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RESUMO

LUZIA, B. L. Avaliagdo do efeito do extrato das folhas do mamoeiro (Carica
papaya L.) sobre o dano hepatico induzido por paracetamol. 2015. 69 p
[Trabalho de conclusdo de Curso]. Sinop. Instituto de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal de Mato Grosso.

O mamoeiro (Carica papaya L.) é amplamente utilizado na medicina popular pelas
suas mais variadas propriedades terapéuticas. Suas folhas apresentam importantes
substancias como, compostos fendlicos, alcaloides, vitaminas, minerais entre outros.
Sendo assim, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do extrato
aquoso (EXT) das folhas de Carica papaya L. (CPL) no tecido hepatico de
camundongos machos Swiss, submetidos ao estresse oxidativo induzido por
paracetamol (PCM). Para isso, foram realizadas as seguintes analises: carbonilagéo
de proteinas, TBARS, atividade dos antioxidantes enzimaticos (CAT, SOD, e GST) e
nao-enzimaticos (GSH, e ASA), bem como alguns parametros bioquimicos do
plasma (ALT e AST, colesterol, glicose e fosfatase alcalina). Para tanto, os animais
(oito animais por grupo) foram submetidos aos seguintes tratamentos: Grupo 1
(controle negativo) — Agua filtrada por 7 dias; Grupo 2 — PCM (250 mg/Kg) em dose
Unica + extrato aquoso de CPL (500 mg/Kg) por 7 dias; Grupo 3 — Extrato aquoso
de CPL (500 mg/Kg) por 7 dias; Grupo 4 (controle positivo) - PCM (250 mg/kg) em
dose Unica + agua por 7 dias. Passado um periodo de 24 h apos o tratamento, os
animais foram sacrificados e tiveram os figados e plasma extraidos. O dano hepatico
causado por PCM foi evidenciado através do aumento de ALT, AST e ALP
plasmatico, elevacdo da peroxidacéo lipidica e carbonilacdo de proteinas, além da
diminuicdo na acdo de importantes antioxidantes (CAT, GST, ASA e GSH). Os
resultados obtidos mostraram que a administracdo do extrato aquoso de CPL
promoveu reducéo significativa desse dano, através do aumento nos niveis de GST
nos grupos tratados, especialmente no que diz respeito a reducédo de carbonilacao
de proteinas e peroxidacdo lipidica, indicando reversdo da degeneracdo de
estruturas celulares, bem como através da reducao importante nos niveis séricos de
ALT e AST plasmaéticos, tendo sido o extrato capaz de atenuar o dano causado ao
tecido. Além do mais, observamos que o extrato foi eficaz em reduzir os niveis
séricos de glicose, colesterol e fosfatase alcalina no grupo EXT, podendo estes dois
ultimos efeitos de forma conjunta, sugerir uma possivel acao antilipémica de
influéncia profilatica, sendo necessario o desenvolvimento de mais estudos sobre o
assunto, para comprovacao ou nao, da presente hipotese. Sendo assim, concluimos
gue o extrato aquoso de Carica papaya L. é capaz de exercer importantes acoes
com efeitos antioxidantes, porém, € necessario o desenvolvimento de novas
pesquisas a fim de descrever mais detalhadamente sobre seu provavel potencial
antioxidante.

Palavras-chave: Carica papaya L. Estresse oxidativo. Hepatotoxicidade.

Paracetamol



ABSTRACT

LUZIA, BL Evaluation of the effect of the extract of papaya leaves (Carica papaya L.)
on liver damage induced by paracetamol. 2015. 69 p [Working Course completion].
Sinop. Institute of Health Sciences, Federal University of Mato Grosso.

Papaya (Carica papaya L.) is widely used in folk medicine for its many therapeutic
properties. Its leaves present important substances as phenolic compounds,
alkaloids, vitamins, minerals, among others. This study aimed to evaluate the effect
of aqueous extract (EXT) of the leaves of Carica papaya L. (CPL) in the liver of male
Swiss mice subjected to oxidative stress induced by acetaminophen (PCM). For this,
the following analyzes were performed: protein carbonylation, TBARS activity of
enzymatic antioxidants (CAT, SOD and GST) and non-enzymatic (GSH and ASA),
and some biochemical parameters of the plasma (ALT, AST, cholesterol, glucose and
alkaline phosphatase). Therefore, the animals (eight animals per group) were
subjected to the following treatments: Group 1 (negative control) - filtered water for 7
days; Group 2 - PCM (250 mg / kg) single dose + CPL aqueous extract (500 mg / kg)
for 7 days; Group 3 - CPL aqueous extract (500 mg / kg) for 7 days; Group 4 (positive
control) - PCM (250 mg / kg) in single dose + water for 7 days. After 24 h after
treatment, the animals were sacrificed and plasma and livers were extracted. The
liver damage caused by PCM was evidenced by the increase of ALT, AST and ALP in
the plasma, increased lipid peroxidation and protein carbonylation in addition to the
decrease in the action of antioxidants important (CAT, GST, ASA and GSH). The
results showed that the administration of the aqueous extract caused a significant
damage reduction CPL such damage through increased levels of GST in the treated
groups, especially with regard to the reduction of protein carbonylation and lipid
peroxidation, indicating reversal of structures degeneration mobile phones, as well as
by significant reduction in serum levels of ALT and AST in the plasma and that the
extract was able to attenuate the tissue. Moreover, we found that the extract was
effective in reducing serum levels of glucose, cholesterol and alkaline phosphatase in
the EXT group, and these last two effects together, suggest a possible antilipemic
action prophylactic influence, requiring the development of more studies on the
subject, to prove or not, of this hypothesis. Therefore, we conclude that the aqueous
extract of Carica papaya L. is able to practice significant actions with antioxidant
effects, however, the development of new research is required in order to describe in
more detail about its likely antioxidant potential.

Key words: Carica papaya L. Oxidative stress. Hepatotoxicity. Paracetamol
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1 INTRODUCAO

De acordo com o Ministério da Saude, o Brasil é o pais de maior
biodiversidade do planeta, que associada também a rica diversidade étnica e
cultural, possui um valioso conhecimento tradicional ao uso de plantas medicinais,
tendo, portanto o potencial necessario para o desenvolvimento de pesquisas com
resultados em tecnologias e terapéuticas apropriadas (BRASIL, 2006).

As plantas medicinais, assim como a fitoterapia fazem parte das chamadas
praticas alternativas e complementares, ou mais popularmente conhecidas como
medicina tradicional, sendo esta referida pelo Ministério da Saude como
“‘conhecimentos, habilidades e praticas baseadas em teorias, crencgas e experiéncias
de diferentes culturas, explicaveis ou nao, utilizadas no cuidado com a saude”
(BRASIL, 2006).

Desde a década de 70, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece o
valor das praticas alternativas e complementares, inclusive o uso das plantas
medicinais, como recursos terapéuticos, e vem estimulando o0s paises em
desenvolvimento a melhor aproveitar seus recursos naturais (BRANDAO et al.,
2010). Por isso, a fitoterapia vem se tornando uma escolha terapéutica que ganha
expansibilidade nas mais diversas culturas e regides, principalmente por serem
produtos de facil acesso e de baixo custo.

Sabe-se que um dos 6rgaos mais afetados € o figado, por ser o érgdo central
responsavel pela biotransformacdo das drogas e substancias quimicas. A
hepatoxicidade por farmacos € responsavel por mais de 50% da insuficiéncia
hepatica aguda (IHA), incluindo a toxicidade por acetaminofeno (ALBERTO et al.,
2009).

O paracetamol (PCM) ou acetaminofeno € atualmente um dos analgésico-
antipiréticos mais utilizados, principalmente em criancas (SEBBEN et al., 2010).
Quando administrado em doses terapéuticas, o PCM é bastante seguro, porém
ocorre lesdo grave em torno de 50% dos individuos ap6s a absorcédo de 250 mg/kg e
em todos aqueles que absorvem 350 mg/kg ou mais (SILVA, 2006). Esta
hepatoxicidade ocorre por conta da formacéo exagerada do metabdlito toxico gerado
(n-acetil-p-benzoquinonaimina [NAPQI]) (Michael et al.,, 1999), levando a um

estresse oxidativo e subsequente lesdo dos hepatdcitos.
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Uma das vantagens dos fitoterapicos sob os farmacos sintéticos é que as
fontes naturais fornecem compostos que podem ser levemente modificados,
tornando-os mais eficazes ou menos toxicos (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1996
apud TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Os conhecimentos etnobotanicos freqiientemente guiam as pesquisas com
produtos naturais, e podem contribuir para a descoberta de drogas, porque
proporcionam o conhecimento de novas estruturas quimicas e/ou mecanismos de
acao (SILVA, 2006).

