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INTRODUCAO

Acidentes com serpentes peconhentas sao considerados um
problema de salde publica, especialmente em regides onde as
atividades rurais sao significativas, como Africa, Asia, América
Latina e Nova Guiné (CHIPPAUX, 2017). No Brasil, cerca de 90% dos
acidentes com serpentes peconhentas sdo atribuidos ao género
Bothrops, popularmente conhecido como jararacas (BRASIL, 2018).
A composicdo da peconha das serpentes do género Bothrops é
complexa, onde algumas proteinas como as metaloproteases,
serinoproteases, miotoxinas, fosfolipase Az, hialuronidases, L-
aminoacido-oxidases e acetilcolinesterases conjuntamente com os
peptideos representam a maior fracdo dos componentes
biologicamente ativos (KANG et al., 2011).

O acidente botrépico produz trés principais acdes: proteolitica,
coagulante e hemorragica, as quais sdao desencadeadas pela
ativacao conjunta das principais toxinas presentes na peconha
(MELGAREJO, 2010).

No Brasil, a espécie Bothrops jararaca se destaca em relagdo ao
percentual de participacdo nos acidentes ofidicos com humanos,
embora pode também ser identificada em paises como Argentina e
Paraguai. No Brasil a sua distribuicao ocorre desde o Sul do Estado
da Bahia até o Rio Grande do Sul, razdo pela qual é geralmente
abordada para a producdo de soro antiofidico para esta
caracteristica de ofidismo. (RIBEIRO et al., 2001).

Dentre os modelos experimentais que se mostram como excelentes
ferramentas para estudos em sistemas bioldgicos e considerando-se
que cerca de 30% dos genes envolvidos em doencas humanas
podem ter homologia no proteoma de levedura, em especial
Sacharomyces cerevisiae, seus sistemas de cultivo tém se mostrado
como uma importante alternativa no delineamento de protocolos
experimentais como estudos sobre o ciclo celular (NASHEUER et
al., 2002), envelhecimento (MURAKAMI et al., 2009), expressao
génica (BIDDICK et al., 2009), apoptose (OWSIANOWSKI et al.,
2008), transducao de sinal (HOHMANN et al., 2007), metabolismo
(LOPEZ-MIRABAL et al., 2008), disturbios neurodegenerativos
(MILLER-FLEMING et al., 2008), vias moleculares e celulares de
doencas humanas, incluindo o cancer e ensaios de toxicidade
(KARATHIA et al., 2011), especialmente como alternativa aos
modelos com emprego de animais (GOURMELON; DELRUE, 2016).
Este trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade da peconha
de B. jararaca sobre a membrana celular de S. cerevisiae nas
dimensdes estrutural e metabdlica, e adicionalmente, verificar a
possibilidade de utilizacao deste modelo experimental em estudos
de toxicidade de venenos animais.

MATERIAL E METODOS

Para o protocolo experimental foram utilizadas células liofilizadas
de S. cerevisiae da marca comercial Fleischmann®, produzidas por
AB Brasil IndUstria e Comércio de Alimentos Ltda. A peconha de B.
jararaca foi gentilmente cedida pelo Laboratério de Animais
Peconhentos e Toxinas (LAPTx) da UFPE.

Para os ensaios de crescimento em cultivo foi utilizado o meio YED
(2,0% de extrato de levedura e 2,0% de dextrose) e agua destilada
como solvente. A levedura foi reativada (solucao 5%) em meio YED
(33 - 35°C) por 30 minutos em estufa e a viabilidade celular foi
avaliada mediante o uso de azul de Tripan 0,25%. O numero de
células foi ajustado para 10° e foram distribuidas em recipientes
apropriados para os devidos ensaios, contendo meio YED e
conforme a preparacdo: Tubo controle (sem substancias
desafiadoras), Tubo experimental (peconha 1 ml a c =1 mg/mL). O
cultivo foi mantido por 10 horas a 33°C e umidade relativa superior
a 70%. A cada 1 hora, aliquotas de 2 mL eram retiradas para
avaliacdo da densidade oOptica em espectrofotometro, marca
Biochrom, modelo Libra S22, a 620 nm. Os valores das leituras de
absorbancia, em etapa posterior, foram comparados com o valor
de referéncia estabelecido no inicio do cultivo, convertidos em
nimero de células e a relacdo entre a variacdo do numero de
células e o tipo de preparacdo foi obtida. Para a avaliacdo dos
impactos das preparacdes sobre as estruturas fisicas das
membranas celulares, foram comparados os respectivos nimeros
de células apo6s 10 horas de cultivo, usando-se como referéncia a
preparacao do grupo controle. Para avaliacdo da taxa de
crescimento celular se fez necessario a obtencdo da curva de
crescimento em cada preparagdo. Os parametros de regressao da
porcao linear da curva de crescimento foram obtidos juntamente
ao coeficiente de determinacdo. O coeficiente angular de cada
curva foi utilizado como parametro de avaliacdo da taxa de
crescimento celular em cada preparacdao. Os testes foram
realizados em triplicata e os dados expressos em termos de média
e desvio padrao, sendo as diferencas estatisticas avaliadas por
aplicacao do teste de normalidade Shapiro Wilks, seguido do teste
t de Student, considerando-se como valor descritivo p < 0,05 para
ambos. A tabulacdo de dados e os testes estatisticos foram
efetuados mediante o emprego de planilha estatistica do programa
excel da Microsoft® versao 2010.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Frente as condicoes experimentais disponibilizadas na realizacao
dos bioensaios, verificou-se em sistemas de cultivo de S. cerevisiae
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que apdés 10 horas de observacdo nao ocorreram diferencas
significativas entre as preparagées estimuladas com a peconha de
B. jararaca em relacao as preparagdes do grupo controle, para um
valor de p < 0,05 conforme mostram os dados da figura 1. Disto
verifica-se que nesta etapa de cultivo ndao ocorreu diminuicao
significativa do nimero de células em relacdo ao grupo controle,
sugerindo a ndo ocorréncia de efeitos deletérios sobre a estrutura
de membrana celular das unidades de leveduras.
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Figura 1. Efeito da peconha de B. jararaca (1 mg/ mL) em culturas de S. cerevisiae,
apos 10 horas de cultivo.

