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RESUMO

Os escorpies do género Tityus sdo amplamente distribuidos no Brasil, seu veneno é
constituido por uma complexa mistura de toxinas: proteinas de alta massa molecular
(PM > 10 kDa), peptideos (PM 3-10) e componentes de baixa massa molecular (PM < 1
kDa). Estudos 6micos focam principalmente em neurotoxinas, peptideos e proteinas de
baixa massa molecular, que agem em canais de sodio, potassio, cloreto e calcio. Apesar
das proteinas de alta massa molecular serem pouco estudadas, ja foi detectada a
presenca de hialuronidase (51 kDa), antarease (~25,5 kDa), heminecrolisina (~33 kDa)
e enzimas com atividade gelatinolitica. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi comparar
o perfil das proteinas de alta massa molecular (PM > 14 kDa) do veneno de trés
espécies de escorpides do género Tityus : Tityus serrulatus (Ts), Tityus bahiensis (Tbh) e
Tityus obscurus (To). Os venenos dos escorpides Ts, Tb e To foram obtidos no
Laboratorio de Artrépodes do Instituto Butantan. As proteinas dos venenos foram
separadas por SDS-PAGE 1-DE e 2-DE e as densidades das bandas ou spots foram
quantificados pelo programa Quantity One e Image Master Platinum, respectivamente.
Os ensaios de Western blotting foram feitos para verificar se o soro antiescorpionico é
capaz de reconhecer as proteinas desses venenos. Foi possivel observar diferencas entre
o perfil proteico dessas trés espécies. Em SDS-PAGE 1-DE foram detectadas 3 bandas
comuns entre os venenos, 74, 60 e 45 kDa. Duas bandas comuns de aproximadamente
60 e 16 kDa foram detectadas entre os venenos de Ts e Tb, bandas de aproximadamente
63 e 41 kDa séo exclusivas do veneno de Ts e bandas de aproximadamente 37, 33 e 32
kDa sdo exclusivas do veneno de To. JA& em SDS-PAGE 2-DE, foram detectados 81
spots exclusivos no veneno de Ts, enquanto que em To foram detectados 73 spots e em
To 81. Entre Ts, Th e To foram detectado 8 spots comuns, entre Ts e To 10 spots, entre
Ts e Th 15 spots e entre Th e To 10 spots. O soro antiescorpiénico reconheceu todas as



proteinas do veneno de Ts, porém nao reconheceu as proteinas de 16 kDa de Th e 22
kDa de To, além das proteinas abaixo de 14 kDa em 1-DE e abaixo de 30 kDa em 2-DE.
Sendo assim, nossos dados mostram diferencas significativas nos venenos analisados e
sugerem que essas proteinas de alta massa molecular podem ter um papel significativo
na toxicidade dos venenos desses escorpides. Desta forma, novos estudos podem

possibilitar a compreenséo da fisiopatologia do envenenamento por essas espécies.

Palavras-chave: andlise prote6bmica, veneno, escorpido, Tityus serrulatus, Tityus

bahiensis e Tityus obscurus.



1. Introducéao

1.1- Os escorpides

Os escorpides pertencem ao Filo Arthropoda, classe Arachnidae e ordem
Scorpiones. Possuem uma grande variedade de habitats, podendo ocupar ambientes
como desertos, florestas tropicais, altitudes elevadas, cavernas e até areas urbanas se
abrigando em casas ou préximo delas, em geral em meio a entulhos, troncos de arvores
e tijolos. Sdo animais que em geral se alimentam de insetos, tais como grilos e baratas e
apresentam habitos noturnos (Hadley, 1974; Ministério da Saude, 2009).

No Brasil, os escorpifes sdo representados por 4 familias: Bothriuridae,
Chactidae, Ischnuridae e Buthidae. Esta Gltima é representada pelas espécies de
escorpides de importancia médica que causam a maioria dos acidentes graves e em
alguns casos, Obitos. A Familia Buthidae, com cerca de 80 géneros e 550 espécies,
possui distribuicdo geografica em todos os continentes, com exce¢do da Antartica. O
género Tityus é muito encontrado no Brasil, com cerca de 30 espécies (Cardoso et al,
2003) e sdo extensamente estudados devido aos inumeros acidentes causados em
humanos (Ismail, 1995).

Os principais escorpifes de importancia médica sdo o Tityus serrulatus (Lutz e
Mello, 1922), Tityus bahiensis (Perty, 1933), Tityus stigmurus (Thorell, 1877) e o Tityus
obscurus, também conhecido como Tityus paraensis (Kraepelin, 1896).

O escorpido Tityus serrulatus, conhecido como o escorpido amarelo, possui
entre 5 a 7 cm de comprimento, possui pernas e cauda amarelo-clara e tronco escuro. E
assim denominado devido & presenca de uma serrilha nos 3° e 4° anéis da cauda. Antes
essa espécie era restrita aos estados de Minas Gerais, Goias, Sao Paulo, Santa Catarina,
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Rio de Janeiro, Espirito Santo e parte do sul da Bahia (Museu Instituto Butantan/
Aranhas e Escorpides, 2001), porém devido a sua boa adaptacdo a ambientes urbanos e
sua rapida proliferacdo, atualmente possui sua distribuicdo ampliada para outras regides
do nordeste (Bahia, Ceard, Pernambuco, Sergipe, Piaui, Rio Grande do Norte), centro
oeste (Mato grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Distrito Federal), sudeste (Rio de
Janeiro, S&o Paulo, Espirito Santo) e sul (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul)

(Borges et al, 2010) (Figura 1).

Figura 1: Escorpido Tityus serrulatus (Manual de controle de escorpides / Ministério da Saude; 2009.

Fotos: Denise Maria Candido). Mapa de distribui¢do geogréafica

O escorpido Tityus bahiensis, conhecido como o escorpido marrom, de 5a 7 cm
de comprimento, possui 0 tronco escuro, pernas e palpos com manchas marrons escuras
e cauda marrom-avermelhada e, diferentemente de Tityus serrulatus, esta espécie ndo
possui serrilha na cauda. Este escorpido é responsavel pela maioria dos acidentes no
estado de Sdo Paulo, porém ele pode ser encontrado nos estados de Minas Gerais,
Goias, Bahia, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Parana, Santa

Catarina e Rio Grande do Sul (Figura 2).
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Figura 2: Es‘corpiéo Tityué bahiensis (Manual de controle de escorpides / Ministério da Saude; 2009.

Fotos: Denise Maria Candido). Mapa de distribuicdo geografica

O escorpido Tityus stigmurus, conhecido como o escorpido amarelo do nordeste,
de 5 a 7 cm de comprimento, assemelha-se ao Tityus serrulatus tanto na coloragdo como
nos héabitos, além da presenca de serrilha, porém esta € menos acentuada nos 3° e 4°
anéis da cauda. Sua diferenca esta na presenca de uma faixa escura longitudinal na
regido dorsal do seu mesossoma (corpo) e outra triangular no prossoma (cabeca). Esta
espécie € que causa mais acidentes no Nordeste e estd presente nos estados de
Pernambuco, Bahia, Ceara, Piaui, Paraiba, Alagoas, Rio Grande do Norte e Sergipe

(Figura 3).

