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APRESENTAÇÃO

O conhecimento é sem dúvida a principal fronteira para desenvolver a inovação 
em qualquer área de estudo, e quanto mais diversificado for mais poderoso se 
torna, pois essa longa teia de entendimento das áreas se unem para forma nova 
fronteira de conhecimento para humanidade.

A interligação das áreas é fundamental para trazer soluções que não estão 
sendo enxergadas nas atuais pesquisas. Por isso a união e pluralidade de pesquisas 
na área da Medicina Veterinária coloca esse e-book como uma fonte recomendada 
para aqueles que querem se aprofundar nos mais diversos campos inovadores da 
ciência.

Os capítulos abordam com clareza assuntos que passam por receptores 
da influenzavírus, coleta de sêmen, toxidade de veneno de jararaca e diversas 
abordagem na clínica cirúrgica animal. O que deixa o leitor seguro de que encontrará 
na obra “Inovação e Pluralidade na Medicina Veterinária” uma fonte completa de 
atualização sobre diversas áreas da ciência animal.

A pluralidade dos assuntos e a qualificação dos autores dos livros, torna a 
bibliografia uma fonte original de conhecimentos que contribuirá para o aprendizado 
de todos aqueles que desejam ser melhor cada dia na área da Medicina Veterinária. 

Alécio Matos Pereira
Sara Silva Reis
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ESTUDOS SOBRE A TOXICIDADE DA PEÇONHA DE 
Bothrops jararaca SOBRE Saccharomyces cerevisiae 

E O EFEITO DO EXTRATO HIDROALCOÓLICO DE 
Stryphnodendron fissuratum

CAPÍTULO 3
doi

Thais Heloise da Silva Almeida
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RESUMO: Este trabalho tem como objetivo 
avaliar a toxicidade celular da peçonha de B. 
jararaca sobre Saccharomyces cerevisiae e 
dimensionar o impacto de Stryphnodendron 
fissuratum no sistema de cultivo em presença 
da peçonha. Para os ensaios de crescimento 
celular foram utilizadas células de S. cerevisiae. 
Foram avaliados os impactos das preparações 
sobre as estruturas das membranas celulares 
e sobre a taxa de crescimento celular. Durante 
a avaliação não foi observada diminuição 
do número de células nos grupos tratados 
em relação ao grupo controle, sugerindo a 
não ocorrência de efeitos deletérios sobre a 
estrutura da membrana celular das leveduras. 
Porém, é possível verificar que a peçonha foi 
capaz de inibir a taxa de crescimento celular 
significativamente e que o extrato conseguiu 
reverter o efeito inibitório protagonizado pela 
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peçonha. Em conclusão, estes resultados sugerem que S. fissuratum pode reverter 
os efeitos protagonizados pela peçonha de B. jararaca, o que reforça o potencial 
antiofídico do gênero Stryphnodendron, supondo-se também que S. fissuratum interfira 
no controle do metabolismo celular, via interação sobre sistemas enzimáticos.
PALAVRAS-CHAVE: Citotoxicidade; metabolismo celular; levedura.

STUDIES ABOUT THE TOXICITY OF Bothrops jararaca VENOM ON 

Saccharomyces cerevisiae AND THE EFFECT OF THE HYDROALCOHOLIC 

EXTRACT OF Stryphnodendron fissuratum

ABSTRACT: This work aims to evaluate the cellular toxicity of Bothrops jararaca venom 
on Saccharomyces cerevisiae and the impact of Stryphnodendron fissuratum on the 
yeast culture system in the presence of venom. For cell growth assays, S. cerevisiae cells 
were used. The impacts of the preparations on cell membrane structures and growth 
rates were evaluated. During the evaluation, there was no decrease in the number of 
cells to the treated groups in relation to the control group, suggesting no deleterious 
effects on the yeasts cell membrane structure. However, it is possible to verify that the 
venom was able to inhibit the cell growth rate significantly and that the extract managed 
to reverse the venom inhibitory effect. In conclusion, these results suggest that S. 
fissuratum can reverse the effects of B. jararaca venom, which reinforces the antiofidic 
potential of the genus Stryphnodendron, supposing also that S. fissuratum interferes in 
the cellular metabolism control, through interaction on enzymatic systems. 
KEYWORDS: Cytotoxicity; cell metabolism; yeast.