De acordo com Filho e Yunes (1998), que ha maior probabilidade de se
encontrar atividades biolégicas em plantas frequentemente utilizadas no uso
empirico da populacdo do que em plantas escolhidas de forma aleatoria.

A utilizagdo de plantas para fins medicinais € umas das mais antigas
intervencbes terapéuticas praticadas pelo homem. Atualmente, os fitoterapicos
constituem importante fonte de inovacdo em saude (BRASIL, 2006), sendo de
extrema importancia o estudo para a validacao cientifica destes, a fim de persuadir
suas propriedades medicamentosas, bem como averiguar a possibilidade de
gualquer efeito adverso ao organismo.

O mamao (Carica papaya L.) € uma das frutas mais cultivadas e consumidas
nas regides tropicais e subtropicais do mundo pelas suas propriedades nutritivas,
organolépticas, digestivas, farmacéuticas e medicinais (BATISTUZZO, 2002 apud
SANTOS, 2013).

As folhas de Carica papaya L. (CPL) apresentam no latex uma protease
denominada papaina (KONNO et al., 2004), enzima com importante valor medicinal
capaz de promover o debridamento quimico de tecidos necrosados, facilitando o
processo de cicatrizacdo destes. De acordo com Indran, Mahmood e Kuppusamy
(2008) em um experimento realizado na Malasia, o extrato aquoso obtido das folhas
de CPL mostrou possuir efeito protetor contra o dano oxidativo induzido por etanol,
com reducdo no indice de Ulceras gastricas. Além do mais, estudos evidenciaram
gue o extrato hidroetandlico de frutos maduros da referida planta, apresenta baixa
toxicidade, efeito antimutagénico e quimioprotetor (MARIANI et al., 2013).

Pesquisas antigas sobre o uso da medicina tradicional ja registravam o uso do
mamoeiro pela populacdo, em especial habitantes de zonas rurais e periferias
urbanas, com o intuito de combater principalmente afeccdes relacionadas ao

sistema gastrointestinal, imunoldgicas e hepaticas (CRUZ, 1988).
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Com isso, percebe-se que CPL possui importantes propriedades terapéuticas
j& comprovadas e que apesar de ser uma planta freqlentemente utilizada pela
populacdo de forma empirica e indiscriminada, suas possiveis propriedades
terapéuticas séo ainda pouco estudadas.

Portanto, a presente investigacdo busca avaliar o efeito do uso popular do cha
da folha do mamoeiro, obtido através do extrato aquoso desta, no modelo

experimental de dano hepatico induzido por paracetamol em camundongos.
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2 JUSTIFICATIVA

As pesquisas sobre plantas medicinais usadas pela populacdo vém sendo
cada vez mais essencial para o processo evolutivo do conhecimento humano sobre
as atividades terapéuticas das espécies vegetais. E, atualmente, esses
conhecimentos sdo de grande valia, visto que a industria farmacéutica tem grande
interesse no desenvolvimento de pesquisas envolvendo produtos naturais, utilizando
substancias ativas como prot6tipos para o desenvolvimento de novos farmacos.

Sabe-se que o paracetamol é utilizado em larga escala pela populacdo por
suas propriedades analgésicas e antipiréticas, principalmente por ser um farmaco de
obtencédo incondicional e pelo desconhecimento dos usuarios sobre seu potencial
hepatotoxico, com inducdo ao estresse oxidativo e subsequente leséo celular. Desta
forma, a justificativa deste estudo baseia-se na validacdo ou ndo do possivel efeito
antioxidante de uma planta freqientemente utilizada na medicina caseira, com 0
intuito de combater as mais diversas afeccbes. Promovendo desta forma, o
conhecimento dos usuarios sobre o real efeito da planta e se esta corresponde as
expectativas terapéuticas ou ao invés disso é capaz de apresentar toxicidade,
colaborando assim com 0 uso seguro e consciente da populacao.

Além do mais, é de suma importancia que estudos motivados pelas vivéncias
e conhecimentos praticos continuem a ser desenvolvidos, de forma a contribuir tanto
com a populacdo pela facil acessibilidade aos produtos naturais, quanto com o
avanco das pesquisas para a elaboracdo de novos farmacos e, consequente
expansao de novas intervencdes frente a hepatotoxicidade, sobretudo em situacdes

originarias ao uso do paracetamol.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o possivel papel protetor do extrato aquoso obtido das folhas da planta
Carica papaya L., popularmente conhecida como mamoeiro, frente a
hepatotoxicidade induzida por paracetamol.

3.2 Objetivos especificos

-Analisar o estresse oxidativo induzido por paracetamol em camundongos e
verificar se 0 extrato aquoso das folhas de CPL é capaz de reduzir este dano. Para
isso, foram realizadas as seguintes analises: Carbonilacdo de proteinas, espécies
reativas ao TBARS, enzimaticos (CAT, SOD e GST) e nao-enzimaticos (GSH e
ASA);

-Mensurar os seguintes parametros bioquimicos no plasma: Transaminases
AST e ALT, ALP, glicose e colesterol;

-Verificar a toxicidade do extrato pelas dosagens de ALT, AST e ALP;

-Avaliar a atividade anti-hiperlip€mica e hipoglicemiante do extrato aquoso de
CPL.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 O figado e suas fungdes

Localizado abaixo do diafragma, no quadrante superior direito do abddmen
esta o figado, maior glandula endécrina do corpo, podendo atingir cerca de 1,5 Kg
em uma pessoa adulta, contribuindo em torno de 2% do peso corpéreo (GUYTON,;
HALL, 2006).

O figado € envolto por uma camada fibroeléstica fina e resistente chamada
capsula de Glisson e através de ramificacdes desta capsula € dividido em unidades
funcionais denominadas l6bulos. Existem cerca de 50.000 a 100.000 l6bulos no
figado, sendo que cada I6bulo consiste em laminas de hepatdcitos organizadas ao
redor de um sistema central de vasos chamado triade portal, formado pela veia
porta, artéria hepatica e um pequeno ducto biliar (MORTON; FONTAINE, 2010).

Aproximadamente 300 mL de sangue por minuto adentram o figado através
da artéria hepatica e outros 1.050 mL/min entram através da veia porta, advindo do
estbmago, intestinos delgado e grosso, do pancreas e do baco, suprindo
aproximadamente 60% a 70% das necessidades de oxigénio do 6rgado. O fluxo
venoso para fora do figado acontece através das veias hepaticas que por sua vez
desembocam na veia cava (PORTH, 2010).

Como um dos o6rgdos mais funcionais e ativos do organismo, dentre suas
muitas e importantes funcdes, o figado € responsavel pelo metabolismo dos
carboidratos, proteinas, lipideos e lipoproteinas, sintese e excrecdo de acidos
biliares, armazenamento de glicose, vitaminas, acidos graxos, minerais e
aminoacidos, eliminacdo de microorganismos por macrofagos, e ainda
biotransformacao, desintoxicacdo e excrecdo de compostos enddgenos e exdgenos
(MORTON; FONTAINE, 2010).

Além de suas importantes funcbes, o figado possui uma surpreendente
capacidade de regeneracao celular apés uma importante perda de tecido, podendo
ser ocasionada tanto por uma hepatectomia como por uma lesdo hepatica aguda
(GUYTON; HALL, 2006).



22

4.1.1 A biotransformacdéo dos farmacos

Nosso organismo é exposto diariamente a xenobidticos — substancias
estranhas ndo encontradas naturalmente no corpo. Os farmacos sdo, em sua
maioria, xenobidticos utilizados para restabelecer fungdes corporais (GOLAN et al.,
2014).

Os processos pelos quais acontecem as alteracdes bioquimicas dos farmacos
no corpo sao designados, em seu conjunto, como metabolismo ou biotransformacéo
dos farmacos e envolvem reacdes de fase | e de fase Il. As modificac6es sofridas
podem tornar esses compostos benéficos, prejudiciais ou simplesmente ineficazes
(GOLAN et al., 2014).