Figura 3: Escorpido Tityus stigmurus (Manual de controle de escorpides / Ministério da Salde; 2009.

Fotos: Denise Maria Candido). Mapa de distribuicdo geografica



O escorpido Tityus obscurus, também conhecido como Tityus paraensis ou
Tityus cambridge (escorpido preto da Amazénia), de 8 a 10 cm de comprimento, quando
adultos possuem coloracdo negra, porém quando jovens possuem corpo e apéndices
castanhos e manchados de marrom escuro podendo ser confundidos com outras espécies
de escorpido da regido da Amazonia legal (Figura 5). Esta espécie € comum na regido
Norte, principalmente no Pard e Amap4, podendo ser encontrados também no estado do

Amazonas, Acre, Roraima, Ronddnia, Maranh&o e Tocantins (Figura 4).

Figura 4: Escorpido Tityus obscurus/paraensis/cambridgei (Manual de controle de escorpies /

Ministério da Salde; 2009. Fotos: Denise Maria Candido). Mapa de distribuicdo geografica

Figura 5: Filhote de Tityus obscurus. Note a diferenca de coloragdo com os adultos dessa mesma espécie.
Os filhotes sdo castanhos com manchas marrons escuras espalhadas pelo corpo. Foto: Denise Maria

Candido.



1.2- Escorpionismo

O acidente escorpionico € um problema de satde publica em diversas regides
tropicais e nao ocorrem de forma uniforme durante o ano, tendo um aumento nas épocas
de calor e chuvas, porém a variacdo anual é pequena. A ocorréncia desses acidentes
aumentou nos ultimos anos. Em 2010 foram notificados 50.126 acidentes, com 88
obitos. A incidéncia foi de 26,3 acidentes/100.000 habitantes em relacdo a 2009
(25,7/100.000 habitantes) e a letalidade foi de 0,2%, sem distin¢do significativa entre o
sexo afetado. Os maiores registros estdo na faixa etaria entre 20 e 49 anos, com 47,6%.
As criancas entre 1 e 9 anos estdo na faixa etaria com maior quantidade de dbitos
(39/88), principalmente naqueles que apresentam quadro clinico sisttémico e que
recebem atendimento tardio com 6 horas ou mais ap6s a picada (SINAN - Ministério da
Salde, 2011). A maioria dos ébitos ocorreu na regido sudeste entre os anos de
2000/2010 com um total de 277 dbitos, sendo Minas Gerais 0 estado onde ocorreu a
maioria das notificacdes, com 28 casos em 2010 (SINAN — Ministério da Saude, 2011).
Criancas abaixo de sete anos e idosos constituem um grupo de risco devido ao fato de
que o sistema imune ainda estd em formacdo ou debilitado, respectivamente (Maestri-
Neto et al, 2008).

Os aspectos clinicos, resultado do envenenamento, sdo classificados em
manifestacbes locais e sisttmicas. Os sintomas locais podem ser divididos em
neurotoxicos e citotdxicos. A evidéncia de uma picada local pode ser minima ou ausente
em aproximadamente 50% dos casos de sintomas neurotoxicos. Os pacientes
apresentam sensacéo de dor, seguida por coceira, eritema, inchago no tecido e aumento
de hiperestesia no local da picada que persiste por varias semanas, alem de ser

hipersensivel ao toque e a temperatura. Nos sintomas citotoxicos, a macula ou papula



aparece inicialmente no local, ocorrendo dentro da primeira hora da picada. No entanto,
se a lesdo progredir para um aspecto roxo, podera evoluir para uma necrose e Ulcera,
sendo que o diametro da lesdo depende da quantidade do veneno injetado (Petricevich,
2010). Os sinais sistémicos podem ser ndo neuroldgicos, os quais incluem sintomas
cardiovasculares, respiratérios, gastrointestinais, genitourinario, hematolégico,
metabolico ou neuroldgico devido a liberacdo de catecolaminas de glandulas adrenais
ou a liberacdo de acetilcolina dos neurbnios parassimpaticos pos-ganglionares
(Petricevich, 2010).

Em algumas regides na Amazonia, alguns casos de envenenamento por Tityus
obscurus pode causar sensacfes de choque, sintomas relatados por pacientes de regides
do estado do Para (Pardal, 2003).

Recentemente foi proposta uma Unica classificacdo clinica relacionada aos sinais
e sintomas do envenenamento. Estudos definem classes de envenenamento de acordo
com esses sinais e sintomas. A classe | contém apenas as manifestacfes locais tais como
sensacdo de ardéncia, eritema, hiperestesia, coceira, necrose, parestesia, dor, inchaco. A
classe Il apresenta manifestacbes sisttmicas menores e alguns dos sintomas séo:
agitacdo, convulsdo, diarréia, encefalopatia, fasciculacdo, hemorragia gastrointestinal,
hematdria, hipertensdo, mioclonia, pancreatite, taquicardia, retencdo urinaria e vomitos.
A classe 11 € o resultado do envenenamento severo devido a falhas no sistema nervoso
central (paralisia), cardiaco (hipotensdo, arritmia ventricular, bradicardia, colapso
cardiovascular) ou respiratério (cianose, dispneia e edema pulmonar) (Khattabi et al,
2011).

Envenenamento por espécies de escorpides Tityus zulianus e Tityus discrepans
provenientes da Venezuela, causam complicacdes cardiorrespiratdrias, morte por lesdo

pulmonar e alteracbes pancredticas e gastrointestinais, respectivamente. Doses



significativas da toxina do veneno de Tityus zulianus no sangue de humanos induzem
um potente aumento na producdo de peroxido em neutrofilos, podendo evoluir para
necrose em doses mais elevadas, e menor producdo em mondcitos em comparagao com
Tityus discrepans. Entretanto, nenhum efeito foi observado em eosindfilos, sugerindo
que a toxina do veneno de Tityus zulianus visa especificamente a producdo de ROS
(espécies reativas de oxigénio) intracelular em neutrofilos, sendo que essa alta regulacao
pode ser um importante alvo in vivo que poderia ter um papel importante nas
complicacBes cardiorrespiratérias apds o envenenamento provocado por essa espécie
(Borges et al, 2011).

Na maioria dos casos, onde hd somente o quadro local, o tratamento é
sintomatico e consiste no alivio da dor por infiltracdo de anestésico ou analgésico
sistémico. Aos pacientes picados, com formas moderadas e graves, o tratamento
consiste na administracdo de soro antiescorpidnico (SAEsc) ou antiaracnidico (SAA).
Apesar da baixa letalidade (0,2%), os casos graves e Obitos sdo mais frequentemente
associados a acidentes por Tityus serrulatus em criangas. (Guia de Vigilancia

Epidemioldgica, 2010).

