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RESUMO

Escorpides sdo artropodes pertencentes a classe Arachinida e ordem Scorpiones. O género
Bothriurus € a mais especiosa da familia Bothriuridae, com 41 espécies descritas e 10 espécies
registradas no Brasil. Este trabalho teve como objetivo caracterizar a fracdo proteica do veneno
do escorpido Bothriurus bonariensis em busca de componentes bioativos com interesse biologico
e biotecnologico. Os escorpides foram capturados por meio de armadilhas em Sdo Gabriel, RS,
Brasil. A extracdo de veneno foi realizada por estimulacdo elétrica de 35 V, diretamente do
ultimo segmento abdominal. Um extrato da amostra do veneno foi submetido a precipitacéo
com dcido tricloroacético (TCA) 20% diluido em acetona. A andlise SDS-PAGE foi realizada com
amostras contendo 30 e 60 Lg de proteinas. As amostras que ndo foram precipitadas com TCA,
nado mostraram bandas proteicas. Por outro lado, as amostras previamente tratadas com TCA
mostraram sete bandas (de 25 KDa a 250 KDa) na andlise SDS-PAGE.
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INTRODUCAO

A ordem Scorpiones pode ser considerada bastante diversa, apresentando mais de 1.500
espécies conhecidas, distribuidas em 14 familias e 163 géneros'.No Brasil, a escorpiofauna é
representada por quatro familias, Bothriuridae, Buthidae, Chactidae e Ischnuridae, abrangendo
17 géneros e 94 espécies consideradas atualmente validas®. ) ]

A familia Bothriuridae é predominante neotropical, possuindo representantes na Africa, India,
Austrdlia e regides temperadas e subtropicais da América do Sul’. Inclui aproximadamente 140
espécies e 15 géneros’. S50 escorpides de pequeno a médio porte (2,5 a 6 cm), com coloracdo
variando do avermelhado ao preto. O género Bothriurus é o mais especioso desta familia, com
41 espécies sendo 10 espécies registradas para o Brasil®.

Todos os escorpides de importancia médica existentes no Brasil pertencem ao género Tityus,
representando 60% da fauna escorpidnica neotropical®. Porém, espécies de outras familias
também tém causado acidentes de menor gravidade, como algumas espécies das familias
Bothriuridae e Chactidae®. Segundo dados do Centro de Informacdo Toxicoldgica do Rio Grande
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do Sul (CIT-RS), no ano de 2011, o niumero de acidentes escorpionicos foi de 402, sendo que
238 foram causados pelo escorpido B. bonariensis’.

O sucesso adaptativo dos escorpidoes deve-se, em parte, a habilidade de produzir e inocular
uma peconha eficiente’. A funcdo dessa peconha, de paralisar as presas e causar injuria aos
agressores, € exercida por uma complexa mistura de componentes bioativos, que sdao capazes
de induzir respostas fisioldgicas e farmacoldgicas em insetos e/ou mamiferos® °. A peconha do
escorpiao pode ser obtida por maceracao da glandula ou estimulacdo elétrica do télson do
animal.

Devido ao seu elevado grau de especificidade alvo, as toxinas de veneno foram cada vez
mais utilizadas como ferramentas farmacoldgicas e, como protétipos para o desenvolvimento de
drogas™. Para avaliar a composicdo peptidica do veneno de escorpides e outros animais
peconhentos faz-se uso de uma importante técnica, empregada principalmente na
caracterizacdo bioquimica de proteinas e peptideos, denominada eletroforese'!,

A eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE) permite a
visualizacdo das proteinas presentes na peconha do escorpidao, possibilitando estimar a massa
de cada proteina, por comparacdo com massas moleculares conhecidas*!. O termo proteoma foi
introduzido ha alguns anos e descrito como todas as proteinas expressas em um genoma ou
tecido'®. Recentemente, abordagens protedmicas tém sido empreguadas na avaliacio do
veneno de escorpides’®. A evolugdo desta abordagem experimental tem como resultado o
desenvolvimento, a integracao e a automatizacao de uma variedade de técnicas e equipamentos
que permitem separar, identificar, quantificar e caracterizar proteinas, bem como relacionar essa
informacdo com a obtida por outras abordagens, através da bioinformatica'’.

O B. bonariensis € um aracnideo pouco estudado e de certa forma negligenciado, pois esta
espécie ndao apresenta quadros de acidentes escorpibnicos graves do ponto de vista de interesse
médico. Por ser comum e abundante na regido do bioma pampa, o0 mesmo se torna fonte de
interesse, principalmente no que diz respeito a composicdo do veneno, devido ao potencial
biotecnoldgico dos pequenos peptideos que o compde. Desse modo, este trabalho tem por
objetivo principal a caracterizacao da fragao proteica do veneno em busca de melhor suprir a
falta de dados sob a peconha dessa espécie, bem como contribuir para estudos futuros mais
aprofundados sobre esse veneno.