As reacoes de fase | - oxidacéo, reducéo e hidrolise — envolvem enzimas de
membrana, presentes no reticulo endoplasmatico (RE) das células hepaticas e, em
menor quantidade, nas células de outros tecidos. Estas enzimas sdo, em sua
maioria, hemeproteinas mono-oxigenases da classe do citocromo P450 (CYP) e
estdo envolvidas em aproximadamente 75% no metabolismo de todos os farmacos e
respondem por mais de 95% das biotransformacdes oxidativas. De modo geral,
estas reacbes conferem maior polaridade as moléculas lipidicas dos xenobioticos
por expor ou inserir grupamentos sulfidrila, hidroxila, amina ou carboxila (GOLAN et
al., 2014; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

As reacOes de fase Il — glicuronidacdo, sulfatacdo, acetilacdo, metilacéo,
conjugacdo com glutationa e com aminoacidos — sao caracterizadas pela
incorporacdo de cofatores as moléculas provenientes das reacfes de fase |
consistem em sintetases, responsaveis pela sintese desses cofatores, e em
transferases, que catalisam a transferéncia destes. Essas enzimas facilitam a
eliminacdo dos farmacos por aumentarem sua solubilidade. Além do mais, inativam
os metabdlitos eletrofilicos potencialmente téxicos produzidos pela oxidacéo
(GOODMAN; HARDMAN; LIMBIRD, 2012; OGA; CAMARCO; BATISTUZZO, 2014).

Existem alguns fatores individuais que interferem no processo de
biotransformacéo dos farmacos como raca e etnia, idade, estado nutricional, habitos
de vida como etilismo e tabaco, situacdes patolégicas, fatores genéticos e
exposicdes a substancias com propriedades de indugcdo ou inibicdo enzimatica
(OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

O figado, principal 6érgdo de metabolismo dos farmacos, desempenha um
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papel fundamental neste processo gragas aos seus diversos sistemas enzimaticos.
Portanto, processos patoldgicos, envolvendo este o6Orgdo, podem influenciar
negativamente na biotransformacgéo e consequentemente na eliminacdo das drogas

e de seus metabdlitos do organismo.

4.2 PARACETAMOL

4.2.1 Apresentacgéo e uso

O paracetamol (Figura 1) ou acetaminofeno € um po cristalino de cor branca,
sem odor e hidrossoluvel, obtido da destilacdo da fenacetina através da acetilacéo
do P-aminofenol (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2014). Possui propriedades
analgésicas, antipiréticas e baixa acao antiinflamatoria (HE et al., 2011).

Embora tenha sido sintetizado no ano de 1878 por Harmon Northrop Morse
(MORSE, 1878), o paracetamol teve seu primeiro uso clinico somente em 1893 por
Von Mering. Este se tornou popular muitos anos depois, a partir da descoberta como
o principal metabdlito ativo da acetanilida e fenacetina, potentes antipiréticos
(GOODMAN; HARDMAN; LIMBIRD, 2012), porém excessivamente toxicos, levando
a remocao de ambos do mercado farmacéutico. A partir de entdo, o paracetamol se
tornou uma das drogas mais populares e amplamente utilizadas em todo o mundo
para o tratamento de dor e febre, comumente o mais prescrito medicamento na
populacéo pediatrica (BERTOLINI et al., 2006).

E incontestavel a eficacia do paracetamol como analgésico e antitérmico. Em
doses seguras, 0 paracetamol ndo provoca irritagcado gastrica, ndo interfere na fungéo
plaquetaria e ndo causa nefropatia. Além disso, é indicado no tratamento dos
sintomas da dengue (LOPES; MATHEUS, 2012).

Atualmente, € um farmaco de venda livre e pode ser encontrado em forma de
capsulas, drageas ou comprimidos de 500 a 1000 mg cada, também em gotas ou
solucéo, xarope, poés e pastilhas, sozinho ou em associacées (SEBBEN et al., 2010).
Apresenta-se seguro em doses terapéuticas variando de 325 a 1000 mg em adultos,
nao podendo exceder 4000 mg ao dia. Ja em criancas, pode-se administrar uma
dose de 10 mg/Kg, ndo devendo ultrapassar mais que 5 doses em 24 horas
(GOODMAN; HARDMAN; LIMBIRD, 2012).
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Figura 1. Estrutura quimica do paracetamol (Fonte: Matheus; Lopes, 2012)

4.2.2 Farmacocinética e farmacodinamica

O paracetamol é bem absorvido no trato gastrintestinal, alcangando o pico
plasmatico apos 40 a 60 minutos ou 30 minutos em preparacdes liquidas. Sua
biodisponibilidade varia de 60 a 95%, com volume de distribuicdo de 0,8 a 1 L/Kg e
ligacdo a proteinas plasmaticas em torno de 10 a 30%, podendo atingir 50% em
casos de superdosagem (MUNNE et al., 2003). Seu tempo de concentragdo maxima
pode variar entre meia hora a 2 horas e sua meia-vida de 1 a 4 horas em dose
terapéutica. O tempo até o efeito terapéutico maximo varia entre 1 a 3 horas (OGA;
CAMARGO; BATISTUZZO, 2014). E um farmaco capaz de atravessar a barreira
placentaria e hematoencefalica. Comumente o leite contém menos de 2% da dose
materna (MUNNE et al., 2003).

Sua biotransformacdo é mediada pela enzima uridino glicuroniltransferase
(UDPGT), presente no RE dos hepatdcitos. Esta enzima catalisa a transferéncia do
acido glicurénico, proveniente de acido uridina difosfato glicurénico (UDPGA) para a
hidroxila fendlica do paracetamol (SANTOS, 2012).

Aproximadamente 90% do paracetamol € conjugado no figado (glicuronidacéo
40-67%; sulfatacdo 20-46%), gerando metabdlitos inativos que sdo eliminados na
urina (BUCARETCHI et al., 2014). Uma pequena porcao do farmaco € metabolizada
pelo sistema CYP (HENDERSON et al.,, 2000), sendo que cerca de 5-15% ¢é
oxidado no CYP2E1l e, em menor propor¢cdo, no CYP2A6, no CYP1A2 e no
CYP3A4, resultando na formacdo do metabdlito toxico NAPQI, que ao se combinar
com a glutationa (GSH), transforma-se em conjugados de cisteina e mercaptatos

nao toéxicos que sao entdo eliminados na urina (BUCARETCHI et al.,, 2014). A
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conjugacao do NAPQI com GSH é catalisada pela enzima microssomal glutationa-s-
transferase (GST) (LETELIER et al., 2011).

Embora o PCM seja utilizado hd mais de 100 anos, seus mecanismos de
acao ainda sao néo totalmente esclarecidos (BERTOLINI et al., 2006).

Pesquisas publicadas nos ultimos anos sugerem que o acetaminofeno inibe
as isoformas | e Il da ciclooxigenase (COX), semelhante aos antiinflamatérios nédo-
esteroidais (AINES) (FUCHS et al., 2006), com preferencial inibicdo da COX-2
(HINZ; BRUNE, 2012).

Ha ainda estudos sobre uma terceira isoforma da COX funcional,
supostamente denominada COX-3, a qual indica ser expressa principalmente no
sistema nervoso central (SNC), podendo esta constituir o sitio potencial do PCM
(GOLAN et. al., 2014).

4.2.3 Mecanismo de toxicidade

Sao varios os fatores que determinam a dose hepatotoxica do PCM, entre
eles os niveis de CYPEL, as dosagens basais de glutationa citosélica e mitocondrial,
bem como seu potencial de producdo, e a capacidade de sulfatacdo e
glicuronidacéo do PCM (REID et al., 2005).

De acordo com Munné et al. (2003), os processos de conjugacéao e sulfatacao
geram compostos de maior hidrossolubilidade, sendo entédo eliminados por via renal.
Contudo, em doses excessivas essas vias ficam saturadas e, consequentemente ha
um aumento na fracdo de paracetamol oxidado pelo sistema microssomal hepatico
(NEWSOME et al., 2000). Isso faz com que seja gerada maior quantidade de
metabolito toxico NAPQI, excedendo a capacidade de desintoxicacdo da GSH,
(geralmente com reservas inferiores a 30%) (MUNNE et al., 2003). Qualquer fator
gue reduza a concentracdo de GSH pode aumentar a toxicidade de substancias que
originam metabdlitos reativos, causando estresse oxidativo (OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2014). Em seguida, o NAPQI livre liga-se covalentemente as
proteinas hepaticas do grupo cisteina, desencadeando hepatotoxicidade e morte
celular (JAMES et al., 2009).

