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INTRODUCAO

Os artrépodes s@o os invertebrados mais bem diversificados, possuindo a maior
quantidade de espécies conhecidas sendo encontrados em todas as regides do planeta. Entre os
artrépodes estdo os Quelicerados, cujo principal grupo é o Arachnida, representado pelas
aranhas, carrapatos e escorpides (Polis, 1990; Ruppert; Barnes, 1996).

Atualmente, os escorpides sao encontrados em quase todas as regides do mundo,
exceto na Antértida, e possuem aproximadamente 90 gé€neros, 13 familias dentre as quais a
familia Buthidae tem um maior destaque por apresentar uma ampla distribui¢do geografica,
nas regides tropicais, subtropicais e em algumas extensdes da regido temperada e por possuir
escorpides causadores de acidentes graves (Polis, 1990; Lourenco, 2002; Marcussi; Arantes;
Soares, 2011).

De acordo com o Sistema de Informacao de Agravos de Notificacdo foram registrados
no Brasil, entre os anos de 2001-2011, 376.517 casos de acidentes por escorpides, sendo que a
regido Nordeste apresenta maior incidéncia de acidentes com 30,4 casos/100.000 hab. Neste
mesmo periodo, o Estado da Bahia passou a ocupar o segundo lugar em ocorréncia de
acidentes no Brasil, com cerca de 62.000 casos registrados, onde 194 evoluiram para ébito
(SINAN, 2011). A correta identificacao dos agentes etiolégicos € um dos principais desafios
para que haja uma maior eficicia no tratamento, ji que o uso do soro se faz necessario
evitando dessa forma complicacdes por conta dos efeitos fisiopatoldgicos das toxinas
presentes na peconha dos escorpides (Ismail, 1995).

Tendo em vista a necessidade de um método alternativo a identificagdo morfoldgica
das espécies, a utilizacdo de técnicas de biologia molecular pode auxiliar na identifica¢do das
espécies e a partir daf estudos de carater filogenéticos e/ou filogeogréaficos também podem ser
inferidos (Waldschmidt, 1997). Estas técnicas, no entanto, requerem qualidade e quantidade
suficientes de DNA para a realizacdo de estudos. Desta forma, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar a eficdcia de extracdo de DNA de escorpides mantidos na cole¢ao cientifica
do Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Feira de Santana/Divisdo de Animais
Peconhentos e Herpetologia, verificando o efeito do periodo de armazenamento destes
espécimes em dlcool a 70% sobre a quantidade de DNA extraido.

METODOLOGIA

Foram selecionados para estudo espécies de escorpido da familia: (i) Buthidae (C.L.
Koch, 1837): 05 espécimes de Tityus serrulatus, depositados na cole¢do no periodo de 1989 a
2002; 05 espécimes de T. stigmurus, depositados na colecao no periodo de 1990 a 2010; e 04
espécimes de T. neglectus, depositados na colecao no ano de 1995 a 2008; e da familia (ii)
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Bothriuridae (Simon, 1880): 04 espécimes de Bothriurus sp, depositados na colecdo no
periodo de 1996 a 2010. A extracdo do material genético deu-se a partir da retirada do
primeiro segmento da cauda apds o télson, a partir de dois diferentes protocolos:

a) Protocolo de Extragdo a base de Acetato de Amonia.

Os tecidos foram macerados em 300 pL de solucdo de lise, no qual foi acrescentado 5 pL. de
Proteinase-K. As amostras foram agitadas por 10 a 20 minutos e incubadas a 55°C por 36
horas. Apds a incubag@o as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e acrescentou-
se 300 uL de acetato de amonia, que foram entdo centrifugadas por 10 minutos (13.000 rpm).
O sobrenadante foi transferido para novos tubos com acréscimo de 500 pL. de isoprapanol
absoluto e foi submetido a outra centrifugacdo por 10 minutos (13000 rpm). O sobrenadante
foi descartado em seguida. Foi utilizado dlcool 70% para lavar o pellet e por fim as amostras
de DNA total obtidas foram ressuspendidas em 50 pl. de tampao (TE) e mantidas em
geladeira.

b) Protocolo de extracdo a base de cloreto de sédio (NaCl)

A maceragao dos tecidos foi feita em ImL de tampao de lise celular (10mM Tris-HCL,2mM
Na2EDTA, pH.8.2) que foi aquecido a temperatura de 60°C. Apds aquecer, acrescentou-se
0,2 mL de SDS a 10% e 0,4 mL de solu¢do de Proteinase-K (1mg de proteinase K SDS a 1%
e 2mM Na2EDTA), logo ap6ds a solu¢do foi posta em banho-maria a 60°C, com posterior
acréscimo de 0,25 mL de solugdo saturada de NaCl 6M e centrifugados por 15 minutos a
2500 rpm. O sobrenadante foi transferido para novos tubos onde foi adicionado o mesmo
volume (~0,8 mL) de cloroférmio-dlcool-isoamilico (2:4:1) em cada, sendo vorterizadas por
10 minutos e novamente centrifugados a temperatura ambiente (2500rpm) por 15 minutos até
obter uma fase aquosa superior contendo DNA que foi transferida para novos tubos. Foi
adicionado as amostras o mesmo volume de isopropanol, que foi novamente centrifugado a
temperatura ambiente (2500 rpm). O sobrenadante foi descartado e utilizou-se dlcool 70%
para lavar o pellet. As amostras de DNA obtidas foram ressuspendidas em 50 pL de tampao
(TE) e mantidas em geladeira.