1.3- O veneno do escorpido

O veneno do escorpido é constituido de uma mistura complexa de componentes
gue incluem mucopolissacarideos, hialuronidase, fosfolipase, serotonina ou histamina,
inibidores de protease e neurotoxinas (Couraud & Jover 1984). Geralmente o veneno de
escorpido é conhecido por possuir proteinas neurotdxicas e peptideos que interage com
varios canais idnicos tais como de sddio, de potassio, de célcio e de cloreto que atuam

em membranas excitaveis, ligando a sitios especificos e promovendo a liberacdo de



neurotransmissores (Castle et al, 1989; Possani et al, 1999 e 2000). Esses peptideos, por
sua vez, sdo bastante estudados, pois representam uma importante ferramenta para
investigar a contribuicdo fisioldgica dos canais de ions para as células e o
comportamento do organismo.

As toxinas de canais de Na® dependentes de voltagem (VGSCs) sdo as mais
reativas e por isso sdo 0s principais agentes responsaveis pelos efeitos toxicos do
envenenamento por escorpido. Essas toxinas sao consideradas peptideos de cadeia longa
e sao classificados em duas classes: neurotoxinas o ¢ . As toxinas o constituem uma
familia de proteinas que possuem 60 a 70 residuos de aminoacidos ligados por 4 cadeias
dissulfidicas e se ligam ao sitio 3 dos VGSCs, e sua classificacdo esta relacionada com
sua especifica toxicidade contra células de mamiferos e insetos, tendo como propriedade
retardar ou bloquear a inativacao desses canais. As toxinas 3 possuem 60 a 65 residuos
de aminodcidos e se ligam ao sitio 4 dos VGSCs e agem na modulacdo da ativacdo
desses canais. As sequencias de aminoacidos dessas toxinas o € B mostram um grau
variavel de sua identidade e a interacdo entre essas toxinas e 0s canais ocorrem via
superficie hidrofobica (Cologna 2009; Hille, 1992; Lewis & Garcia, 2003)

As toxinas que atuam em canais de sodio sdo consideradas as principais toxinas
escorpidnicas por serem mais abundantes e tdxicas. Dentre estas estd a toxina TsTX1
(tipo PB), isolada do veneno do escorpido Tityus serrulatus (Becerril et al., 1997; Corréa
et al., 1997; Conceicdo et al, 2005). Esta toxina se liga no sitio 4 do canal de s6dio com
grande estabilidade e alta afinidade provocando alteracdo na ativagédo de canais de sodio
dependentes de voltagem VGSCs (Barhanin et al., 1985; Marcotte et al., 1997). Outra
toxina, a TsTX, também chamada de IV-5, isolada do veneno do escorpido Tityus

serrulatus, é uma toxina do tipo o que se liga ao sitio 3 do canal de sodio (Falqueto et



al., 2002) e por isso, foi utilizada como ferramenta para induzir a liberacdo de
neurotransmissores por despolarizacdo (Gomez et al., 1995).

A Tzl (tipo PB), isolada do veneno do escorpido Tityus zulianus, interfere no
processo de ativacdo dos canais de sdédio no musculo esquelético (NaV1.4), porém néo é
efetiva em NaV1.5 cardiaco (Borges et al, 2004). A presenca das toxinas o ¢  de Tityus
zulianus, afetam os canais de sodio e exibem atividades semelhantes em nAChRs
(Receptores de acetilcolina nicotinico), assim como no veneno do escorpido Buthus
occitanus tunetanus. Outros peptideos também afetam os canais de soédio, como a Bul
do escorpido Buthacus macrocentrus (Caliskan et al, 2012) e a TbScV (tipo o), uma
toxina isolada do veneno do escorpido Tityus bahiensis que podem causar modificacfes
tais como a reducdo da taxa de inativacdo das correntes de sodio, aumento da amplitude
da corrente que causa uma alteracdo negativa na ativacdo e inativacdo dos canais
dependentes de voltagem sensiveis a tetrodoxina (TTX-S) e isoformas de canais de
NaV1.5 cardiaco. Esta toxina também causa uma pequena diminui¢do na amplitude das
correntes dos canais de Na* neuronais resistentes a tetrodoxina (TTX-R) (Moraes et al,
2011). A toxina Tc49b, proveniente de Tityus cambridgei, afeta os canais de Na* de
células granulares de cerebelo, porém néo foi efetiva nos canais de K* dependente de
voltagem (Batista et al, 2002a).

Existe um grupo de proteinas que atuam em canais de potassio que possuem uma
nomenclatura estabelecida, proposta por Tytgat et al (1999). Este grupo pode ser
dividido em quatro familias: oo KTx, B KTx, YKTx e kKTx (Goudet et al, 2002). Das
toxinas que atuam nestes canais, a Tsl5, classificada como aKTx21.1, blogqueia
significativamente os canais Kv1.2, Kv1.3, Shaker IR e isoforma Kv1.6 na faixa de
nmolar. (Cologna et al, 2011). A toxina Kappa-KTx2.5 derivada do escorpido

Opisthacanthus cayaporum (familia Liochelidae) também é capaz de bloquear as



correntes de K*, em especial dos subtipos hKv1.1 e hKv1.4, com alta afinidade pelo
canal Kv1.4 (Camargos et al, 2011).

Outros peptideos também atuam nesses canais de forma significativa como o
Tcl do veneno do escorpido Tityus cambridgei que blogueia de forma reversivel os
canais de K" tipo Shaker B (Batista et al 2000). Os peptideos Tc30 e Tc32, especificos
dos canais de K*, do veneno desse mesmo escorpido, reconhecem com alta afinidade os
canais Kv1.3, além dos canais de K" tipo Shaker B dependente de voltagem, porém com
poténcias diferentes. O peptideo Tc32 afeta preferencialmente as correntes de K* das
células imune, e devido a sua estrutura primaria Unica foi definida como uma nova
subfamilia de toxinas especificas para os canais de K*, a oKTx18.1 (Batista et al,
2002b).

Ja no veneno do escorpido Mesobuthus martensii, as toxinas BmP02 e BmPO03,
afetam os canais de K" dependente de voltagem (KTxs) e possuem diferentes afinidades
aos canais de K" tipo Shaker, onde s&o capazes de inibir as correntes de rKkv1.1, rkv1.2,
rkKv1.3 e Shaker IR, porém ndo possui atividade detectavel em rKv1.4. Além disso,
apresentam diferentes afinidades aos canais rKv1.2 e rKv1.3, onde BmP02 possui mais
afinidade em rKvl1l.2 e BmP03 para rKv1l.3. Outro fator importante é que esses
peptideos blogueiam, de forma menos eficiente, o canal de potéssio rKv1.3 dependente
de voltagem e ambos alteram a curva de inativagdo da corrente para potenciais
positivos, o que diferencia de todos os venenos de escorpido derivado de KTx (Zhu et
al, 2012).