1 |  INTRODUÇÃO

A incidência de acidentes com serpentes peçonhentas é relativamente elevada 
em diferentes partes do mundo. Cerca de 2,25 milhões de acidentes são registrados 
anualmente, especialmente em regiões onde as atividades rurais são significativas, 
em áreas continentais como África, Ásia, América Latina e Nova Guiné (CHIPPAUX, 
2017). No Brasil, cerca de 90% dos acidentes com serpentes peçonhentas são 
atribuídos ao gênero Bothrops, popularmente conhecidas como as jararacas 
(BRASIL, 2018).

 O acidente botrópico tem como característica efeitos locais onde se identificam 
respostas como dor, formação de edema, hemorragias e necrose tecidual, respostas 
sistêmicas onde se verificam distúrbios da coagulação sanguínea, choque e 
alterações cardiocirculatórias, além de insuficiência renal (MELGAREJO, 2010). 

 No Brasil, a espécie Bothrops jararaca se destaca em relação ao percentual 
de participação nos acidentes ofídicos com humanos, embora pode também ser 
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identificada em países como Argentina e Paraguai. No Brasil a sua distribuição 
ocorre desde o Sul do Estado da Bahia até o Rio Grande do Sul, razão pela qual é 
geralmente abordada para a produção de soro antiofídico para esta característica 
de ofidismo. (RIBEIRO et al., 2001).

 Apesar de nos casos de acidente botrópico ser recomendado o emprego 
imediato do soro antiofídico específico, endovenosamente, conforme recomendações 
do Ministério da Saúde, observam-se dificuldades quanto à distribuição do soro 
para regiões mais afastadas dos grandes centros, devido a problemas de custeio de 
produção ou mesmo de estabilidade do produto quando experimenta condições não 
compatíveis de ambientação (WEN, 2003). Frente a isto, justifica-se a necessidade 
de buscar alternativas eficazes que possam ser acessíveis principalmente às 
populações de risco.

 Muitos trabalhos vêm assinalando que determinadas variedades de plantas 
podem produzir efeitos interessantes para a redução dos agravos produzidos 
por acidentes ofídicos como Stryphnodendron adstringens (DE PAULA, 2009), 
Anacardium humile (COSTA, 2010), Cassia occidentalis (BORGES, 2011).

 Neste trabalho levantou-se a hipótese de que S. fissuratum pode reduzir os 
efeitos decorrentes da peçonha de B. jararaca em sistemas de células eucarionticas. 
Esta expectativa apoia-se nas propriedades reveladas por espécies do gênero 
Stryphnodendron como S. adstringens cujo extrato promove efeito hemostático e 
anti-inflamatório (MELLO, 1997), efeito antidiarreico e adstringente (BRANDÃO et 
al., 2008), antiofídico (LUCENA et al., 2009), na cicatrização de feridas cutâneas 
(HERNANDES et al., 2010) e estrogênico (GARCIA et al., 2010). 

 Espécimes de Stryphnodendron fissuratum podem ser encontradas 
geralmente em regiões de cerrado arborizado (cerradão) e matas semidecíduas 
no Centro-Oeste e Sudeste do Brasil. Conhecida popularmente como “rosquinha”, 
em áreas de criação de animais, geralmente está associada a ocorrências de 
envenenamento em bovinos (RODRIGUES et al., 2005).

Considerando-se que cerca de 30% dos genes envolvidos em doenças 
humanas podem ter homologia no proteoma de levedura, em especial 
Sacharomyces cerevisiae, seus sistemas de cultivo tem se mostrado como uma 
importante ferramenta no delineamento de protocolos experimentais (KARATHIA et 
al., 2011), especialmente como alternativa aos modelos com emprego de animais 
(GOURMELON; DELRUE, 2016).