As amostras de DNA extraidas foram analisadas através da eletroforese em gel de
agarose 2 %, em tampao TBE, e coradas com brometo de etideo (0,3%). A quantificacdo do
DNA foi realizada por meio da comparacao entre a intensidade das bandas visualizadas nas
amostras extraidas, com aquela observada nos padrées de DNA lambda, que apresentam as
concentragdes de 2 ng/mL.

A quantificacdo do DNA total das amostras também foram submetidos a anélise do
espectrofotometro UV-VIS (NOVA - TU - 1880 - Doble Beam), utilizando leituras de
absorbancia em 260 nm (Concentracdo do DNA em ng/uL. Absx100x50).

RESULTADOS

Todos os espécimes de escorpido selecionados para a extracdo de DNA total utilizando
o protocolo de extracdo tendo como base acetato de amonia e o protocolo a base NaCl, ndo
tornaram evidente a presenga de DNA total quando submetidos a eletroforese em gel de
agarose. Repeticdes com pequenas alteracdes nos protocolos foram realizadas, mas em
nenhuma das amostras, independente do tempo de conserva¢do na colecdo, o DNA foi
evidenciado.

As amostras utilizadas foram submetidas a analise quantitativa utilizando
espectrometria UV-VIS e independente do protocolo utilizado para a extracdo de DNA dos
espécimes, foram obervadas concentra¢des de DNA total. (Tabela 1).



Extracao de DNA total com protocolo de Acetato de Amonia
Ano | Absorbancia | Concentracio Espécie RG
(260 nm) de DNA total
em ng
2010 0.063 6.3 Bothriurus sp. | 7465
1989 0.019 1.9 T. serrulatus 0205
2006 0.069 6.9 T. serrulatus 3145
2008 0.130 13.0 T. neglectus 3618
1990 0.027 2.7 T. stigmurus 016
2010 0.108 10.8 T. stigmurus 1575
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Tabela 1-a). Grau de absorbancia de DNA das amostras de espécimes de escorpides
submetidas ao protocolo de extracdo de DNA a base de acetato de amonia. RG: Registro na
colecao cientifica MZUEFS.

Extracao de DNA total com protocolo de NaCl
Ano | Absorbancia | Concentracio Espécie RG
de DNA total
em ng
2010 0.050 5.0 Bothriurus sp. | 7465
1989 0.032 3.2 T. serrulatus 0205
2006 0.026 2.6 T. serrulatus 3145
2008 0.043 4.3 T. neglectus 3618
1990 0.032 3.2 T. stigmurus 016
2010 0.041 4.1 T. stigmurus 1575

Tabela 1-b). Grau de absorbancia de DNA das amostras de espécimes de escorpides
submetidas ao protocolo de extracdo de DNA a base de NaCl. RG: Registro na colecao
cientifica MZUEFS.

Podemos inferir inicialmente que o protocolo utilizado para a extracdo de DNA total a
base de Acetato de amodnia foi mais eficaz quando comparado ao protocolo a base de NaCl.
Comparando ambos, o primeiro conseguiu obter uma concentragdo média de 6,4 ng de DNA
total, enquanto que o segundo obteve uma concentracao média de 3,7 ng de DNA total.

Todas as amostras submetidas a leitura espectral apresentaram concentragdes de DNA,
mesmo que em algumas delas, em pequenas quantidades. As menores concentragdes de DNA
foram apresentadas pelos espécimes mantidos a mais tempo na colecdo cientifica, como
ilustrado pelas espécies de T. serrulatus e T. stigmurus (Tabela 01 a). Comparando o tempo
de permanéncia de ambas as espécies na cole¢do cientifica, pode-se inferir que a espécie T.
stigmurus possui uma reducdo do material extraido em relagdo a 7. serrulatus. Transcorridos
10 anos de permanéncia na cole¢ao cientifica, Tityus stigmurus, apresentou um decréscimo na
concentracdo do seu material genético de até 0,8 ng. A espécie T. neglectus apresentou uma
concentracdo de DNA total muito superior as demais, possivelmente em virtude de seu maior
tamanho e qualidade de conservagdo, que consequentemente forneceu uma maior quantidade
de tecido bioldgico para a extragdo de DNA.
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CONCLUSOES

A ndo visualizacdo do DNA em eletroforese de agarose deu-se muito provavelmente em
virtude da sua pequena concentracdo de DNA total nas amostras selecionadas.

A submissdao das amostras na espectrometria UV-VIS foi de extrema relevancia para se
detectar a presenca de DNA nas amostras selecionadas. A sua ndo aplicabilidade poderia ter
nos dado um falso resultado a respeito da degradagao do DNA em espécimes conservados ao
longo do tempo.

A presenca de DNA, mesmo em pequena concentracdo, em espécimes antigos, mantidas em
colecdes cientificas, € um excelente resultado, pois possibilitard inimeros outros estudos
envolvendo diversas linhas de pesquisa, que vao desde a identificacdo precisa destes agentes
etiol6gicos, como estudos de impacto ambiental ao suporte para estudos de desenvolvimento
de soroterapias regionalizadas.
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