A familia kKTx ¢ a mais recente dentre as toxinas que atuam em canais de
potassio. Entre os peptideos pertencentes a essa familia o x-Buthitoxin-Tt2b ou
kBUTX-Tt2b do veneno de Tityus trivittatus, com 28 aminoacidos, é capaz de bloquear

os canais de K* (Saucedo et al, 2012). As estruturas dos peptideos kBUTX-Tt2b e Ts16
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(Bordon et al, 2011) mostram grande identidade com o peptideo Tt28 (Abdel-Mottaleb
et al, 2006) classificado de a-KTx20.1 e que também é um bom blogueador dos canais
de potassio K, Kv1.2 e Kv1.3, porém n&o tem efeito nos canais de Kv1.1 e Kv1.4.

As toxinas dos escorpifes também podem agir no sistema nervoso central e
estudos mostram que os escorpides do género Tityus, tais como Tityus serrulatus e
Tityus bahiensis, podem causar algumas alteracdes na liberagdo de neurotransmissores
no hipocampo e modificagcbes comportamentais tais como o0 aumento na atividade
eletrografica do hipocampo resultando em descargas elétricas convulsivantes, sendo que
com o veneno de Tityus bahiensis estas descargas sdo menos intensas, 0 que
provavelmente esta relacionado com as diferencas de toxicidade dos venenos (Nencione
et al, 2009).

O veneno dos escorpifes do género Tityus também podem causar alteracfes no
desenvolvimento fisico e comportamental na prole de ratas no periodo pés-natal
resultando em rapido desdobramento das orelhas e erupcdo dos incisores e em outros
casos, lenta abertura dos olhos (Dorce et al 2009, Baré&o et al, 2008).

Relacionados aos estudos dos peptideos do veneno dos escorpides, as analises
trancriptbmicas caracterizam peptideos derivados da glandula de veneno de escorpido
inibidores de protease SdPI eSdPI2. Baseado nesses ensaios, um novo peptideo tipo
Kunitz terminal SdPI foi identificado no veneno do escorpido Lychas mucronatus que
confirma ser um potente inibidor de tripsina que estd envolvida em vérias reacdes

inflamatdrias no corpo humano (Zhao et al, 2011).

1.4- Proteinas de alto peso molecular em veneno de escorpifes

Levando em consideracdo a diversidade dessas toxinas e suas interagoes, as

andlises dmicas sdo muito utilizadas para a identificacdo da complexidade dos venenos.
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A maioria dos estudos focam principalmente os peptideos e proteinas de baixo peso
molecular, em especial aquelas com acdo nos canais iénicos (Diego-Garcia et al, 2005;
Rates, et al, 2008; D"Suze et al, 2009; para revisao ver De La Vega, et al, 2010).

Apesar de existirem poucos estudos sobre as proteinas de massa molecular
acima de 10 kDa, ja foi demonstrada a presenca de hialuronidase (51 kDa) em Tityus
serrulatus. Estudo, in vivo, mostram que esta enzima associada a toxina TsTX-I de
Tityus serrulatus pode causar um significante aumento nos niveis das enzimas creatina
quinase (CK), lactato dehidrogenase (LD) e aspartato aminotransferase (AST ) do soro
do que apenas a toxina TsTX-I, confirmando que essa enzima tem um alto fator de
espraiamento, ja que esta facilita a difusdo da toxina dentro dos tecidos contribuindo
para 0 envenenamento sistémico (Pessini et al, 2001). Outra enzima com atividade
gelatinolitica proveniente do veneno de Tityus serrulatus, também encontrada no
veneno de Tityus bahiensis, foi identificada por Almeida et al, 2002. Esta enzima parece
ser uma serinoprotease visto que ela foi inibida por inibidores de serinoprotease. Essa
enzima possui atividade proteolitica, podendo agir também como fator de espraiamento
aumentando a permeabilidade do tecido. Dessa forma, esta enzima pode ser responsavel
pelos sintomas de pancreatites observados em pacientes picados por escorpiao.

Uma outra enzima proteolitica, uma metaloprotease (antarease), também foi
encontrada no veneno de Tityus serrulatus. Esta enzima cliva proteinas de membrana
associada a vesicula (VAMPs) em diferentes sitios especificos e dessa forma, pode
interromper a fungdo das VAMPs, interferindo no trafego de vesiculas intracelular e na
secrecdo (Fletcher et al, 2010).

Uma outra proteina proveniente do escorpido Hemiscorpius lepturus da familia
Liochilidae foi identificada por Borchani et al, (2011). Essa proteina foi denominada

hemicrolisina (33 kDa) e promove um efeito dermonecrotico, similar ao produzido pelo
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veneno de aranhas do género Loxosceles. No veneno de escorpido esta proteina € uma
esfingomielinase D e possui atividade hemolitica e dermonecrotica que € descrito como
SMasesD.

A identificacdo dessas proteinas de alto peso molecular provenientes dessas
diferentes espécies e a consequente descoberta da sua diversidade podera trazer uma
nova Vvisdo sobre a importancia na medicina relacionada aos envenenamentos de

escorpiao.
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2. Objetivo

O objetivo deste estudo € comparar o perfil proteico dos diferentes venenos de
escorpido do género Tityus: Tityus serrulatus, Tityus bahiensis e Tityus obscurus e
verificar a diversidade de proteinas, de peso molecular acima de 10 kDa e se 0 soro
antiescorpionico (produzido com o veneno de Tityus serrulatus) € capaz de reconhecer

as proteinas dos diferentes venenos.

Relevancia
Este estudo visa auxiliar no conhecimento da diversidade das proteinas nos
venenos das 3 espeécies de Tityus, contribuindo para a compreenséo da fisiopatologia do

envenenamento por essas espécies de escorpides no Brasil.
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3. Materiais e Métodos

3.1- Tampdes e solugdes
Eletroforese em gel poliacrilamida SDS-PAGE (1-DE)

. Tampdo de Amostra (2x): Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 4%;
glicerol 20%; B-mercaptoetanol 10%; Tris 50 mM, pH 6,8; azul de Bromofenol
0,05%.

o Tampao de Amostra (6x): SDS 12%; glicerol 30%; pB-
mercaptoetanol 10%; Tris 150 mM pH 6,8; azul de Bromofenol 0,15%.

. Tampao de Corrida: Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1%.

o Tampao de Separagéo (4X): Tris 1,5 M pH 8,8.

o Tampao Stacking (4X): Tris 0,5 M pH 6,8.

. Solucdo corante Coomassie Brilliante Blue R: azul de coomassie
R 0,1% em acido acético 5% e metanol 25%.

o Solucdo Descorante: acido acético 5% em metanol 25%.

Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (2-DE)

. Tampao de Corrida: Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1%.

o Solucdo Fixadora: acido acético 5%, etanol 40%.