Este resultado nos levou a verificar se as interferéncias poderiam
ter ocorrido ao nivel do metabolismo destas estruturas celulares
em condicées de cultivo, por meio da avaliacao da taxa de
crescimento celular ao longo do tempo, cuja analise indica que em
cada sistema de cultivo ocorreu aumento do nimero de células de
forma caracteristica, onde a fase de crescimento linear até a 102
hora de cultivo pode ser descrita por uma fungao do tipoy = aX +
b, onde “y” representa o nimero de células num dado periodo “X”
em horas, “a” seria o coeficiente angular da funcdao e “b” o
coeficiente linear. Para avaliar a qualidade do ajuste de cada
funcao, no processo de regressao linear, foi obtido o coeficiente de
determinacao “R?”, conforme mostram os dados da tabela 1.

Tabela 1. Parametros de regressao linear das curvas de crescimento celular sob diferentes
condigdes de cultivo.

Tratamento a (cel.10%/(mL.h)) b (cel.10%/(mL)) R?
Controle 4,80 221,48 0,725
Peconha 1,98 254,57 0,34

Considerando-se que o coeficiente angular de uma funcdo é
proporcional a taxa de crescimento celular e sendo a funcao obtida
aquela que descreve a variacao do nimero de células em funcédo da
variacao temporal do tipo linear, pode-se dizer que a taxa de
crescimento é o proprio coeficiente angular, que é constante nesta
fase de crescimento, portanto sendo independente o tempo de
reacao. Sendo assim, na figura 2, fica evidente que a peconha de
B. jararaca inibiu de forma significativa a taxa de crescimento
celular em sistema de cultivo de S. cerevisiae, em relacao as
preparacoes de controle para um valor de p < 0,05.

Este resultado é compativel com os resultados observados por
Gomes et al. (2005), onde verificaram que fracoes da peconha de
B. jararaca inibiam o crescimento das células de S. cerevisiae em
diferentes concentracdoes. Os autores atribuiram este efeito a
inibicdo da H* - ATPase da membrana plasmatica das células de
levedura ou por um aumento da permeabilidade aos ions H'. E
interessante destacar que estes autores nado assinalaram a
ocorréncia de processos lesivos nas estruturas destas membranas,
sendo este efeito possivelmente mais caracterizado como uma
interferéncia num dominio de ordem metabdlica.
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Considerando-se que a homeostasia na dimensdo i6nica é um
evento critico para diversos processos fisiologicos, como na relacao
biossintese/degradacdo, enovelamento, enderecamento de
proteinas, secrecao de mediadores, fusao e divisao de membranas,
morfogénese de organelas e estruturas celulares, dinamica de
microtUbulos e divisdo celular, as modificacoes significativas nas
condicdes de manutencdo do estado homeostasico podem estar
relacionados a ocorréncia de fenémenos patolégicos e ameaca das
condicdes vitais em sistemas bioldgicos (VOET et al., 2000).
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Figura 2. Taxa de crescimento celular de S. cerevisiae em diferentes condigées. *
Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (p < 0,05).

CONCLUSOES

Estes resultados preliminares sugerem que a peconha de B.
jararaca é capaz de promover alteracoes metabdlicas, na
membrana celular de S. cerevisiae. A possibilidade de utilizar
células de S. cerevisiae como modelo experimental para estudos de
toxicidade de venenos animais em células eucaribticas é bastante
interessante, pois trata-se de uma alternativa a utilizacdo de
modelos experimentais com animais.
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