Produtos de proteina-paracetamol, sédo liberados na corrente sanguinea apos

a ruptura das células hepaticas, podendo ser usados como biomarcadores
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especificos de hepatotoxicidade, mesmo com varios dias apds a exposicao (JAMES
et al., 2009), principalmente para auxiliar o diagndstico de faléncia hepética aguda
de causa indeterminada (JAMES et al., 2006).

4.3 A HEPATOTOXICIDADE INDUZIDA POR PARACETAMOL

A hepatotoxicidade induzida por paracetamol é definida como a presenca de
concentraces séricas de transaminases acima de 1.000 U/L num periodo de sete
dias, com historia de uso do paracetamol, independente de sua concentracado sérica,
excluindo-se outras causas (WATKINS et al., 2006; CRAIG et al., 2011). A
hepatotoxicidade por este farmaco € a principal causa de IHA nos Estados Unidos
(BROWN-STEINKE et. al., 2008).

Mahadevan et al. (2006) investigaram um grupo de 51 criancas e
adolescentes que evoluiram com hepatotoxicidade induzida por paracetamol (45 por
overdose isolada e 6 por doses repetidas e cumulativas), e todos os individuos
apresentaram niveis séricos de aspartato aminotransferase (AST) ou alanina
aminotransferase (ALT) >1.000 U/L, onde, 11 criancas evoluiram com faléncia
hepatica. Destes, seis foram submetidos a transplante hepatico e dois sobreviveram,
porém os outros cinco que aguardavam o transplante foram a 6bito.

Um estudo realizado entre 1998 a 2007 com 23 hospitais norte-americanos, a
intoxicacdo por PCM foi responsavel por 46% dos casos (LEE et al., 2008). Cerca de
48% das vezes a intoxicacdo ocorre acidentalmente (LARSEN; BJERRING, 2011).
Perfil que se assemelha a alguns paises da Europa, como na Inglaterra, onde o
PCM é responsavel por cerca de 60% dos casos (MARUDANAYAGAM et al., 2009).

Nos ultimos anos, tem sido observada uma elevacdo dos casos de IHA
resultante de intoxicacao por paracetamol, ao passo que as hepatites virais e causas
idiossincraticas tém apresentado declinio significativo (WILLIAMS, 2003).

A toxicidade do paracetamol poderd ser potencializada pela administracao
simultanea de farmacos indutores enzimaticos (ALBERTO et al., 2009) ou ainda por
outros fatores que influenciam em sua biotransformacao, como a alcool, tabagismo,
genética, idade, estado nutricional e hepatopatias. Individuos expostos a estes
agentes podem sofrer lesdo hepatica por PCM até mesmo com doses de 3-4 g/dia.

A ingestao alcodlica crbnica aumenta a atividade da CYP2EL e depleta os niveis de
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GSH, enquanto o tabaco possui componentes indutores do CYP1A2. E em relagéo
a idade, criancas com idade inferior a 5 anos s80 menos susceptiveis a
hepatotoxicidade pelo paracetamol em decorréncia da menor producdo de NAPQI
(ALBERTO et al., 2009; JUNIOR, 2011).

4.3.1 Manifestac@es clinicas, diagndstico e tratamento

A hepatotoxicidade por paracetamol é capaz de desencadear um amplo
espectro de manifestacbes clinicas e laboratoriais que vao desde elevacdes
assintomaticas das transaminases até o desenvolvimento de IHA, com coagulopatia,
encefalopatia e outras complicacfes sistémicas, podendo levar o paciente a ébito
(BERNAL et al., 2010).

O quadro clinico de pacientes que sofrem intoxicacdo por paracetamol
geralmente possui trés periodos. Nas primeiras 24 horas o paciente se apresenta
assintomatico ou com leve mal-estar, palidez, epigastralgia, nauseas e vOmitos.
Entre 24 e 72 horas o paciente pode seguir clinicamente assintomatico ou
apresentar sintomatologia leve, semelhante ao primeiro periodo e/ou iniciar com dor
no hipocéndrio direito (MUNNE, 2003).

O periodo de 72 horas a cinco dias € de maxima expressao da
hepatotoxicidade, podendo evoluir para faléncia hepatica aguda. Os sintomas
clinicos podem variar de pouco expressivos até um quadro de encefalopatia, coma e
transtornos de coagulacédo, dependendo do grau de disfuncéo hepatica (SEBBEN et
al., 2010). Se a complicacdo hepatica aguda nédo levar a 6bito, a reversibilidade é
total, estando o tecido hepatico regenerado por completo entre cinco e sete dias até
duas semanas (MUNNE, 2003).

O diagndstico precoce é fundamental no tratamento de pacientes intoxicados
pelo paracetamol. O método mais utilizado € o emprego do nomograma de Rumack-
Matthew que avalia a concentracdo de paracetamol relacionada ao tempo apés a
ingestao desse farmaco. Se a meia vida plasmatica for maior que 4 horas, é sinal de
necrose hepatica e se superior a 12 horas, sugere coma hepatico. Geralmente a
primeira dosagem € feita na quarta hora apds a ingestdo, que em condi¢des
terapéuticas esse tempo € suficiente para se confirmar a completa absorcédo e

distribuicdo deste medicamento. Se o tempo de ingestdo € desconhecido,
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normalmente faz uma dosagem na entrada e repete em 2 e 4 horas apos (OGA;
CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

A lesdo dos hepatocitos promove a liberacdo de enzimas intracelulares na
circulacdo sanguinea devido a alteracdo da membrana plasmatica, fazendo com que
0S pacientes apresentem elevacdo significativa na atividade sérica de fosfatase
alcalina (ALP) e principalmente das transaminases ALT e AST, bem como elevagdes
extremas de bilirrubina, indicando diminuigdo da fungéo hepatica (MUNNE, 2003). A
combinacado de todos esses indicadores € com freqiiéncia o0 meio mais comumente
utilizado para monitorar o potencial de hepatotoxicidade nos pacientes (GOLAN et
al., 2014).

O tratamento preconizado para situagcdes de intoxicacdo por este
medicamento depende da quantidade de paracetamol ingerida, fatores de risco para
hepatotoxicidade e do tempo decorrido pés-intoxicagdo (WALLACE et al., 2002).

No maximo 4 horas ap0s a ingestao do farmaco indica-se a lavagem gastrica.
Outra opcéo é administracao de carvao ativado, uma intervencao capaz de reduzir a
absorcdo de PCM nas primeiras horas apos ingestdo. A diadlise também é
recomendada, pois retira cerca de 58% dos metabdlitos da dose administrada (OGA,
CAMARGO; BATISTUZZO, 2014).

A N-acetilcisteina € o antidoto de primeira escolha no tratamento das
intoxicagcbes por paracetamol, pois ao ser administrada por via oral ou endovenosa
de forma precoce (até 10 horas ap0s a ingestdo), pode evitar a lesdo hepéatica
induzida pelo farmaco, restaurando os niveis de GSH (HOWLAND et al., 2011), além
de reagir diretamente com o NAPQI (GOLAN et al., 2014).

Nos casos mais graves, quando o paciente ndo evolui com bom prognéstico,
sem chance de recuperacdo espontanea, a Unica alternativa € o transplante
hepatico. No entanto, € um procedimento de risco, requer imunossupressao crénica
do paciente transplantado, sem mencionar a dificuldade no que diz respeito a
disponibilidade de 6rgaos para doacdo (NEWSOME et al., 2000). Por isso se faz
importante o desenvolvimento de pesquisas que promovam novas alternativas
terapéuticas e, principalmente a sobrevida livre de transplante em pacientes

acometidos por hepatotoxicidade grave.
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4.4 RADICAIS LIVRES, ESTRESSE OXIDATIVO E OS ANTIOXIDANTES

4.4.1 Radicais livres e as principais espécies reativas

Radical livre (RL) é um &tomo ou molécula altamente reativo. Trata-se de uma
estrutura quimica portadora de um elétron que ocupa sozinho um orbital atbmico ou
molecular, podendo essas espécies reativas ser derivadas do oxigénio (ERO) ou
nitrogénio (ERN). Como sdo muito instaveis, os radicais livres sdo altamente reativos
e possuem uma imensa capacidade de combinacdo inespecifica com as mais
variadas e estruturais moléculas celulares. Geralmente, os radicais sdo formados por
absorcdo de radiacdo, por meio de reacdes redox ou por processos de catdlise
enzimatica (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
SLATER, 1984).

