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Sumario: O presente trabalho realizou a extracdo e a quantificacdo do contetido protéico
da peconha do escorpido Tityus stigmurus; avaliou o perfil de massas moleculares dos
constituintes do veneno em animais adultos e juvenis; testes de toxicidade in vitro em
diferentes linhagens de carcinoma de colo de Utero, cancer de pulmao e cancer de mama.
Inicialmente foi solicitada a autorizacdo do ICMBio (MMA) para a formacdo de uma
col6nia em cativeiro dos animais. Foram utilizados 6 escorpifes adultos e 11 infantes para
a realizacdo dos experimentos. Os seis escorpides adultos foram provenientes de doacdes e
0s onze infantes nasceram em cativeiro. O aparelho utilizado para a retirada do veneno foi
produzido no préprio laboratério. As amostras extraidas ndo tiveram efeito significativo na
inibicdo do crescimento das linhagens celulares in vitro. Os testes de inibicao da atividade
de acetilcolinesterase apresentou resultado significativo. A pegonha dos animais
apresentou ainda constituintes diferentes para cada grupo etario, conforme analise de
espectrometria de massa.
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INTRODUCAO

O género Tityus pertencente a familia Buthidae, é o mais diversificado em espécie,
representa cerca de 60% da fauna escorpidnica no Brasil, com 50 espécies descritas
(COLOMBO & ALENCAR, 2014), entre elas esta Tityus stigmurus (T. stigmurus)
considerada uma das espécies de maior importancia médica (SILVA, 2012). O veneno
escorpibnico € constituido basicamente por uma mistura complexa de proteinas de baixo
peso molecular, aminoacidos e sais, sintetizados nas glandulas localizadas no télson, a
porcdo final da cauda (PORTO & BRAZIL, 2010). Avancos biotecnologicos e
farmacol6gicos mostram que 0s venenos e peconhas de animais possuem uma gama de
compostos bioativos, e que apenas cerca de 1% desses compostos foram bem
caracterizados até o momento. Os venenos e seus compostos tém sido utilizados em
pesquisas para diagnosticar doengas, como ferramenta biotecnoldgica para fins
terapéuticos e biopesticidas (VARGAS, 2008). Isto demonstra a necessidade de mais
estudos de caracterizacdo quimica e de avaliacdo do potencial bioldgico de compostos
bioativos presentes em venenos animais. Este estudo teve como objetivo analisar
qualitativamente o veneno bruto do escorpido T. stigmurus, bem como a sua toxicidade in
vitro em células cancerosas.