. Solucédo corante Coomassie Brilliante Blue G: sulfato de aménio
8%, acido ortofosforico 1%, azul de Coomassie G-250 0,1%.

. Solucdo de preservacdo: acido acetico 5%.

. Solucdo de equilibrio redutora: Tris-HCI 50 mM, pH 8,4, uréia 6

M, SDS 2%, glicerol 30%, DTT 2%.
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. Solucdo de equilibrio alquilante: Tris-HCI 50 mM, pH 8,4, uréia
6M, SDS 2%, glicerol 30%, iodoacetamida 3%.

. Solucdo de Agarose: agarose 0,5%, azul de bromofenol 0,002%

em tampao de corrida diluido 1X.

. Solucdo de Acrilamida 30% e metilbisacrilamida 0,8%.

Western Blotting

o Tampao fosfato — salina (PBS): NaH,PO,4.H20 1,5 mM; NaHPO,

8 mM; NaCl 140 mM.

. Tampao de Transferéncia: Tris 24 mM, glicina 190 mM e metanol
20%.

o Tampao de Lavagem: Tween-20 0,2% em PBS.

o Tampao de Bloqueio: leite desnatado 5% em tampé&o de lavagem.

. Diluente de anticorpo: albumina bovina 1% em tampdo de
lavagem.

o Solucdo Ponceau S: Ponceau S 0,1% em acido acético 20%.

3.2- Reagentes

. Solucdo de rehidratacdo Destreak: GE Healthcare Bio-Sciences
AB, Uppsala, Suica.

. Tampao IPG: GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suica.

o Coomassie Brilliant Blue G: BIORAD Lab., Hercules, CA, EUA.

. Coomassie Brilliant Blue R: BIORAD Lab., Hercules, CA, EUA.

. Soro antiescorpionico: Instituto Butantan, S&o Paulo, Brasil.
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. Anticorpo secundario: marcado com Peroxidase produzido em
cabra contra IgG de cavalo, KPL, Maryland, EUA.
o Substrato Quimioluminescente Supersignal West Pico: Thermo

Scientific, Rockford, IL, EUA.

. Azul de Bromofenol: Plus one, Uppsala, Suica.

. B-mercaptoetanol Molecular Biology Grade: Calbiochem, La
Jolla, CA, EUA.

. Fixador (revelacdo manual): GBX Fixer, Kodak Co., Rochester,
NY, EUA.

o Revelador (revelagdo manual): GBX developer, Kodak Co.,

Rochester, NY, EUA.

o Padrdo de peso molecular baixo e alto: SDS-PAGE molecular
Weight Standarts, Low Range e Hight Range, BIORAD Lab., Hercules, CA,
EUA.

. Padrdo de peso molecular Kaleidoscope, Prestained Standards,

BIORAD Lab., Hercules, CA, EUA.

3.3- Animais e venenos

Os venenos de Tityus serrulatus, Tityus bahiensis e Tityus obscurus foram

obtidos no Laboratdrio de Artropode do Instituto Butantan. O escorpido Tityus obscurus

foi coletado na regido da Flona — Floresta Nacional do Tapajés, Santarém — PA, e

mantidos no Laboratorio de Artropode do Instituto Butantan para posterior coleta de

veneno. Os venenos foram liofilizados e solubilizados em NaCl 0,9 % (Tityus

serrulatus) e 1,46% (Tityus bahiensis e Tityus obscurus). Essa diferenca de

17



concentracdo de NaCl esta relacionado com a melhor solubilizacdo do veneno. Apds

esse procedimento, os venenos solubilizados foram aliquotados e mantidos a —20° C.

3.4- Determinacao das proteinas

A determinacdo da concentracdo de proteina dos venenos foi realizada pelo
método de Bradford (1976), utilizando albumina bovina como padréo e reagente de
Bradford (BIORAD assay protein, Hercules, CA, EUA). A absorbancia foi de 620 nm,

no fotdmetro Multiskan EX (Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA).

3.5- Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 1-DE)

As proteinas dos venenos (30 pg de proteina) de Tityus serrulatus, Tityus
bahiensis e Tityus obscurus foram desnaturadas em tampao de amostra a 100° C por 5
min e separadas em gel de poliacrilamida em concentracdo 10% utilizando o sistema
vertical Mini-PROTEAN (BIORAD Lab., Hercules, CA, EUA). As proteinas foram
coradas com corante Coomassie Brilliant Blue R-250 por 30 min ou Coomassie
Brilliant Blue G-250 por 24hs e descoradas com solucdo descorante ou agua ultrapura,
por em média dois dias, respectivamente. Os géis foram digitalizados e analisados por

meio do programa Quantity One (BIORAD Lab., Hercules, CA, EUA).
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3.6- Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 2-DE)

3.6.1- Rehidratacao das fitas:

O veneno foi precipitado (80 pg de proteina) utilizando acetona gelada na
proporcdo 1:3 (1 volume de amostra de proteina para 3 de acetona) por 3 horas a -20° C,
em seguida foi centrifugado a 14.000 g por 10 min. O pellet foi ressuspendido em 125
pl de solucdo de rehidratacdo destreak contendo 0,5% de tampédo de gradiente de pH
imobilizado (IPG) de pH 3-10. As amostras foram aplicadas em canaletas no IPG Box
(GE-Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suica) e as fitas posicionadas sobre as

amostras e incubadas durante a noite, por no minimo 10 horas e no maximo 18 horas.

3.6.2- Focalizacdo Isoelétrica

Apbs a hidratacdo das fitas, foi realizada a focalizacdo isoelétrica, utilizando o
aparelho Ettan IPG Phor 3. Inicialmente as fitas foram submetidas a 100 V por 2 horas
para a remocao dos sais seguido do protocolo para fitas de 7 cm (Passo 1: step 100V — 2
horas; passo 2: step 300V — 200 Vh; passo 3. gradiente 1000V — 300Vh; passo 4:
gradiente 5000V — 4000Vh: passo 5: gradiente 5000V — 1250Vh), tendo um acimulo de
aproximadamente 5952 Vh. Apds essa fase, as fitas foram guardadas a —80°C até a

proxima etapa.

3.6.3- Equilibrio das fitas
Apols a etapa de focalizacdo, as fitas foram equilibradas com solucdo de
equilibrio redutora (DTT) e solugcdo de equilibrio alquilante (lodoacetamida - 1AA),

respectivamente, por 15 min cada, em temperatura ambiente sob agitacdo constante.
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Devido a sensibilidade da iodoacetamida a luz, durante a fase alquilante, os tubos

contendo as fitas foram envolvidos com papel aluminio.