 Este trabalho tem como objetivo avaliar os níveis de toxicidade celular, nas 
dimensões estrutural e metabólica da peçonha de B. jararaca e de S. fissuratum em 
sistemas de cultivo de S. cerevisiae, dimensionando o impacto do extrato vegetal 
sobre a peçonha de B. jararaca.
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2 |  MATERIAL E MÉTODOS

O protocolo experimental foi realizado no Laboratório de Farmacologia do 
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal 
Rural de Pernambuco (UFRPE).

 O extrato hidroalcoólico de S. fissuratum foi gentilmente cedido pelo 
Laboratório de Farmacologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da 
UFRPE. O material botânico está depositado no Herbário Central da Universidade 
Federal de Mato Grosso, Estado onde o material foi coletado.

 Foram utilizadas células liofilizadas de Saccharomyces cerevisiae 
(Fleischmann®, AB Brasil Indústria e Comércio de Alimentos Ltda, Brasil).

 Para os ensaios de crescimento em cultivo foi utilizado o meio YED (2,0% de 
extrato de levedura e 2,0% de dextrose) e água destilada como solvente.

 A levedura foi reativada (solução 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 número de células foi ajustado para 105, onde foram distribuídas em recipientes 
apropriados para os devidos ensaios, contendo meio YED e conforme a preparação: 
Tubo controle (sem substâncias desafiadoras), controle positivo (peçonha 1 ml a c 
= 1 mg/mL) e tratados (peçonha 1 ml a c = 1 mg/mL + diferentes concentrações do 
extrato hidroalcoólico 70 % de S. fissuratum – 110, 11, 1,1, 0,11, 0,011 mg/ mL).

 O cultivo foi mantido por 10 horas a 33°C e umidade relativa superior a 70%. 
A cada 1 hora, alíquotas de 2 mL eram retiradas para avaliação da densidade óptica 
em espectrofotômetro (Biochrom, modelo Libra S22) a 620 nm. Os valores das 
leituras de absorbância, em etapa posterior, foram comparados com o valor de 
referência estabelecido no início do cultivo, convertidos em número de células e a 
relação entre a variação do número de células, o tipo de preparação e a taxa de 
crescimento celular foram obtidas.

 Para a avaliação dos impactos das preparações sobre as estruturas físicas 
das membranas das células, foram comparados os respectivos números de células 
após 10 horas de cultivo, usando-se como referência a preparação do grupo controle.

 Para se avaliar a taxa de crescimento celular se fez necessário a obtenção 
da curva de crescimento em cada preparação, especialmente na presença 
de diferentes concentrações do extrato de S. fissuratum. Os parâmetros de 
regressão da porção linear da curva de crescimento foram obtidos juntamente ao 
coeficiente de determinação. O coeficiente angular de cada curva foi utilizado como 
parâmetro de avaliação da taxa de crescimento celular em cada preparação. Foi 
determinada a relação entre a taxa de crescimento celular e a concentração de S. 
fissuratum, obtendo-se a relação concentração e efeito e o respectivo coeficiente de 
determinação.
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 Todos os dados foram expressos em termos de média e desvio padrão, sendo 
as diferenças estatísticas avaliadas por aplicação do teste t de Student considerando-
se como valor descritivo p < 0,05. A tabulação de dados e os testes estatísticos 
foram efetuados mediante o emprego de planilha estatística do programa excel da 
Microsoft® versão 2010.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Frente as condições experimentais disponibilizadas na realização dos 
bioensaios, verificou-se, em sistemas de cultivo de S. cerevisiae, que após 10 
horas de observação não ocorreram diferenças significativas entre as preparações 
estimuladas com a peçonha de B. jararaca ou diferentes concentrações de S. 
fissuratum, com exceção das preparações que receberam uma concentração de 
110 mg/mL em relação às preparações do grupo controle, para um valor de p < 0,05 
conforme mostram os dados da fig. 1.