MATERIAIS E METODOS
Foram utilizados 6 escorpifes adultos e 11 infantes para realizacdo dos experimentos
(criacdo em cativeiro autorizada pelo Sishio, nUmero 45875-1), mantidos em caixas de 38
X 26 cm, com agua em abundancia e alimentacdo (baratas) fornecida uma vez por semana
para os adultos e duas vezes por semana para os infantes. A extracdo do veneno foi
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realizada, apds jejum de 15 dias dos animais, por eletroestimulacdo de baixa intensidade
(24 volts). Em seguida, o veneno foi diluido em &gua deionizada, centrifugado e o
sobrenadante liofilizado. Para realizar a dosagem de proteinas, foi utilizado o método de
Bradford que consiste na determinacdo das proteinas totais da amostra através do corante
“Coomassie brilliant blue”. Na avaliacdo da acdo do veneno sobre a atividade da
acetilcolinesterase, utilizamos o extrato bruto do cérebro homogeneizado do peixe Danio
rerio, com tampdo tris-HCI pH=8. Depois de homogeneizado, o extrato bruto foi
centrifugado e o sobrenadante utilizado para os ensaios enziméticos de acordo com a
metodologia padrdo (AEBI, 1984). Para avaliar a citotoxicidade in vitro do veneno bruto
do escorpido Tityus stigmurus foram realizados ensaios de viabilidade em células tumorais
utilizando o método do MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium). As linhagens tumorais utilizadas foram a HEP2 (carcinoma de colo do Utero),
a NCI-H292 (cancer de pulmao) e a MCF-7 (cancer de mama), obtidas do Banco de
Células do Rio de Janeiro, tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640 ou DMEM,
suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a
37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,. Todas as linhagens foram plaqueadas na
concentracdo de 1 x 10° células/ml. O veneno bruto liofilizado, dissolvido em DMSO para
uma concentracdo de 5 mg/ml, foi diluido em série no meio RPMI para obtencdo da
concentracdo final de 25 pg/ml e adicionado em placa de 96 pocgos. As placas foram
incubadas por 69 horas em estufa a 5% de CO;a 37 °C. Em seguida, foram adicionados 25
pl da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A
absorbancia foi lida ap6s dissolucdo do precipitado com DMSO puro em
espectrofotobmetro de placa a 595 nm. Cada amostra foi testada em duplicata em dois
experimentos independentes. Para obtencdo do espectro de massas moleculares foram
realizadas analises em um espectrometro de massas MALDI-TOF/TOF Autoflex Il
(BrukerDaltonics) no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE). Os
venenos brutos, de escorpides adultos e juvenis, liofilizados foram reconstituidos em uma
mistura de acetonitrila 50%, &cido trifluoroacético 0,1% e agua deionizada para uma
concentracdo final de 1 mg/ml. A matriz utilizada foi a alfa-ciano. A aquisi¢do dos
espectros ocorreu de acordo com protocolo descrito por Pimenta et al. (2003). O programa
utilizado para anélise espectrométrica foi o FlexControl Versdo 3.0 e para processamento
dos espectros o FlexAnalysis Versdo 3.0. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrdo dos experimentos realizados e a estatistica foi realizada pela andlise de
variancia (ANOVA).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Observamos alguns comportamentos dos escorpides, dentre eles, a partenogénese ocorrida
em dois animais, resultando numa ninhada de dez filhotes de uma fémea e doze de outra.
Segundo Silva (2012). Foi observado que esses filhotes ndo apresentam a fluorescéncia
caracteristica da espécie (verificada sob luz ultravioleta/negra), e que esta comeca a iniciar
de acordo com a independéncia do juvenil em relacdo a genitora. O fendmeno da
fluorescéncia é comumente apresentado nos adultos sendo uma propriedade Unica dos
escorpides (CANDIDO & PORTO, 2010). Até o momento, ndo encontramos na literatura
relatos dessa auséncia de fluorescéncia em escorpides juvenis. Acreditamos que essa
auséncia se da por motivo de protecao dos infantes a possiveis predadores. Ap0s a primeira
muda foi observado que os escorpides apresentaram a fluorescéncia por completo
demonstrando que a partir desse momento eles estdo aptos a sobreviver sozinhos. Apds a
extracdo do veneno escorpibnico, centrifugacdo e liofilizacdo, fizemos a dosagem de
proteinas pelo método de Bradford. Este € um método rapido e sensivel para a
determinacdo das proteinas totais em diversos meios (ZAIA et al., 1998). A concentragdo
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proteica encontrada no veneno bruto foi de 3,43 mg/ml. Adicionalmente, avaliamos a a¢ao
do veneno bruto de T. stigmurus na atividade da acetilcolinesterase (AChE), importante
enzima que atua no processo de transmissao do impulso nervoso. Foram testados dois
grupos: 1. extrato contendo AChE sem adi¢do do veneno (controle); 2. extrato contendo
AChE com a adicdo do veneno (veneno). Com base nos dados obtidos, pode-se observar
um efeito inibitério significativo (p < 0,05) do veneno sobre a atividade da
acetilcolinesterase. As neurotoxinas, normalmente presentes em venenos escorpionicos,
podem atuar tanto na regido pré-sindptica quanto na pos-sinaptica repercutindo em uma
liberacdo excessiva de neurotransmissores como epinefrina, norepinefrina, glutamato,
aspartato e acetilcolina, além disso, também podem atuar na inibicdo da AChE (OZKAN et
al., 2007). Dessa forma, as neurotoxinas presentes no veneno de T. stigmurus (ALMEIDA
et al., 2013) podem estar envolvidas no processo de inibicdo da atividade da AChE
observada neste estudo. O ensaio de citotoxicidade do veneno de T. stigmurus foi realizado
nas linhagens celulares tumorais: NCI-H292, MCF-7 e HEP-2. Os resultados indicaram
gue o veneno bruto do escorpido ndo provocou efeito citotoxico significativo nas células
testadas. Apesar dos resultados iniciais indicarem, previamente, que o veneno de T.
stigmurus ndo age inibindo o crescimento das células tumorais, ha a necessidade da
realizacdo de mais testes, inclusive em outras linhagens celulares, para comprovagao dos
resultados. Neste trabalho, analisamos o perfil de massas moleculares da fracdo soltvel do
veneno bruto de T. stigmurus obtido em espectrometro de massa MALDI-TOF. Foram
analisados e comparados o veneno extraido dos escorpifes adultos e o veneno dos
escorpides infantes. No veneno dos escorpides adultos foram identificados cerca de 180
componentes com massas moleculares que variaram de 908,7 a 39.374,3 Da. Contudo, no
veneno dos escorpides infantes foram identificados cerca de 225 componentes com massas
moleculares entre 716,5 e 39.633,9 Da. Em estudo similar, Batista e cols. (2007)
analisaram a proteémica do veneno de T. stigmurus e conseguiram identificar as massas
moleculares de cerca de cem componentes distintos entre 216,5 e 44.800,0 Da. Determinar
0 numero exato de biomoléculas presentes no veneno escorpiénico é uma tarefa dificil, a
sintese desses compostos depende de varidveis intrinsecas e extrinsecas ao animal, como
por exemplo idade dos escorpifes e a técnica usada na extracdo da peconha (BATISTA et
al., 2004). Na analise dos espectros de massas, encontramos, tanto no veneno dos animais
adultos quanto no dos infantes, cinco compostos com massas moleculares similares a de
peptideos relatados na literatura presentes no veneno de T. stigmurus (BATISTA et al.,
2007). Os peptideos sdo a butantoxina, Tst-17, Tst-3, TstBKTx e Pape.

CONCLUSOES

Determinamos, através da espectrometria de massa, que o veneno dos escorpifes dessa
espécie, capturados na cidade de Recife, apresentam um perfil de constituintes que varia
dependendo da idade. Houve inibicdo da atividade de acetilcolinesterase,0 que sugere que
0 veneno desses escorpides pode ter a capacidade de induzir o aumento da atividade
colinérgica, na ocorréncia do acidente escorpiénico. A ndo inibi¢do do crescimento celular,
nas linhagens utilizadas nos testes de citotoxicidade in vitro, sugere que, pelo protocolo
executado, a peconha ndo apresentou, em seus constituintes, agente capaz de inibir o
crescimento de células tumorais.
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