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1. INTRODUCAO

A ordem Scorpiones pode ser considerada diversa, apresentando mais de
1.500 espécies conhecidas, distribuidas em 14 familias e 163 géneros (FET et al.,
2000). A familia Buthidae € a mais importante pelo nUmero de espécies, estando
representada na América do Sul, incluindo o Brasil, pelo género Tityus C. L. Koch,
1836. Todos os escorpides de importancia meédica existentes no Brasil pertencem a
este género, como as espécies Tityus. serrulatus, Tityus. bahiensis, Tityus tigmurus
(LUCAS; SILVA JUNIOR, 1992). Dentre das mais de 180 espécies do género Tityus
descritas, Tityus uruguayensis, € uma espécie de ocorréncia exclusiva do Bioma
Pampa, Rio Grande do Sul, e com descri¢des de acidentes escorpidnicos. Devido a
poucos relatos na literatura cientifica esta espécie se torna uma fonte de interesse
académico principalmente no que diz respeito a composicao proteica do veneno.

Muitos estudos tém provado que a composicao de venenos possui Nndo menos
do que 100 diferentes moléculas bioativas e, muitas delas, originadas a partir de
modificacdes pos traducionais de proteinas e peptideos (SABATIER et al, 2003). Tal
riqueza pode ser Util para a biotecnologia de muitas maneiras, com a prospeccao de
novos farmacos ou novas entidades quimicas que pode ser utilizado como
compostos terapéuticos sendo os mais promissores. Também digno de nota que
muitos dos topselling dos produtos farmacéuticos em todo o mundo sédo produtos
naturais ou analogos sintéticos e semissintéticos de recursos naturais
(MYLES,2003).

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 (MARCUSSI et al., 2011).

O estudo e caracterizacdo das fracbes proteicas de venenos € um campo
bastante fértil, onde os desafios significativos permanecem sem solu¢cdo, mas o
rapido progresso tecnolégico permite a descoberta da imensa gama de peptideos do
veneno farmacologicamente ativos (ESCOUBAS et al., 2008). Portanto este trabalho
tem como objetivo padronizar a extracdo e o perfil eletroforético da fracéo
peptideo/proteica do veneno do escorpido T. uruguayensis.

2. METODOLOGIA

Escorpibes da espécie T. uruguayensis foram capturados nas proximidades
do campus da Universidade Federal do Pampa, localizado no municipio de Sao
Gabriel, Rio Grande do Sul, no 2° semestre de 2013.

A captura foi realizada por meio de pitfall traps, alocadas proximas a arvores e
troncos em decomposicéo, visto que sédo o habitat da espécie.
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A solucéo de veneno foi preparada como descrito em SALAMA e SHARSHAR
(2013), utilizando método de macerag¢do com nitrogénio liquido até os télsons serem
reduzidos a um pé fino, onde posteriormente foram dissolvidos em solucéo salina
NaCl 0,9% e mantidos a 4° C por 72 horas. A solucao de veneno foi centrifugada a
10.000 x g por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi removido, liofilizado e
armazenado a 20° C até sua utilizacao.

As proteinas presentes no veneno de T. uruguayensis foram submetidas a
precipitacdo por acido tricloroacético (TCA) 20% em acetona. 20uL extrato protéico
do veneno de T. uruguayensis foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) seguindo protocolo descrito por CARVALHO (2013).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi padronizar a extracdo e o perfil
eletroforético da fracéo peptideo/proteica do veneno do escorpido T. uruguayensis.
Para isto, armadilhas pitfall traps foram utilizadas, as quais se mostraram eficazes,
totalizando 12 exemplares capturados. Posteriormente, 0s escorpibes foram
anestesiados e os télsons removidos foram utilizados para preparar a solucao de
veneno, como descrito na Metodologia.

A quantificacdo da fracdo peptideo/proteica realizada de acordo com o
protocolo de BRADFORD (1976) demonstrou 30ng/pL.

A fim de identificar a fracdo peptideo/proteica do veneno de T. uruguayensis,
SDS-PAGE foi realizada e o resultado € mostrado na FIGURA 1. Para melhorar a
resolucdo do gel e remover moléculas ndo protéicas, a amostra do veneno foi
submetida a precipitacdo com TCA/acetona.

Em nosso estudo, a SDS-PAGE da amostra mostrou 10 bandas, as quais
variaram de 18-70kDa. Varios peptideos neurotoxicos ja foram isolados e
caracterizados a partir do veneno de varias espécies de escorpidao (SHWARTZ et al.,
2012). O seu peso molecular varia de 4kDa, tal como no veneno do escorpiao
mexicano Centroides limpidus limpidus (MARTIN et al, 2004) a aproximadamente
45kDa em venendo de Tityus stgmurus (BATISTA et al, 2007). Peptideos do veneno
do escorpido de peso molecular variando entre 36-46kDa, mostram alta atividade
proteolitica (HALDAR et al, 2010). ROODT et al. (2010) na caracterizacao
bioquimica por SDS-PAGE do veneno de Tityus trivittatus, obtido por maceracéo do
télson, detectou bandas com peso molecular variando entre 10-35kDa, a mesma
caracteristica que pode-se notar no nosso estudo.
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Figura 1 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) do veneno do
escorpido T. uruguayensis. Amostra do veneno de Tityus uruguayensis submetida a
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SDS-PAGE na concentracéo de 30ng/uL, precipitada com TCA 20% em acetona. As
setas indicam as bandas protéicas visualizadas. M - marcador molecular Precision
Plus Protein TM Kaleidoscope Standards 161-0375 Bio-Rad.

Atualmente metodologias mais modernas sdo utilizadas para complementar
as informacgdes obtidas da técnica de eletroforese. Entre estas, inclui-se protedmica,
gue esta relacionada com o conjunto de tecnologias que tem por objetivo separar e
identificar proteinas em amostras bioldgicas complexas (ISFOR, 2002).

Com a aplicacdo de técnicas de protedbmica na area de toxinologia, surgiu
este novo ramo desta ciéncia, denominado vendmica, que se pode caracterizar
como sendo o estudo do proteoma de venenos animais. Portanto, a vendmica tem
utilizado abordagens baseadas em eletroforese bidimensional, cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) e espectrometria de massas para separar, identificar e
determinar a sequéncia de aminoacidos de toxinas e inferir sua possivel atividade

| biolégica com auxilio de ferramentas da bioinformatica.

4. CONCLUSAO

Considerando os dados obtidos no presente estudo pode se concluir que a
armadilha utilizada para coleta dos escorpides T. uruguayensis mostram eficazes
guanto ao seu proposito. O método de extracdo através de maceracao dos télsons
demonstrou ser eficiente, resultando em dez bandas detectadas na andlise da fracéo
peptidio/proteica por SDS-PAGE.

Os dados gerados no presente trabalho ndo nos permitem estimar 0s
numeros de proteinas, visto que a andlise ficou restrita a SDS-PAGE. Contudo
etapas futuras com estudos mais aprofundados, como analise em eletroforese

| bidimensional e espectrometria de massas.

Este trabalho, pioneiro com a espécie T. uruguayensis, contribui para
padronizacdo da coleta e extracdo do veneno da espécie, bem como para uma
caracterizacao do perfil eletroforético do veneno do escorpido T. uruguayensis.
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