Figura 1. Efeito de diferentes concentrações do extrato de S. fissuratum em culturas de S. 
cerevisiae em presença de peçonha (1 mg/ mL), após 10 horas de cultivo.

Disto verifica-se que nesta etapa de cultivo, não ocorreu diminuição significativa 
do número de células em relação ao grupo controle, sugerindo a não ocorrência 
de efeitos deletérios sobre a estrutura de membrana celular das unidades de 
leveduras. Na preparação que recebeu uma concentração do extrato hidroalcoólico 
de S. fissuratum de 110 mg/mL ocorreu um aumento do número de células bastante 
significativo, sugerindo efeitos importantes sobre os mecanismos moleculares 
associados ao controle da divisão celular das células de levedura, mesmo quando 
em presença de peçonha de B. jararaca.
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Este resultado nos levou a verificar se as interferências poderiam ter ocorrido 
ao nível do metabolismo destas estruturas celulares em condições de cultivo. 
Procurou-se então verificar a taxa de crescimento celular ao longo do tempo. 

Verificou-se que em cada sistema de cultivo ocorreu aumento do número de 
células de forma característica, onde a fase de crescimento linear, até 10 horas de 
cultivo, pode ser descrita por uma função do tipo y =  aX + b, onde “y” representa o 
número de células num dado período “X” em horas, “a” seria o coeficiente angular 
da função e “b” o coeficiente linear. Para avaliar a qualidade do ajuste de cada 
função, no processo de regressão linear, foi obtido o coeficiente de determinação 
“R2”, conforme mostram os dados da tabela 1. 

Tabela 1. Parâmetros de regressão linear das curvas de crescimento celular sob diferentes 
condições de cultivo. 

Considerando-se que o coeficiente angular de uma função é proporcional a 
taxa de crescimento celular e sendo a função que descreve a variação do número 
de células em função da variação temporal do tipo linear, pode-se dizer que a 
taxa de crescimento é o próprio coeficiente angular, que é constante nesta fase 
de crescimento, portanto sendo independente o tempo de reação. Sendo assim, 
na fig. 2, fica evidente que a peçonha de B. jararaca inibiu de  forma significativa a 
taxa de crescimento celular em sistema de cultivo de S. cerevisiae, em relação às 
preparações de controle para um valor de p < 0,05. 
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Figura 2. Taxa de crescimento de S. cerevisiae sob diferentes condições de cultivo.

Este resultado é compatível com os resultados observados por Gomes 
et al. (2005), onde verificou que a peçonha de B. jararaca inibia o crescimento 
das células de S. cerevisiae em diferentes concentrações da peçonha, até 200 
µg/mL. Atribuiu este efeito à inibição da H+ - ATPase, da membrana plasmática 
das células de levedura, ou por um aumento da permeabilidade aos íons de H+. 
É interessante destacar que este autor não assinalou a ocorrência de processos 
lesivos nas estruturas destas membranas, sendo este efeito, bem possivelmente, 
mais caracterizado como uma interferência num domínio de ordem metabólica.

Nesta mesma fig. 2 pode-se verificar que o extrato de S. fissuratum conseguiu 
reverter o efeito inibitório protagonizado pela peçonha de B. jararaca, de forma 
significativa em relação às preparações de controle, para um valor de p < 0,05. 
Considerando-se o que foi sugerido por Gomes et al. (2005), pode-se argumentar 
que de certa forma, no extrato de S. fissuratum existem componentes moleculares 
que podem atuar sobre o sistema enzimático que controla o fluxo de H+ ao nível 
da membrana celular de células de S. cerevisiae. O aumento observado na taxa 
de crescimento celular, foi de forma concentração dependente, como mostram os 
dados da fig. 3.
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Figura 3. Relação do tipo dose dependente entre a concentração do extrato de S. fi ssuratum e 
a taxa de crescimento de S. cerevisiae em presença de peçonha.