3.6.4- Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em gel de poliacrilamida, na presenca de SDS, foi realizada
utilizando o sistema vertical Mini-PROTEAN (BIORAD Lab., Hercules, CA, EUA). As
fitas foram posicionadas sobre os géis de concentracdo de 12,5%, juntamente com o
padrdo de peso molecular Kaleidoscope, Prestained Standards (BIORAD Lab.,
Hercules, CA, EUA) (5 ul) aplicado em papel filtro, em seguida coberto com solucédo de
agarose 0,5%. A corrida seguiu dois passos: Passo 1: 80V, 15mA e 1W por gel por 30
min e passo 2: 500V, 60mA e 13W por gel. Apos esse procedimento, os géis foram
incubados com solucdo fixadora por no minimo 30 min. As proteinas foram coradas
com Coomassie Brilliant Blue G-250 por 3 dias, em seguida descorados com agua
destilada, digitalizados e a analise das imagens feitas por meio do software Image

Master Platinum 2D.

3.7- Western Blotting

Os ensaios de Western blotting foram feitos para verificar se 0 soro
antiescorpidnico produzido pelo Instituto Butantan é capaz de reconhecer as proteinas
dos venenos desses trés escorpides. Apos a técnica de SDS-PAGE (1-DE ou 2-DE), foi
feita a transferéncia para a membrana de nitrocelulose (Hybond-ECL-nitrocellulose,
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suica) por 70 min a 100V, em seguida a
membrana foi corada com Ponceau por 5 min, lavada com agua destilada e em seguida

incubada com solucdo de bloqueio durante a noite. Em seguida, as membranas foram
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incubadas com o soro antiescorpiénico (primario), produzido pelo Instituto Butantan
(diluicdo 1:1000 —em diluente de anticorpo), por 2 horas, seguida por duas lavagens da
membrana com tampdo de lavagem por 15 min. Logo apés, as membranas foram
incubadas com anticorpo secundéario anti-lgG de cavalo (KPL, Maryland, EUA)
(diluicdo 1: 20.000 em diluente de anticorpo) por 30 min, seguida de trés lavagens das
membranas com tampéao de lavagem por 15 min, a temperatura ambiente. As proteinas
foram detectadas utilizando o reagente de quimioiluminescencia (Supersignal West
Pico: Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA) e visualizadas por autoradiografia ou pelo

Fotodocumentador (ChemiDoc XRS da BIORAD Lab., Hercules, CA, EUA).
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4. Resultados

4.1- Analise das proteinas presentes no veneno de trés espécies de Tityus:

Abordagem SDS-PAGE 1-DE

A andlise dos perfis proteicos dos géis SDS-PAGE 1-DE entre os venenos das
trés espécies de escorpido estudadas apresentaram diferencas nas bandas proteicas
(Figura 6A). Foram detectadas trés bandas comuns de 74, 60 e 46 kDa entre 0s venenos.
A banda de 74 kDa do veneno de Tityus bahiensis possui densidade trés vezes maior e 0
veneno de Tityus obscurus duas vezes maior que a do veneno de Tityus serrulatus
(Tabela 1). A banda de 46 kDa do veneno de Tityus serrulatus possui densidade 2 vezes
maior que a do veneno de Tityus bahiensis e 2.5 vezes maior que a do veneno de Tityus
obscurus (Tabela 1). A banda de 60 kDa ndo possui diferenca significativa entre os
venenos (Tabela 1). Entre os venenos de Tityus serrulatus e Tityus bahiensis foram
detectadas bandas comuns de 36 e 16 kDa com densidades semelhantes (Tabela 1).
Foram detectadas duas bandas de aproximadamente 63 e 41 kDa exclusivas do veneno
de Tityus serrulatus e trés bandas de aproximadamente 37, 33 e 22 kDa exclusivas no
veneno de Tityus obscurus (Figura 6A). O veneno do escorpido Tityus bahiensis nao
apresentou nenhuma banda exclusiva. As bandas abaixo de 14 kDa apresentam um
perfil comum para os trés venenos (figura 6A).

O préximo passo foi verificar se 0 soro antiescorpiénico produzido no Instituto
Butantan, onde se utiliza somente o veneno de Tityus serrulatus para o seu preparo, é
capaz de reconhecer as proteinas presentes no veneno de Tityus bahiensis e Tityus
obscurus. Como esperado, o0 soro antiescorpiénico reconhece todas as proteinas do
veneno de Tityus serrulatus, no entanto, ndo reconhece as proteinas de 16 e 22 kDa do
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veneno de Tityus bahiensis e de Tityus obscurus respectivamente (figura 6 B). Além
disso, foi observado que o soro antiescorpidnico ndo reconheceu as proteinas abaixo de

14kDa do veneno de Tityus bahiensis e de Tityus obscurus.

B

Figura 6: Analise comparativa do perfil proteico do veneno de trés espécies de escorpido do género
Tityus. A) SDS-PAGE 1-DE 10%: Veneno T. serrulatus (Ts); T. bahiensis (Tb) e T. obscurus (To). Note
a diferenca no perfil proteico dos 3 venenos. O veneno das trés espécies possuem trés bandas em comum
74, 60 e 46 kDa (branco). Duas bandas de aproximadamente 36 ¢ 16 kDa estdo presentes em Ts e Th
(vermelho). Duas bandas de aproximadamente 63 e 41 kDa sdo exclusivas do veneno de Ts (amarelo) e
trés bandas de 37, 33 e 22 kDa sao exclusivas do veneno de To (verde). O veneno de Th ndo apresenta
bandas exclusivas. B) Western blotting utilizando o soro antiescorpiénico produzido no Instituto
Butantan. Bandas de 16 e 22 kDa e bandas abaixo de 14kDa ndo foram reconhecidas em T. bahiensis e T.

obscurus.
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Tabela 1: Densidade das bandas comuns entre os venenos de Tityus serrulatus (Ts),

Tityus bahiensis (Ts) e Tityus obscurus (Ts).

Densidade das bandas

MM (kDa) Ts Tb To
74 6.344 19.097 13.849
60 5.649 8.165 8.301
46 28.867 13.842 11.362
36 28.824 27.756 _
16 29.986 29.692

NUmero em negrito representa a banda com maior densidade entre os venenos estudados.

4.2- Analise das proteinas presentes no veneno de trés espécies de Tityus:

Abordagem SDS-PAGE 2-DE

A andlise dos géis bidimensionais, realizada no software Platinum 7.0, nos
permitiu uma comparacdo entre os diferentes venenos estudados. Foi possivel constatar
uma expressiva diferenca entre os perfis proteicos dos venenos de Tityus serrulatus,
Tityus bahiensis e Tityus obscurus. No veneno de Tityus serrulatus foram detectados 81
spots exclusivos, enquanto que no veneno de Tityus bahiensis foram encontrados 73
spots e no veneno de Tityus obscurus 81 spots. Entre os venenos de Tityus serrulatus
(Ts), Tityus bahiensis (Th) e Tityus obscurus (To) foram detectados 8 spots comuns,
entre Ts e To 10 spots, entre Ts e Tb 15 spots e entre Th e To 10 spots (Figura 7). Na
Figura 8A, 9A e 10A mostramos 0s spots exclusivos e comuns.