A producado de espécies reativas podem ocorrer por fontes endégenas, como
no processo natural de respiragcdo celular (VALKO et al., 2007), através dos
peroxissomos (PERON, 2001), pelo sistema enziméatico P-450 (SLATER, 1984) ou
por fontes exdgenas como: radiacdo (RHODES et al., 1994), habitos de vida como
tabagismo e etilismo (EVANS; PRYOR, 1994; LOPEZ; MATHEUS, 2012) ou por
doses elevadas de paracetamol (COTRAN, 2000).

As principais ERO séao diferenciadas em dois grupos, os radicalares: hidroxila
(HO"), superéxido (O;7), peroxila (ROQ") e alcoxila (RO’); e os nao-radicalares:
oxigénio singlete, peroxido de hidrogénio (H.O;) e acido hipocloroso (HCIO). Ja
entre as ERN, estdo inclusos o 6xido nitrico (NO"), 6xido nitroso (N»O3), acido nitroso
(HNOy), nitritos (NO2) e peroxinitritos (ONOO") (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006).

Dentre as mais importantes ERO, o radical O,” é o mais comum e abundante
na célula (BOVERIS, 1998). O H,O, é uma ERO com capacidade em gerar radical
hidroxila na presenca de metais como o ferro. Apesar de ser um oxidante fraco, pode
prejudicar funcbes enzimaticas através da oxidacdo de grupos tidis (FRIDOVICH,
1998; OGA, 2003) que, especialmente os da glutationa reduzida, evitam a oxidacéo
de algumas enzimas e ajudam na eliminacdo de substancias reativas (GARCEZ et
al., 2004).

O radical OH’, extremamente reativo, é considerado o mais nocivo das ERO

do organismo, que por possuir uma meia vida extremamente curta, reage de forma
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rapida e inespecifica com as estruturas celulares mais proximas (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; FELIPPE; PERCARIO, 1991).

Além dos mecanismos fisioldgicos, condi¢cdes patologicas sdo potencialmente
capazes de promover a instabilidade e perda do equilibrio entre os sistemas
antioxidantes organicos devido a producéo excessiva de ER ser além da capacidade
do organismo em neutraliza-los, caracterizando o estresse oxidativo (REPETTO;
LLESUY, 2002).

O estresse oxidativo acarreta lesbes em macromoléculas e varias outras
estruturas celulares através da peroxidacao dos lipideos da membrana, ruptura do
DNA (acido desoxirribonucleico) e desnaturacdo das proteinas, provocando
alteracBes na sua funcionalidade, até levar & morte da célula (RAO et al., 2004),
sendo o malondialdeido (MDA) o principal produto da peroxidacéo lipidica (PETEAN
et al., 2007).

De acordo com Esterbauer e Cheesman (1990), o MDA pode lesionar
proteinas, DNA, RNA e outras biomoléculas. O peroxinitrito, formado a partir da
superproducdo de NO’, gera principalmente MDA por oxidar diversas classes de
lipideos (O’'DONNELL, 2001).

Todos os constituintes celulares podem sofrer acéo de radicais livres, porém a
membrana € a principal, sendo a mais acometida, devido a peroxidacéo lipidica.
Havendo assim, alteracbes estruturais e de permeabilidade (MELLO; HOFFMAN;
MENEGHINI, 1983), afetando principalmente a funcdo de seletividade em processos
de troca ibnica e formacdo de produtos potencialmente téxicos como o MDA,
resultando em morte celular (HERSHKO, 1989). A lipoperoxidacdo também se
associa aos processos de envelhecimento, cancer e ao excesso da toxicidade a
xenobidticos (SHAN; JONES, 1990) como o PCM.

4.4.2 Estresse oxidativo e os antioxidantes

O estresse oxidativo pode ser caracterizado por diminuicdo nos niveis de
enzimas antioxidantes ou um aumento exacerbado na producdo de RL, ou ainda
através da combinacdo de ambas as condi¢cdes (GARCEZ et al., 2004).

Os agentes antioxidantes podem ser definidos como substancias que
protegem os sistemas bioldgicos contra a acdo destrutiva dos processos que levam

a oxidagdo celular, podendo atuar com mecanismos de acdo diferentes. A
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susceptibilidade de uma célula ou de um tecido ao estresse oxidativo é dependente
de varios fatores, entre eles, a disponibilidade dos antioxidantes e seu potencial de
inativacdo ou eliminacdo das substancias oxidadas formadas (JORDAO et al., 1998).

Através de mecanismos fisioldgicos, o corpo humano regula a producdo de
radicais livres e também a inativacdo destes por meio de importantes antioxidantes
enzimaticos como a catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa-s-
transferase (GST), glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GPx). Além
desses, o sistema de defesa bioldgico conta em sua linha de defesa com agentes
ndo enzimaticos, provenientes da dieta e que sdo de grande relevancia no combate
aos radicais livres, constituidos por substancias contendo grupos tiéis como a GSH
e, vitaminas como o &cido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-
caroteno (vitamina A) e compostos fenolicos (MATSUBARA, 1997; BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; JESUS, 2007; KVIECINSKI, 2007).

Segundo Decker (1997), dentre os antioxidantes presentes nos vegetais, 0s
compostos fenalicos, tais como os flavondides sdo os mais ativos e freqientemente
encontrados. Suas propriedades protetoras podem ser atribuidas a sua capacidade
de sequestrar os radicais livres.

De acordo com os autores Garcez et al. (2004) e Fridovich (1998), dentre as
enzimas antioxidantes, as metaloenzimas SOD € uma das mais importantes, pois é
responsavel pela dismutacdo do O," a H,O,, sendo esse menos reativo e suscetivel
a degradacédo por outras enzimas, como a CAT, uma hemeproteina citoplasmatica
que catalisa a reducdo do H,O, a agua (H.O) e oxigénio (O,). E encontrada em
todos os principais orgaos do corpo, especialmente no figado.

A GSH esta presente em quase todas as células e é o tiol mais abundante no
meio intracelular, pois além de ser parte fundamental da linha de defesa contra os
RL, ajuda na eliminacéo de produtos resultantes da lipoperoxidacdo. Apds exposicao
da GSH a um agente reativo, ocorre sua oxidacdo a GSSG (glutationa oxidada) por
reacdo da GPx, que catalisa a reducdo H,0O, e peroxidos organicos. Contudo, a
GSSG pode ser reduzida novamente a GSH por acdo da glutationa-redutase,
processo essencial para conservacdo do sistema de protecao celular (FRIDOVICH,
1998; JORDAO et al. 1998; HEBBEL, 1986; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Pompella (1997), enfatiza que somada aos efeitos protetores dos

antioxidantes enddgenos, a inclusdo de antioxidantes na dieta é de grande
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importéancia, pois os alimentos estdo relacionados com a diminuigao do fator de risco

para o desenvolvimento de doengas associadas ao acumulo de radicais livres.

4.5 PLANTAS MEDICINAIS

De acordo com Brasil (2009), toda espécie vegetal, cultivada ou néo, utilizada
com propésitos terapéuticos, € denominada planta medicinal e que conforme a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2008), sdo plantas capazes de
tratar ou curar doencas.

O Brasil € considerado o pais possuidor da maior variedade biologica do
mundo e apesar da magnitude da biodiversidade brasileira, o potencial de uso de
plantas como fonte de novos medicamentos ainda é pouco explorado (RATES,
2001).

O uso de plantas medicinais é amplamente difundido e encontra-se em
expansdo pelo mundo (WHO, 2005), ndo somente pelo poder curativo que por
ventura possam apresentar, mas também por serem economicamente mais
acessivel.

A fitoterapia popular é a tradicdo de uso domeéstico e comunitario de plantas
medicinais, principalmente de forma empirica, que é transmitida de geracdo para
geracdo, desempenhando um importante papel na manutencdo de saude das
antigas e atuais civilizacdes. Percebe-se que os saberes populares tém ganhado
outros significados entre a comunidade cientifica, e comegam a serem vistos como
uma experiéncia enriquecedora para ambas as partes (BRASIL, 2012).