MATERIAL E METODOS

Escorpides da espécie B. bonariensis foram capturados nas proximidades do campus da
Universidade Federal do Pampa (area 1) e no Cerro do Batovi (area 2), ambos localizados no
municipio de S3o Gabriel, Rio Grande do Sul, no periodo entre dezembro de 2012 a marco de
2013. A captura foi realizada por meio de armadilhas, que consistem em cortes médios de
papelao com dimensdes de 40 cm de largura x 40 cm de comprimento distribuidas na area 1. As
armadilhas de intercepcdo e queda, que consistem em recipientes enterrados até sua superficie
superior ficar nivelada com o solo, estas foram inseridas na area 2.

Treze exemplares coletados escolhidos aleatoriamente foram mantidos em cativeiro, na
tentativa de mimetizar o habitat da espécie. Este ambiente consistiu em um aquario de vidro,
forrado areia e pedras, pedacos pequenos de madeira, cascas e folhas de arvores, também
foram depositados.
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A extracao do veneno do escorpido B. bonariensis foi realizada através da estimulacao
elétrica por corrente continua de 35V, diretamente no derradeiro segmento abdominal. O poo/
dos venenos coletados foi diluido em 100ul de solucdo salina 0,9% e armazenado a -20° C até o
momento do uso. As proteinas presentes no poo/ do veneno de B. bonariensis foram submetidas
a precipitacdo por acido tricloroacético (TCA) 20% em acetona por 24h a -20° C,
posteriormente, centrifugadas e entdo o pellet foi utilizado.

A fragao proteica do veneno de B. bonariensis, foi quantificada de acordo com o protocolo de
Bradford (1976). A andlise de SDS-PAGE 12% foi realizada utilizando amostras contendo 30 pg
e 60 ug de proteinas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As armadilhas utilizadas para a captura dos escorpides B. bonariensis se mostraram eficazes.
Com armadilha de intercepcao e queda obteve-se 149 exemplares, enquanto na armadilha de
cortes de papelao, o numero de individuos capturados foi de 15, totalizando 164 exemplares de
B. bonariensis capturados. A extracdo do veneno foi realizada por eletroestimulacdo nos 164
exemplares, coletados com os dois tipos de armadilhas utilizadas neste estudo. Foram realizadas
duas extracOes de veneno, a primeira com os 15 escorpides coletados na area 1. Destes, foram
obtidos cerca de 50 uL de veneno com 3,34 g de proteina/JL (amostra A). A segunda extragao
foi efetuada com os 149 animais coletados na area 2. A quantidade de veneno obtida foi cerca
de 250 yL com 2,25 ug de proteina/uL (amostra B). Uma aliquota da amostra B foi utilizada
para precipitacao das proteinas com TCA 20% (amostra C).

A amostra A, quando submetida a SDS-PAGE, nas concentracoes de 30 ug e 60 ug de
proteinas ndo apresentou nenhuma banda. Na amostra B, concentracdo de 60 pg de proteinas,
observou-se uma banda estimada em 50 kDa. A amostra C, a qual foi submetida a precipitagao
com TCA, apresentou sete bandas de proteinas com valores estimados de 250 kDa a 25 kDa.
Estes resultados indicam que o veneno do escorpido B. bonariensis, além da fracao proteica, é
composto por uma gama de outras substancias os quais interferem na resolucao da
eletroforese. Assim a precipitagdo das proteinas presente no veneno com TCA, se torna
indispensavel para obter um gel com boa resolucao para a caracterizagao das proteinas.

Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) do veneno do escorpidao B.

bonariensis capturados em duas regides do municipio de Sdo Gabriel, Rio Grande do Sul, Brasil.
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CONCLUSOES

Considerando os dados obtidos no presente estudo pode concluir-se que as armadilhas
utilizadas para coleta dos escorpides B. bonariensis se mostram eficazes quanto ao seu
propdsito. A armadilha da interceptacdo e queda obteve um maior nimero de exemplares,
guando comparada a armadilha de cortes de papelao.

Na andlise da fracdo proteica por SDS-PAGE foram detectadas sete bandas proteicas e a
precipitacdo das proteinas por TCA se mostra essencial para um gel com resolucao de boa
qualidade.

Este trabalho, pioneiro com a espécie B. bonariensis, contribui para padronizacdo da sua
coleta de veneno, bem como para uma determinagao da fragao proteica do veneno do escorpido
B. bonariensis.
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