 Na referida fi gura, pode-se ainda verifi car que a relação entre a taxa de 
crescimento celular em função da concentração do extrato de S. fi ssuratum é do 
tipo linear, com um coefi ciente de determinação R2 = 0,9969, sinalizando uma boa 
relação entre estes parâmetros. Com a expressão matemática obtida pode-se 
estimar, em sistemas de cultivo similares, a taxa de crescimento de células de S. 
cerevisiae “y” em função da concentração de S. fi ssuratum “x”. Em outras palavras, 
quanto maior a concentração do extrato, maior será a taxa de crescimento do 
número de células em cultivo. 

 Um outro aspecto interessante a ser colocado em evidência é o fato de 
que favas de S. fi ssuratum promovem reações de toxicidade em bovinos, onde os 
animais intoxicados exibem como sinais fezes pastosas ou líquidas, enegrecidas e 
fétidas conforme os dados dos trabalhos de Rodrigues et al. (2005). Para Brito et 
al. (2001) em intoxicações promovidas por S. obovatum poderiam ser justifi cadas 
pelo quadro clínico de acidose ruminal verifi cado em animais que vieram a óbito, 
destacando sinais como anorexia, fezes levemente ressecadas ou líquidas, 
distensão do abdome sem timpanismo, perda de fl uido ruminal durante a ruminação, 
atonia e acidose ruminal, cólica, sialorréia, apatia, emaciação, fraqueza, erosões e 
úlceras na cavidade oral, com alguns casos de congestão de mucosas visível (sem 
icterícia).

 Como já assinalado acima, não foi encontrada ação lítica do extrato 
hidroalcoólico de favas de S. fi ssuratum sobre as membranas de células de S. 
cerevisiae, o que vai de encontro aos dados observados por Molyneux et al. (1980), 
o qual assinalou a ocorrência deste tipo de ação sobre estruturas celulares do trato 
gastroentérico de ruminantes.
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 Estudos com caprinos tem associado a “causa mortis” por intoxicação por 
S. fissuratum não necessariamente à acidose ruminal, mas sim à presença de 
componentes químicos nas favas como as saponinas triterpênicas (HARAGUSHI 
et al., 2006). Estas saponinas podem ser identificadas numa grande variedade de 
plantas, possuindo uma estrutura anfipática, composta de resíduos hidrofílicos de 
moléculas de açúcar ligadas a uma aglicona hidrofóbica rica em átomos de carbono 
organizados em forma de anéis (LACAILLE-DUBOIS et al., 1996). O resultado da 
ação da microbiota ruminal sobre as sapogeninas não polares pode estar por trás 
das respostas de timpanismo ou mesmo de irritação e inflamação na parede do 
trato gastroentérico (DAVIS et al., 2009). 

 Mas, voltando-se ao fato de que o extrato de S. fissuratum reverteu as ações 
da peçonha de B. jararaca, e que este efeito pode envolver a participação de H+ - 
ATPase, pode-se dizer que, de alguma forma, componentes moleculares do extrato 
de S. fissuratum podem ter tido interação sobre este tipo de sistema enzimático 
também, além de outros sistemas mais diretamente envolvidos com o controle do 
metabolismo de S. cerevisiae. 

 As H+-ATPases, conhecidas como bombas de íons H+, formam uma bem 
diversificada família de enzimas que transportam prótons através das membranas 
contra o gradiente eletroquímico de H+ associando-se ao metabolismo de trifosfatos 
do tipo ATP, podendo afetar as barreiras de potencial elétrico nestas membranas. 
Pelo menos três tipos de H+-ATPases podem ser identificadas (NELSON, 1992).

 As F1Fo H+-ATPases podem ser identificadas nas mitocôndrias, na membrana 
de bactérias (B1Bo H+ -ATPases) e cloroplastos (C1Co H+-ATPases), podendo estas 
enzimas serem inibidas por azidas ou oligomicina. Estes sistemas enzimáticos estão 
envolvidos na síntese do ATP (NELSON, 1992). 