Em conformidade com as recomendacdes da OMS, foi aprovado no Brasil, no
ano de 2006, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS
(PNPIC), contemplando, entre outras, diretrizes e responsabilidades institucionais
para implantacdo e adequacao de acdes e atividades, envolvendo o uso de plantas
medicinais e fitoterapia nos servicos de saude com seguranca, eficacia e qualidade
(BRASIL, 2012).

Apesar do incentivo de uma Politica Nacional, ainda existem lacunas no que
diz respeito as informacdes e acdes para efetiva execucdo dessa pratica no Sistema
de Saude Brasileiro, jA que a aplicacdo terapéutica das plantas ndao dispensa as

evidéncias cientificas, os padrdes de seguranca, qualidade, eficicia, o uso racional e
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sustentavel (ARAUJO, 2008; DUTRA, 2009). No entanto, faltam estudos que
contemplem tais requisitos, sendo que muitas destas plantas continuam a ser
consumidas apenas com base no conhecimento do seu uso popular.

Vale ressaltar que uma planta pode se apresentar téxica para o organismo
dependendo da quantidade ingerida, forma de administracdo, mistura e frequéncia
de uso. No Brasil, as plantas medicinais sao freqientemente consumidas com pouca
ou nenhuma comprovacao de suas propriedades farmacologicas (DUTRA, 2009).
Segundo Veiga, Pinto e Maciel (2005, p. 519-520):

[...] guando comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos
convencionais, a toxicidade de plantas medicinais e, fitoterapicos pode
parecer trivial. Isto, entretanto, ndo é verdade. A toxicidade de plantas
medicinais € um problema sério de salde publica. Os efeitos adversos dos
fitomedicamentos, possiveis adulteracfes e toxidez, bem como a acédo
sinérgica (interacdo com outras drogas) ocorrem comumente.

As investigacdes realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas
medicinais e fitoterapicos no Brasil se iniciaram ha poucos anos, assim como o
controle da comercializacdo desses produtos (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005). A
selecdo de espécies vegetais para pesquisas farmacoldgicas pode ser baseada no
seu uso tradicional entre a populacdo, na composicdo quimica e potencial de
toxicidade, na selecdo ao acaso ou pela combinacdo de varios critérios
(KINGHORN, 2003).

O uso adequado de plantas medicinais pode ser visto como mais uma opc¢ao
medicamentosa a ser destinada a populacdo na intencdo de melhorar a saude e a
gualidade de vida (SILVA et al., 2006). Portanto, estudos que visem a investigacéo
de plantas popularmente utilizadas, sobre suas reais propriedades, benéficas ou
toxicas, sdo de grande relevancia principalmente para o conhecimento dos usuarios,

bem como no que diz respeito aos interesses das industrias farmacéuticas.

4.6 O MAMOEIRO (Carica papaya L.)

O mamoeiro, nativo do Noroeste da América do Sul, vertente oriental dos

Andes, ou mais precisamente, da Bacia Amazénica Superior, onde a variabilidade
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genética é grande, produz a fruta amplamente conhecida como mamao, cujo esta,
pode apresentar outros nomes de acordo com a cultura local, como: kapaya, lapaya,
tapaya, fruta bomba, mamoén ou mamona, entre outros, a depender da cultura do
pais ou regido (BADILLO, 1993; MORTON, 1987).

Ha registros de que as sementes foram levadas ao Panaméa e, em seguida,
para Republica Dominicana onde o cultivo se estendeu a América Central, sul do
México, Antilhas, Bahamas, Flérida, alcangando mais tarde a india. Dessa forma, o
cultivo do mamao se alastrou por muitos paises, sendo hoje conhecido em
praticamente todas as regides do mundo, principalmente nas de clima tropical
(MORTON, 1987).

4.6.1 Descricéo botanica

Quanto a sua classificacdo botanica, o mamoeiro € uma planta herbacea
pertencente ao reino Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem
Brassicales, familia Caricaceae, género Carica, espécie C. papaya com nome
cientifico de Carica papaya L. (MANICA, 1982; MORTON, 1987; BELL, 2013).

De acordo com Morton (1987) e Olagunju et al. (2009), o crescimento do
mamoeiro varia entre uma taxa de 6 a 10 pés (1,8-3 m) no primeiro ano e chegando
a 20 ou 30 pés (6-9 m) de altura. Seu caule possui textura aspera com cicatrizes
foliares e uma espessura com cerca de 30 cm. As folhas emergem diretamente a
partir da parte superior do tronco em um comprimento de aproximadamente 30-105
cm e vivem aproximadamente 4 a 6 meses. Tanto o caule do mamoeiro como as
folnas contém latex. As flores sdo compostas por cinco pétalas carnudas e
levemente perfumadas.

Segundo a inflorescéncia, o fruto pode apresentar flor masculina, feminina ou
hermafrodita, sendo esse ultimo a preferéncia do comércio por seu formato piriforme
ou alongado (COSTA, 2003).

Por ser uma planta tropical, o mamoeiro pode ter seu desenvolvimento
limitado em regifes de baixa temperatura e o inverno prolongado poderia extinguir a
planta. Sua producdo é anual, porém, desenvolve-se melhor em areas de maior

luminosidade, solo rico em matéria orgéanica, sendo o periodo de safra entre os
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meses de dezembro a maio. O fruto é bastante comercializado, principalmente no
estado do Nordeste brasileiro (SOUZA, 2007; HAMM, 2002; MORTON 1987).

4.6.2 Perfil fitoquimico

Uma pesquisa realizada por Ayoola et al. (2008) buscou determinar 0s
componentes fitoquimicos e a atividade antioxidante de algumas plantas
frequentemente utilizadas no sudoeste da Nigéria para tratamento de maléria.
Dentre as plantas estudadas, o extrato etandlico das folhas de CPL mostrou-se
positivo para todos os componentes analisados (agucares redutores, antraquinonas,
flavonoides, taninos, saponinas, alcaloides e glicosideos cardiacos). Alcaloides
puros isolados e os derivados sintéticos séo utilizados como fitoterapicos devido as
suas propriedades analgésicas, antiespasmaodicas e antibacterianas (STRAY, 1998).
As folhas, frutos e sementes do mamoeiro possuem carpaina, um importante
alcaloide com atividade de estimulagéo cardiaca (TRINDADE, 2000).

De acordo com Canini et al. (2007) e Anjum et al. (2013), as folhas,
principalmente as mais jovens sdo ricas em flavonoides como kaempferol e
miricetina, compostos fendlicos como acido ferdlico, acido caféico e acido
clorogénico. Os autores sugerem que a presenca de tais compostos fendlicos
presentes nas folhas da planta poderia explicar parcialmente suas propriedades
farmacoldgicas. Contudo, Silva et al. (2007) relatam que os compostos fendlicos
podem apresentar-se em CPL sob niveis variados na fruta, latex, raizes e folhas.

O latex, extraido do caule, folhas e fruto imaturo contém enzimas proteoliticas
denominadas papaina e quimopapaina (YOGIRAJ, et al., 2014), com importante
atividade em debridamento de tecidos necrosados. Alguns outros metabdlitos
presentes no latex de CPL foram descritos por Azarkan et al. (2006), entre eles,
guitinase, ciclase glutaminil e cisteina endopeptidases de classe Il e lll.

O fruto é constituido por substancias como, proteinas, gorduras, fibras,
carboidratos, minerais, célcio, fosforo, ferro, vitamina C, tiamina, riboflavina, niacina,
caroteno, e linalol (KRISHNA; PARIDHAVI; PATEL, 2008). Em seu extrato etandlico,
também ja foi identificado a presenca de acidos fendlicos e outras substancias como
triterpenos, pectina, e ainda vitaminas A, E, e carotenoides (GHANI, 2003; BELL,
2013).
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Percebe-se que a planta selecionada neste estudo, contém inumeros
compostos e que muitos deles ja tiveram alguma atividade biolégica comprovada,

enquanto outros seguem como alvos de investigacdes cientificas.

4.6.3 Atividades biolégicas

O mamdo € composto principalmente de enzimas proteoliticas, como a
papaina, encontrada nas folhas e no latex do fruto, muito utilizada para o
debridamento de tecidos necrosados. Um alcaloide denominado carpaina,
caracterizado como um estimulante cardiaco e com acdo diurética também foi
encontrado nas folhas da planta (BURDICK, 1971; FETROW; AVILA, 2000).