A massa molecular e o pl de cada spot comum entre as espécies sdo
apresentados nas tabelas abaixo, assim como suas respectivas densidades. Nas analises
das densidades dos spots comuns entre os venenos foram consideradas significantes

quando as diferencas das densidades foram maiores que duas vezes.
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Ao analisar as densidades dos spots comuns entre Tityus serrulatus Tityus
bahiensis e Tityus obscurus verificamos que os spots 1 e 2 sdo mais densos no veneno
de Tityus bahiensis, o spot 15 € mais denso no veneno de Tityus obscurus e o spot 17 é
mais denso no veneno de Tityus serrulatus (Tabela 2). Comparando 0s spots comuns
entre 0s venenos de Tityus serrulatus e Tityus obscurus, o spot 6 € mais denso no
veneno de Tityus obscurus e os spots 7 e 8 sdo mais densos no veneno de Tityus
serrulatus (Tabela 3). Quando a comparacdo é feita entre os venenos de Tityus
serrulatus e Tityus bahiensis, os spots comuns 27, 28, 30, 35 e 36 sdo mais abundantes
no veneno de Tityus serrulatus, enquanto que o spot 24 é mais abundante no veneno de
Tityus bahiensis (Tabela 4). Na comparacgdo dos spots comuns entre 0s veneno de Tityus
obscurus e Tityus bahiensis, os spots 2 e 4 foram mais abundantes no veneno de Tityus
bahiensis e os spots 5, 12 e 13 foram mais abundantes no veneno de Tityus obscurus
(Tabela 5).

Os ensaios de Western blotting de géis SDS-PAGE 2-DE demonstraram que 0
soro antiescorpidnico reconheceu todas as proteinas do veneno de Tityus serrulatus.
Com relagéo aos venenos de Tityus bahiensis e Tityus obscurus, o soro antiescorpidnico
reconheceu as proteinas acima de 30 kDa aproximadamente, porém ndo reconheceu as

proteinas de menor massa molecular (Figuras 8B, 9B e 10B).

25



To

Figura 7: Diagrama de Venn representando a analise comparativa dos géis SDS-PAGE 2-DE dos

venenos de Tityus serrulatus (Ts), Tityus bahiensis (Tb) e Tityus obscurus (To). Ensaios realizados em

triplicatas.
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Figura 8: A) Mapa protedmico das proteinas presentes no veneno do escorpido Tityus serrulatus. Gel
SDS-PAGE 2-DE representativo do veneno de Tityus serrulatus realizado em triplicata. Circulos
vermelhos: spots exclusivos; circulos pretos: spots comuns entre Ts e Tb; circulos roxos: spots comuns
entre Ts e To; circulos verdes: spots comuns entre 0s trés venenos. B) Western blotting: Soro
antiescorpidnico do Instituto Butantan reconhece todas as proteinas do veneno dessa espécie.
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Figura 9: A) Mapa protedmico das proteinas presentes no veneno do escorpido Tityus bahiensis. Gel
SDS-PAGE 2-DE representativo do veneno de Tityus bahiensis realizado em triplicata. Circulos
vermelhos: spots exclusivos; circulos pretos: spots comuns entre Ts e Thb; circulos verdes: spots comuns
entre os trés venenos. B) Western blotting: Soro antiescorpiénico do Instituto Butantan reconhece as
proteinas de massa molecular acima de 30 kDa, porém ndo reconhece as proteinas de menor massa

molecular.
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Figura 10: A) Mapa protedmico das proteinas presentes no veneno do escorpido Tityus obscurus. Gel
SDS-PAGE 2-DE representativo do veneno de Tityus obscurus realizado em ftriplicata Circulos
vermelhos: spots exclusivos; circulos roxo: spots comuns entre Ts e To; circulos verdes: spots comuns
entre os trés venenos B) Western blotting: Soro antiescorpiénico do Instituto Butantan reconhece as
proteinas de massa molecular acima de 30 kDa, porém ndo reconhece as proteinas de menor massa

molecular.
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Tabela 2: Massa molecular, pl e densidade dos spots comuns entre 0s venenos de

Tityus serrulatus (Ts), Tityus bahiensis (Th) e Tityus obscurus (To).

Ts, TbeTo

(1D spots)

1

2

13

14

15

17

NUmeros em negrito evidenciam os spots com maior densidade entre os veneno estudados.

MM (kDa)

10

10

14

61

61

62

63

pl

7

8

Densidade dos spots

Ts

0.148

0.055

0.143

0.0457

0.0871

0.143

0.149

0.168

Th

0.284°
0.135
0.253
0.0293
0.132
0.139
0.0187

0.0582°

To
0.0263
0.109
0.223
0.0392
0.122
0.141
0.163°

0.0234
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Tabela 3: Massa molecular, pl e densidade dos spots comuns entre 0s venenos de

Tityus serrulatus (Ts) e Tityus obscurus (To).

Tse To (ID spots)

10
11
12
18

19

MM (kDa)

13
13
19
43
43
57
55
61
63

77

6

4

Densidade dos spots

Ts

0.132

0.0363

0.0711

0.162

0.269

0.026

0.0563

0.048

0.0563

0.0255

To

0.0943

0.106

0.0272

0.0582

0.219

0.0311

0.0615

0.056

0.0421

0.0217

NUmeros em negrito evidenciam os spots com maior densidade entre mos venenos estudados.
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Tabela 4: Massa molecular, pl e densidade dos spots comuns entre 0s venenos de

Tityus serrulatus (Ts) e Tityus bahiensis (Tb).

Tse Tb (ID spots)

20

21

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

NUmeros em negrito evidenciam os spots com maior densidade entre 0s venenos estudados.

MM (kDa)

13

14

39

39

39

45

43

46

55

61

63

73

203

pl

8

5

Densidade dos spots

Ts

0.0713

0.0514

0.0382

0.0684

0.0235

0.0562

0.081

0.0375

0.203

0.0791

0.0278

0.0298

0.197

0.0814

0.165

Th

0.142

0.0453

0.148

0.0611

0.0306

0.0281

0.0222

0.0224

0.0307

0.0693

0.0174

0.0384

0.143

0.0303

0.0202
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Tabela 5: Massa molecular, pl e densidade dos spots comuns entre 0s venenos de

Tityus obscurus (0s) e Tityus bahiensis (Th).

Toe Th (ID spots)

11
12
13
15

17

NUmeros em negrito evidenciam os spots com maior densidade entre 0s venenos estudados.

