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AVALIACAO “IN VITRO” DO EFEITO PROTETOR DO EXTRATO DO
FRUTO DE PHYSALIS PERUVIANA L. - SOLANACEAE SOBRE O
AUMENTO DOS NIVEIS DE PROTEINAS CARBONILADAS EM

ERITROCITOS EXPOSTOS AO HERBICIDA 2,4-D
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais devido as suas propriedades terapéuticas foi
acumulada com o passar dos anos, devido as suas propriedades fisico-quimicas e biol6gicas
(PINTO, 2009). O cultivo de Physalis tem se difundido devido ao baixo custo de implantacao,
tornando sua producdo acessivel aos produtores devido a boa adequacdo da planta
(POLTRONIERI, 2003). Os frutos de Physalis possuem compostos tais como flavondides
simples e glicosados, carotendides, entre outros que tém desperto interesse devido aos seus
efeitos bioldgicos benéficos a saide do homem, atuando como antioxidante (LICODIEDOFF,
2012). Contudo, ainda had poucos estudos relatados na literatura relacionados a atividade
oxidante do extrato da physalis peruviana.

A contaminagdo ambiental ocasionada pelo uso crescente e indiscriminado de
pesticidas tem gerado uma série de preocupacgdes quanto ao comportamento destes, seja no
ambiente ou sua influéncia negativa a saude humana (CAMPOS; VIEIRA, 2002). O 2,4-D ¢
utilizado amplamente em plantac@es, controlando ervas daninhas de folhas largas através de
compostos semelhantes & auxina, hormonio de crescimento de plantas. Este herbicida é
altamente cancerigeno e toxico, estando associado ao desacoplamento da fosforilacdo

oxidativa, sugerindo o rompimento de membranas intracelulares (BRADBERRY et al., 2000).
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As espeécies reativas (ERs) agem como verdadeiros agentes oxidantes promovendo
reacfes com substratos biolégicos podendo acarretar danos a biomoléculas como membrana
celular e proteinas, afetando a salde humana (PEREIRA, 1996). O estresse oxidativo em
certas condi¢bes pode ser resultante do aumento da producdo de ERs que ultrapassa a
capacidade antioxidante do organismo, ou ainda, devido a reducdo de defesas antioxidantes
do corpo (CADENAS & DANIES, 2000). Sendo assim, este estudo teve como objetivo
avaliar o sistema oxidante em eritrdcitos expostos ao 2,4 — D e tratados com o extrato aquoso

de physalis peruviana.

2 METODOLOGIA

Producéo do extrato aquoso

O extrato foi realizado segundo Degaspari et al (2004).

Preparacédo do 2,4-D

Foram medidos 1,1 gramas de Acido 2,4-Ciclofenoxiacético, sequido de dilui¢do para
1 litro com auxilio de hidroxido de sodio e agua, a fim de atingir a concentracdo de 1,1g/L,
concentracdo recomendada para uso nas lavouras para este herbicida segundo Rodrigues;
Almeida (2005).

Processamento das amostras

As amostras de sangue foram obtidas a partir de quatorze doadores saudaveis, metade
homens e metade mulheres, ndo fumantes, néo etilistas e que ndo ingeriram nenhum tipo de
medicamento ou alimento que pudesse interferir nos resultados do estudo. Apos assinarem o
TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido), o sangue total foi coletado ap6s jejum
de 4 - 8 horas por pungdo endovenosa, utilizando vacutainers contendo EDTA. As amostras
foram centrifugadas imediatamente a 3000 rpm durante 10 min e os plasmas removidos. Os
eritrocitos foram lavados com solugdo salina isotbnica devidamente ambientalizada,
centrifugados e ressuspensos, segundo Catalgol et al. (2007) com adapta¢des. O hematdcrito
foi diluido a 5% e as suspensfes de eritrocitos divididas em cinco grupos distintos, com
amostras de um mesmo paciente: Grupo A: controle; Grupo B: eritrocitos expostos ao 2,4-D a
1,1 mg/L; Grupo C: eritrécitos expostos ao 2,4-D + extrato de Physalis a 1g/L); Grupo D:
eritrocitos expostos ao 2,4-D + extrato de Physalis a 10g/L); Grupo E: eritrécitos expostos ao
2,4-D + extrato de Physalis a 25¢g/L); Grupo F: eritrocitos expostos ao 2,4-D + extrato de
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Physalis a 50g/L) e Grupo G: eritrocitos expostos ao 2,4-D + extrato de Physalis a 83g/L).
Apos a exposicédo e tratamento as suspensdes de eritrocitos & hematdcrito 5 % foram agitadas
em vortex a fim de provocar a lise de membranas celulares, seguido de centrifugacdo e
separacdo do sobrenadante para a realizacdo das dosagens bioquimicas. O protocolo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Cruz Alta no ano de 2013,
conforme anexo (protocolo nimero 15510413.3.0000.5322).

Determinacdo de proteinas carboniladas
As proteinas carboniladas foram analisadas segundo a metodologia de Levine (1990)
com adaptacdes. A dosagem de proteinas totais foi realizada através de kit comercial

Labtest®, conforme instrucées do fabricante.

Analises estatisticas
Os resultados primeiramente foram comparados por ANOVA de uma via, seguida do
teste de Tukey-Kramer, considerando diferencas significativas com P <0,05, através do

programa estatistico: Graph Pad Prism 5.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

As ERs estdo envolvidas em diversas condi¢Bes patoldgicas, incluindo lesGes de
isquemia, doencas inflamatorias e envelhecimento, onde o estresse oxidativo desempenha um
papel central nas lesGes celulares. Os resultados do estudo (Figura 1) demonstram que o
extrato de physalis peruviana nas diferentes concentracdes testadas apresenta efeito protetor,
revertendo os danos a proteinas ocasionados pelo herbicida 2,4-D de forma estatisticamente
significativa. Contudo, o aumento da concentracdo de extrato parece ndo influenciar no efeito

protetor se comparado as menores concentragﬁes.
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Figura 1: Niveis de proteinas carboniladas (nmol carbonil/mg prot totais) nos eritrocitos de humanos.
Grupo A: controle; Grupo B: eritrcitos expostos ao 2,4-D a 1,1 mg/L; Grupo C: eritrécitos expostos ao
2,4-D + extrato de Physalis a 1g/L); Grupo D: eritrcitos expostos ao 2,4-D + extrato de Physalis a
10g/L); Grupo E: eritrécitos expostos ao 2,4-D + extrato de Physalis a 25g/L); Grupo F: eritrocitos
expostos ao 2,4-D + extrato de Physalis a 50g/L) e Grupo G: eritrcitos expostos ao 2,4-D + extrato
de Physalis a 83g/L)

Letras distintas representam resultados estatisticos significativamente diferentes, considerando um
P<0,05.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusdo, os resultados indicam que o extrato aquoso de physalis peruviana
possui acdo antioxidante, revertendo de forma positiva e significativa os danos ocasionados

pelo herbicida 2,4-D em eritrdcitos.
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