ T L ]

Temos em media 50y de flavina p/ 1 cc. de veneno liqudo “in natura” e,
considerando que 5 ccs. dio, em média, 1 g. de veneno seco, temos 250 y de fla-
vina por grama de veneno seco.

CONCLUSOES

Todas estas carateristicas nos permitem identificar o corante do veneno da
Bothrops jararaca como uma flavina e, si relembrarmos, como ja atras citamos,
que todas as flavinas até agora isoladas (excegio das da urina) sio idénticas
a lactoflavina (riboflavina) ou vitamina B, poderemos aquilatar da importin-
cia de tal verificagio para o conhecimento da composigio quimica do veneno e
sua acao. "

No topico sobre a didlise dizemos que, no veneno da jararaca, a flavina
parece existir sob duas formas — livre e combinada, como uma flavoproteina.
Conhecemos a agio da lactoflavina (vitamina B.), isto é, flavina livre, sobre o
crescimento e também como transportador de hidrogénio nas oxido-reducdes (16)
¢ ainda sobre a respiracio.

E, porém, a forma combinada da flavina que parece desempenhar um papel
fisiologico mais importante.

Num interessante esquema, Ball (17) sintetiza a enorme importincia das
flavoproteinas como mediador nas oxidagbes biologicas, 0 que nos leva a adian-
tar que a presenca de flavina nos venenos vira langar uma nova luz, nio s6 sobre
a fisiologia das proprias cobras como, possivelmente, ainda, sobre o complexo
mecanismo do envenenamento,

Resumo

Os autores verificaram pela primeira vez uma fluorescéncia nos venenos das
seguintes cobras: Bothrops: jararaca, jararacussu, newiviedii, atrox, alternata, co-
tiara e itapetiningae; Elaps fronmtalis; Lachesis muta; Agkistrodon piscivorus;
Crotalus terrificus terrificus ¢ num veneno misto (?) de Crotalus norte-ame-

ricanas,
7
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Conseguiram extrair o corante de todos €sses venenos por uma mistura de
metanol e agua e observaram éstar no corante a fragio fluorescente que, possi-
velmente, pertence ao grupo das flavinas.

Estudando o corante extraido do veneno da Bothrops jararaca, identifica-
ram-no como sendo uma flavina e dosaram-na fluorometricamente pelo fotometro
de Pulirich, adaptado a uma lampada de raios ultravioleta de Hanau.

ABSTRACT

The authors for the first time stated a fluorescence in the venoms of the
following snakes: Bothrops: jararaca, jararacussu, newwieds, atrox, alternata, co-
tiara and stapetimingae, Elaps fromtalis, Lachesis muta, Agkistrodon piscivorus,
Crotalus and in a mixed () venom of North-American Crofalus species.

‘They succeeded in extracting the dyeing substance from all these venoms
with a mixture of methanol and water, being able to check in the dyeing substance
the fluorescent fraction, which probably belongs to the group of the flavins.

When studying the dyeing substance extracted from the venom of the Bo-
throps jararaca, the authors identified it as being a flavin, and measured it fluo-
rometrically by the Pulirich photometer, adapted to a ultraviolet rays lamp of
Hanau.

ZUSAMMENFASSUNG

Die AA stellten zum ersten Male eine Fluoreszenz der Gifte der folgenden
Schlangen: Bothrops: jararaca, jararacussw, newwiedii, atrox, alternata, cotiara
und itapetiningae; Elaps frontalis; Lachesis muta; Agkistrodon piscivorus; Cro-
talus terrificus terrificus und emer Giftrmschung (?) der nordamerikamischen

Crotaliden fest.
Sie konnten den Farbstoff aller dieser Gifte mittels einer Mischung von Me-

thanol und Wasser isolieren und daber feststellen, dass die fluoreszierende Frak-
tion im Farbstoffe enthalten sei und moglicherweise zur Flavingruppe gehore.
Bei der Analyse des Farbstoifes aus dem Gifte von Bothrops jararaca stell-
ten sie fest, dass es sich tatsachlich um ein Flavin handelt und sie dosierten diesen
Stoff nach der fluormetrischen Methode mit Hilfe des Photometers von Pulfrich.
der einer LLampe mit ultra-violetten Strahlen nach Hanau angeschlossen war.
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