MM (kDa)

11
10
9
11
35
57
60
60
60

77

8

6

Densidade dos spots

To

0.129

0.0263

0.223

0.105

0.107

0.0476

0.122

0.163

0.0234

0.0682

Th

0.142

0.284

0.222

0.499

0.0306

0.0384

0.0215

0.0582

0.143

0.0997
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5. Discussao

Os escorpides do género Tityus (Familia Buthidae) sdo causadores de inUmeros
acidentes e os sinais e sintomas decorrentes do envenenamento sdo devido aos
componentes do veneno tais como peptideos e neurotoxinas (Couraud e Jover, 1984),
sendo que os mais estudados s@o 0s que possuem acdo em canais idnicos (Castle et al,
1989 e Possani et al, 1999). J& os componentes de alta massa molecular sdo pouco
estudados, no entanto, podem ter um papel fundamental no envenenamento (Pessini et
al, 2001; Almeida et al, 2002; Fletcher et al, 2010 e Borchani et al, 2011).

Neste trabalho, nds verificamos que o0s venenos das trés espécies de escorpides
apresentam diferencas significativas nos perfis proteicos. Essas diferencas podem
explicar as diferencas na toxicidade encontradas entre 0s venenos dessas espécies
(Nencione et al, 2009, Nishikawa et al, 1994). Essas alteracdes podem ser resultantes de
variacdes interespecificas que possivelmente explicam as diferencas na atividade e
poténcia dos venenos, que por sua vez, podem estar implicados nos diferentes sintomas
do envenenamento por escorpides do género Tityus (Borja-Oliveira et al, 2009).

Nishikawa et al (1994) também demonstraram diferencas no perfil proteico dos
venenos das espécies de escorpides Tityus serrulatus, Tityus bahiensis e Tityus
cambridgei (Tityus obscurus). Porém, o perfil proteico observado em Tityus serrulatus
apresenta menor quantidade de bandas comparadas ao exposto neste trabalho. As
bandas detectadas em todos os venenos, no trabalho de Nishikawa e colaboradores,
estdo de 340 a 12,6 kDa, detectadas. Esses dados corroboram com 0s nossos resultados.
No nosso trabalho a faixa de massa molecular das bandas proteicas encontrada também
foi ampla, no entanto detectamos véarias bandas de baixa massa molecular (menores que
10 kDa).
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Com relacdo as bandas exclusivas do veneno de Tityus obscurus, a banda de 33
kDa, pode estar relacionada com a proteina Heminecrolisina (~33 kDa) do veneno de
Hemiscorpius lepturus (Familia Liochilidae) identificada por Borchani et al (2011),
apesar de serem de familias diferentes. Essa proteina também encontrada no veneno das
aranhas possui efeito hemolitico, porém os dados em relacdo a proteina de Tityus
obscurus ainda ndo foram analisados.

Nas andlises dos géis SDS-PAGE 2-DE podemos verificar que a maioria dos
spots estdo localizados nas regides acima de 32 kDa nos venenos das trés espécies
analisadas, principalmente no perfil do veneno de Tityus obscurus. A andlise de
transcriptbmica apresentados previamente por Oliveira et al. (2012) demonstraram uma
grande quantidade de transcritos de metaloprotease na glandula de veneno de Tityus
serrulatus e Tityus bahiensis. Outros estudos feitos por Cajado et al. (2011), utilizando
0 veneno do escorpido Tityus serrulatus, evidenciaram a presenca de uma
metaloprotease com alta atividade proteolitica.

Outra andlise transcriptdmica feito por Almeida et al (2012) com veneno de
Tityus stigmurus, atraves da construcdo de bibliotecas de cDNA e sequenciamento de
DNA a partir dos clones obtidos, identificaram transcritos de metaloproteases, e
algumas de suas sequencias de nucleotideos sdo semelhantes a antarease. A proteina
antarease possui aproximadamente 25,5 kDa, sendo esta massa molecular préxima ao
valor da banda de 22 kDa presente no veneno de Tityus obscurus. Com isso, é possivel
inferir a presenca das metaloproteases, o que pode ser uma evidéncia de que essas
proteinas sejam um dos principais componentes do veneno dos escorpifes do género
Tityus.

O soro antiescorpidnico, produzido pelo Instituto Butantan contra o veneno de

Tityus serrulatus, reconhece todas as proteinas deste veneno, no entanto, néo reconhece
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as proteinas de 16 e 22 kDa dos venenos de Tityus bahiensis e Tityus obscurus,
respectivamente, além das proteinas abaixo de 14 kDa em ensaios de eletroforese
unidimensional e abaixo de 18 kDa em eletroforese bidimensional. Além disso,
podemos observar que a banda de 16 kDa que (1-DE) aparece tanto no veneno de Tityus
serrulatus como no veneno de Tityus bahiensis s6 € reconhecida pelo soro
antiescorpidnico no veneno de Tityus serrulatus, indicando que apesar da mesma massa
molecular elas representam proteinas diferentes.

Estudos feitos por Nishikawa et al (1994) utilizando anticorpos monovalentes
(antisoro de Tityus serrulatus) e bivalentes (antisoro de Tityus serrulatus + Tityus
bahiensis) demonstraram, em ensaios de imunoeletroforese, muitas linhas de
precipitacdo com o veneno de Tityus serrulatus, Tityus bahiensis, Tityus stigmurus e
Tityus costatus, no entanto somente poucas linhas de precipitacdo foi vistas com o
veneno de Tityus cambridgei (Tityus obscurus) e Tityus metuendus. Quando a analise
foi realizada por Western Blotting, a maioria das bandas dos venenos foram reveladas,
sendo que as bandas de baixa massa molecular dos venenos de Tityus bahiensis, Tityus
stigmurus e Tityus costatus foram também detectados. Em nosso trabalho o soro
antiescorpionico revelou bandas acima de 30 kDa de todos os venenos estudados, no
entanto as bandas de baixa massa molecular dos venenos de Tityus bahiensis e Tityus
obscurus nédo foram reconhecidas

Embora existam poucos estudos com proteinas de alta massa molecular, ja se
tem trabalhos que evidenciam a importancia dessas proteinas, que podem estar
relacionadas aos processos fisiopatologicos resultantes do envenenamento por
escorpides.

Em resumo, nossos resultados mostraram diferencas significativas entre o0s

venenos analisados, sugerindo que as proteinas de alta massa molecular podem ter um
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papel significativo no envenenamento causando diferentes sintomatologias e toxicidade
dos venenos das diferentes espéecies de escorpifes do género Tityus. Essa diferenca no
conteddo proteico foi confirmado nos ensaios de Western Blotting, onde o soro
antiescorpionico ndo reconheceu todas as proteinas dos venenos de Tityus bahiensis e

Tityus obscurus.
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6. Conclusao

Nosso trabalho mostra que 0s venenos de escorpifes possuem varias proteinas e
que estas podem ter um papel relevante no envenenamento. Além disso, apesar de
pertencerem ao mesmo género, 0S venenos das espécies estudadas apresentaram
diferencas significativas no seu contetdo proteico. O estudo mais detalhado dessas
proteinas possibilitara uma melhor compreensao da fisiopatologia do envenenamento e
consequentemente podera contribuir para o tratamento de pacientes picados por

escorpides no Brasil.
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