Já as ATPases do tipo P e V podem utilizar a energia da hidrólise do ATP 
para gerar o gradiente de íons H+transmembrana. As P H+-ATPases podem ser 
encontradas na membrana plasmática de leveduras, fungos filamentosos e plantas, 
tendo um papel importante no controle do pH intracelular, sendo inibidas por 
ortovanadato, um composto análogo do fosfato inorgânico (SERRANO, 1993).

 As V H+-ATPases, além das leveduras, também tem sido identificadas em 
organelas de células eucarióticas, sendo importantes para o transporte secundário 
de diferentes tipos de solutos, mediados por mecanismos de co-transportadores 
e trocadores de íons H+ (BEYENBACH; WIECZOREK, 2006). Estas enzimas 
também foram encontradas em sistemas de membranas intracelulares como os 
endossomos, lisossomos, grânulos de cromafina, vesículas sinápticas, vesículas 
cobertas de clatrina, complexo de Golgi, vesículas secretoras como também em 
vacúolo de plantas e eucariotos inferiores (FORGAC, 2000). 

 Alguns trabalhos assinalam a ocorrência de V H+-ATPases em membranas 
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plasmáticas de células animais especializadas, como no sistema renal, células 
epididimais, macrófagos, osteoclastos, e células tumorais (BEYENBACH; 
WIECZOREK, 2006). Assim, verifica-se o importante papel que estes sistemas 
enzimáticos podem desempenhar em processos intra e extracelulares como a 
endocitose mediada por receptores, o transporte de macromoléculas como as 
proteínas, neurotransmissores, e transporte ativo de metabólitos (NISHI; FORGAC, 
2002). 

 De maneira geral, pode-se ainda destacar o papel importante das V 
H+-ATPases na regulação do potencial hidrogeniônico, de todos os tipos de 
compartimentos celulares assinalados acima, em especial, no dimensionamento do 
estado eletrogênico ideal para colocar ou retirar de atividade diferentes sistemas 
enzimáticos como as hidrolases, proteases, glicosidades, lipases, nucleases e 
fosfatases (BEYENBACH; WIECZOREK, 2006).

 Frente a tudo o que foi assinalado acima, é possível que o extrato de favas 
de S. fissuratum provoque os principais efeitos tóxicos em ruminantes em função 
da presença de componentes moleculares presentes no extrato que consigam 
atuar sobre as V H+-ATPases. Considerando-se que a homeostasia na dimensão 
iônica é um evento crítico para diversos processos fisiológicos, como na relação 
biossíntese/degradação, enovelamento, endereçamento de proteínas, secreção de 
mediadores, fusão e divisão de membranas, morfogênese de organelas e estruturas 
celulares, dinâmica de microtúbulos e divisão celular. Modificações significativas nas 
condições de manutenção do estado homeostásico podem significar a ocorrência 
de fenômenos patológicos e a ameaça das condições vitais em sistemas biológicos 
(VOET et al., 2000). 

 De certa forma, os achados clínicos observados nos ruminantes intoxicados 
pelas favas de S. fissuratum se assemelham, em grande parte, aos distúrbios que 
eventualmente possam ocorrer nos sistemas coordenados pela V H+-ATPases, 
considerando-se também que estas enzimas podem modificar o seu comportamento 
em presença de íons como Mg++, Ca++ e Mn++, altas concentrações de ATP e interação 
com outros sistemas enzimáticos (FORGAC, 2000).

4 |  CONCLUSÃO

Em conclusão, estes resultados sugerem que S. fissuratum pode reverter os 
efeitos celulares protagonizados pela peçonha de B. jararaca o que ratifica, de certa 
forma, o potencial antiofídico assinalado por Lucena et al. (2009) quando trabalhou 
com S. adstringens, reforçando o potencial de ação antiofídica de plantas do gênero 
Stryphnodendron. Além de interferirde alguma forma nos sistemas enzimáticos 
envolvidos no controle do metabolismo celular. Fato este que pode estar relacionado 
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com a capacidade desta planta em causar grave intoxicação em ruminantes.
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