A fruta verde € usada tradicionalmente na Nigéria para o tratamento de varias
doencas, incluindo maléaria, hipertensédo, diabetes mellitus, hipercolesterolemia,
ictericia, helmintiase intestinal (OLAGUNJU et al.,, 2009) e até mesmo para 0
tratamento de anemia falciforme (OGUNYEMI et al.,, 2008). Isela et.al. (2014)
comprovaram que o extrato etandlico das folhas do mamoeiro foram capazes de
diminuir a glicose plasmatica, triglicerideos e as transaminases do plasma, em um
estudo com inducéo de diabetes em ratos.

O extrato etandlico do fruto, administrado em forma de gel, apresentou efeito
sobre o processo de cicatrizacdo e regeneracdo em tecidos acometidos por
ulceracao de pressao em um estudo realizado por Bell (2013).

Na india, o latex fresco é popularmente aplicado em furtnculos, verrugas e
sardas. Também é utilizado como vermifugo e para induzir o aborto, bem como a
fruta verde, as sementes e a raiz que sdo consumidas para este mesmo fim
(MORTON, 1987). Uma investigacao realizada com ratas gestantes por Sumanth e
Ugendra (2013), confirmaram que o extrato aquoso do fruto verde de CPL possui
potencial para estimulacdo da contratilidade uterina, provavelmente pela abundante
combinacdo de enzimas proteoliticas, alcaloides e outras substancias, estando
algumas destas descritas neste trabalho.

Segundo Ayoola e Adeyeye (2010), o cha preparado com a folha verde de
CPL, promove a digestdo e auxilia no tratamento de doencas tais como, a indigestao
crbnica, excesso de peso e obesidade, arteriosclerose, hipertensdo arterial e

insuficiéncia cardiaca. Os autores relatam ainda que a raiz do mamoeiro € utilizada
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para o tratamento de bronquite, alivio da tosse e outras afec¢cbes do trato
respiratorio.

O extrato aquoso das sementes de CPL avaliado por Olagunju et al. (2009)
apresentou atividade nefroprotetora em ratos pré-tratados, anteriormente a inducéo
nefrotoxica com tetracloreto de carbono, sendo que a dose de prote¢cdo maxima foi
de 400 mg / kg.

Otsuki et al. (2010), constataram a presenca de potencial anti-proliferativo em
células tumorais através do extrato aquoso das folhas do mamoeiro.

As atividades bioldgicas de CPL sao relatadas em diferentes partes da planta,
como no latex, sementes, folha, raiz, caule casca e frutas. No entanto, além destes,
existem varios relatos sobre as propriedades terapéuticas e ac¢des farmacoldgicas
da planta, com base em investigacfes cientificas (KRISHNA; PARIDHAVI; PATEL,
2008).
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5 METODOLOGIA E ESTRATEGIAS DE ACAO

5.1 SISTEMA TESTE

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa animal
(CEPA)-UFMT pelo numero de protocolo 23108.707370/2014-82. Foram utilizados
camundongos Swiss machos, com aproximadamente seis semanas de idade, peso
meédio de 28,18 g, obtidos do Biotério Central da UFMT/Cuiaba. Durante todo o
periodo experimental, 0s animais permaneceram no Biotério do LIPEQ/UFMT/Sinop,
sob condigcGes controladas de temperatura (22 + 2°C), umidade relativa (55 + 10%),
ciclo de luz (12 horas claro/escuro), exaustao, recebendo racéo comercial peletizada
e agua filtrada ad libitum. Permaneceram alocados de maneira aleatoria em caixas
de polietileno, com diametro de 41x34x16cm e grade de inox. Em cada caixa foram
acondicionados 8 animais, divididos em 4 grupos. O periodo de aclimatacdo e

tratamento foi de duas e uma semanas respectivamente.

5.2 PRODUTOS QUIMICOS

Albumina de soro bovino, Triton X-100, perdxido de hidrogénio (H,0,),
glutationa reduzida (GSH), malondialdeido (MDA), acido 2-tiobarbitarico (TBA),
dodecil sulfato de sodio (SDS), acido 5,5'-ditio-bis (2-nitrobenzoico) (DTNB), 2,4
dinitrofenil-hidrazina (DNPH), reagente de Bradford, acido tricloroacético (TCA),
bitartarato de adrenalina, fosfato de potassio monobasico, fosfato de potassio
dibésico, fosfato de sodio monobasico, fosfato de soédio dibasico, acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), trisaminometano (TRIS), 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB), e acido ascorbico foram adquiridos junto & Sigma-Aldrich®
(St. Louis, United States of America) e com alto grau de pureza (95-99%).

Os kits e o calibrador (calibora H) para dosagem de ALT, aspartato
aminotransferase AST, glicose, colesterol, fosfatase alcalina foram adquiridos da

Labtest®, Diagndstico S. A., Minas Gerais, Brasil.


http://www.licitex.com.br/caixa-para-gaiola-de-ratos-ou-camundongos-produzida-em-polipropileno-inquebravel-autoclavavel-resistente-a-acidos-nas-medidas-de-41x34x16cm-capacidade-para-5-6-ratos-ou-15-camundongos-tampa-de-arame-inox-com-bebedouro-completa-mod-bhg-a.html
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5.3 AGENTE INDUTOR DE ESTRESSE OXIDATIVO

De acordo com o peso médio dos animais ao final da aclimatacéo (38, 86 ),
o PCM foi preparado em dose Unica de 250 mg/kg de animal, diluido em agua ultra
pura (37 °C) e administrado via gavagem, em consonancia com a metodologia de
Olaleye e Rocha (2008).

5.4 COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA

A variedade da planta escolhida para a investigacdo foi a sunrise solo,
produtora do fruto conhecido como mamao Papaya, Havai ou Amazonas (Figura
2A).

A coleta do material vegetal para a identificacdo do espécime foi realizada na
residéncia de um agricultor, no municipio de Sinop - MT, em coleta Unica, no més de
novembro de 2014. A exsicata (Figura 2B) da planta foi preparada e depositada na
colecdo do Herbario da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), campus de
Sinop, sob o numero de registro 6430. Depois disso, 0 material vegetal para
preparacdo do extrato e posterior realizacao dos ensaios biolégicos, foram coletados

no mesmo local.

Figura 2. A) Planta Carica papaya L. de variedade sunrise solo, produtora do fruto conhecido como
mamé&o papaya, Havai ou Amazonas; B) Exsicata de Carica papaya L. (Fonte: propria).
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5.5 PREPARO DO EXTRATO

Sabe-se que o uso popular das folhas do mamoeiro (Carica papaya L.)
acontece por meio da infusdo destas ou mais frequentemente denominado “cha”
(AYOOLA; ADEYEYE, 2010; HALIM, et al., 2011). Desta forma, este estudo buscou
preparar o extrato aquoso das folhas da CPL de maneira similar ao uso caseiro.

O preparo do extrato aguoso das folhas de CPL seguiu a metodologia descrita
por Sadeque; Begum (2010), com algumas adaptacoes.

Primeiramente, as folhas foram coletadas, limpas, expostas ao processo de
secagem em estufa com ventilacdo forcada, a temperatura média de 40 °C durante
sete dias. Depois de secas e trituradas, uma quantidade de 250 g do triturado foi
submetido a infusdo com agua destilada (2,5 L), sob uma temperatura estavel de 70
°C durante 1 hora. Apos esse periodo, o material foi filtrado e a agua foi retirada em
evaporador rotativo acoplado a bomba vacuo sob presséo reduzida de 600 mmHg e
banho termostatico a 70 °C, onde foram removidos 2,2 L de agua.

Apés a etapa de concentracdo, a quantidade de extrato restante (300 mL) foi
distribuida em becker e congelada (-20 °C) por 24 horas, onde, depois disso, as
amostras foram liofilizadas por 24 h para a obtencédo do extrato bruto seco (32,65 g).
Em seguida, o produto final foi armazenado em um dnico frasco de vidro, embalado
em papel laminado e mantido em freezer (-20 °C) até o0 momento do uso.

A dose selecionada do extrato (500 mg/kg) para o tratamento foi de acordo

com uma pesquisa realizada por Halim et al. (2011).

5.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apés o periodo de aclimatacdo, os grupos foram submetidos aos seguintes
tratamentos via gavagem: Grupo 1 (G1) (controle negativo) — Agua filtrada por 7
dias; Grupo 2 (G2) — PCM (250 mg/Kg) em dose Unica + extrato aquoso de CPL
(500 mg/Kg) por 7 dias; Grupo 3 (G3) — Extrato aquoso de CPL (500 mg/Kg) por 7
dias; Grupo 4 (G4) (controle positivo) - PCM (250 mg/kg) em dose Unica + agua por
7 dias.

O experimento teve inicio com inducédo da lesdo hepatica com PCM somente
nos grupos G2 e G4, enquanto os demais grupos G1 e G3 receberam somente

agua.
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Apéds 3 horas da inducao da lesé@o, os grupos G2 e G3 receberam a primeira
dose do extrato aquoso de CPL (500 mg/kg) ao passo que os grupos Gl e G4
receberam agua filtrada. Este mesmo processo teve duracéo de 7 dias, 1 vez ao dia,
sempre no mesmo horario (as 12:00 h).

Depois de 24 horas apoés terem recebido a Ultima dose dos tratamentos, 0s
animais foram anestesiados via intraperitoneal com ketamina 50 mg/Kg, xilaxina
2mg/Kg e acepromazina 2mg/kg e procedeu-se a eutanasia dos mesmos.

Por meio de puncdo cardiaca realizou-se a coleta de sangue com seringas
heparinizadas e ap0s isso, deslocamento de cervical para retirada do figado. As

amostras acondicionadas em placas Petri e entdo congeladas a -20°C.

5.7 ANALISES BIOQUIMICAS

5.7.1 Determinagéo dos antioxidantes enzimaticos

A atividade da enzima SOD foi mensurada de acordo com Misra e Fridovich
(1972). O figado foi homogeneizado em tampéao fosfato de potassio (TFK) 20 mM
(pH 7,5) 1:20 g/mL, onde a atividade foi mensurada em modo cinético de acordo
com velocidade de formagcdo de adrenocromo, observada em 480 nm usando o
espectrofotometro UV-VIS, em um meio de reacdo que continha tampao glicina 50
mM (pH 10,5) e bitartarato de adrenalina 60 mM, sendo expressa a UI/SOD/mg de
proteina™.

A atividade da enzima CAT foi determinada segunda Nelson e Kiesow (1972).
As amostras do figado foram homogeneizadas com TFK 20 mM (pH 7,5), com triton
X-100 e NaCl, na diluicdo 1:30. Posteriormente, o0 homogeneizado foi centrifugado a
10.000 g durante 15 mina4 °C. Para o ensaio, obteve-se uma mistura contendo 1,0
mL de TFK 50 mM (pH 7,0) 0,025 mL de homogeneizado e 0,025 mL de peroéxido de
hidrogénio 0,3 M. A alteracdo de absorbéancia do H,O, em 60 segundos foi medida
por espectrofotometria a 240 nm e expressa em pmol H.O, consumido.min™.mg
proteina™.

Quanto a atividade da GST foi determinada de acordo com Habig et al.
(1974). O tecido foi homogeneizado em TFK 20 mM (pH 7,5) na diluicdo 1:20 g/mL

e centrifugado a 10.000 g durante 15 min a 4°C. O 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
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(CDNB) (0,15 mL) foi usado como substrato e adicionado a mistura contendo 2,5 mL
de TFK (pH 6,5), 0,30 mL de GSH 10 mM e 0,050 mL de homogeneizado. A
formacdo de S-2,4-dinitrofenil glutationa foi monitorada através do aumento da
absorbancia em 340 nm contra o branco (tampao e outros reagentes usados para
medir a atividade da enzima na auséncia da amostra) em intervalos de 10 em 10
segundos por 1 minuto. O resultado foi expresso em pmol GS-DNB.min.mg
protefna™. O coeficiente de extincdo molar usado para o CDNB foi de 9.6 mM cm™.
O conteudo proteico foi determinado pelo método de Bradford (1976) usando
albumina bovina como padréo para construgéo da curva de calibracédo e as amostras

foram lidas em 595 nm.

5.7.2 Determinagéo dos antioxidantes n&o enziméaticos

A GSH foi dosada pelo método de Sedlack e Lindsay (1968), sendo o seu
contetdo expresso em pmol GSH.mg proteina™®. Amostras do figado foram
homogeneizadas em EDTA 20 mM na diluicdo de 1:40. Uma aliquota de 2,0 mL do
homogeneizado foi misturada com 1,6 mL de agua ultra pura e 0,4 mL em TCA 50
%, centrifugado a 4000 g por 15 minutos. Apos centrifugacdo, 1 mL do sobrenadante
foi adicionado a 2 mL de Tris 0,4 M e HCI (pH 8,9), na qual adicionou-se DTNB 0,01
M preparado em tampao fosfato-salino (PBS) 0,05 M (pH 8,0). A formacé&o do anion
tiolato foi determinada a 412 nm e comparada com uma curva padrédo de GSH. O
conteudo proteico foi determinado pelo método de Bradford (1976).

Os niveis de ASA no figado foram determinados de acordo com Roe (1954).
As amostras foram homogeneizadas em Tris/HCI 10 mM (pH 7,4) nas diluicdes 1:30
e centrifugados por 10 min a 2000 g. ApGs a centrifugacdo, uma aliquota do
sobrenadante foi adicionado ao TCA 5% na proporcédo 1:1 (mL/mL) e centrifugado
novamente a 3000 g por 10 minutos, apdés esse procedimento, 0,3 mL foram
adicionados a 0,1 mL de TCA 13,3% e 0,075 mL de DNPH (preparado em acido
sulfurico, tiureia e sulfato de cobre), incubados a 37 °C por 3 horas e a seguir
adicionado acido sulfarico 65% na reag¢do com o intuito de para-la. Procedeu-se a
leitura em 520 nm e os resultados comparados com a curva padrdo de acido

ascorbico.
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5.7.3 Anélise dos marcadores de dano e estresse oxidativo no tecido hepéatico

Para a determinacdo da peroxidagdo lipidica foi realizada a avaliacdo dos
niveis de TBARS conforme a técnica descrita por Buege e Aust (1978) com algumas
modificacdes. Realizou-se a curva de calibragdo com MDA 0,03 mM, TCA 10% e
TBA 0,67%. As amostras foram homogeneizadas em TFK 20 Mm (pH 7,5) na
diluicdo de 1:8 g/mL. Uma aliquota de 0,5 mL foram adicionadas 0,5 mL de TCAe 1
mL de TBA, incubado por 30 minutos a 100 °C, esfriado, centrifugado por 10 minutos
a 4000 g e realizado a leitura em 535 nm. A quantidade de peroxidagao lipidica foi
expressa em nmol MDA.mg proteina™.

A determinacdo de proteinas carboniladas foi realizada segundo Yan et al.
(1995). O tecido foi homogeneizado em Tris/HCI 10 Mm (pH 7,4) na diluicdo 1:80
g/mL, onde uma aliquota de 1 mL foi adicionado a 0,2 mL de DNPH 10 Mm
(preparado em HCI concentrado e agua ulta pura) e incubado por 1 hora com
agitacdo a cada 15 minutos. Apos o periodo de incubacéo foi acrescentado 0,5 mL
SDS 3% preparado em tampé&o de fosfato de sodio monobasico 0,15 M e tampéo
fosfato de sddio dibasico 0,15 M (pH 6,7), 2 mL de alcool etilico e 2 mL de hexano,
agitado e centrifugado por 15 minutos a 3000 g. O sobrenadante foi retirado e 0s
pellets foram lavados com alcool etilico e acetato de etila 1:1 (mL/mL). Depois disso,
os tubos de ensaio com as amostras foram submetidos ao processo de sonicacéo
para total dissolucdo dos pellet foi e realizado a leitura em 370 nm. No branco foi
utilizado 1 mL do homogeneizado e 0,2 mL de HCI 2 M, os quais foram submetidos
ao mesmo procedimento das amostras. A quantidade de proteinas carboniladas foi
expressa em nmol de carbonil.mg proteina™. O contetido proteico foi determinado
pelo método de Bradford (1976).

5.7.4 Determinacédo dos marcadores de dano hepatico presentes no plasma

As dosagens das atividades da ALT, AST e ALP, assim como a quantificacdo
de glicose, e colesterol total do plasma, foram realizadas com kits comerciais
(Labtest®, Diagnéstico S. A., Minas Gerais, Brasil). Os resultados de ALT, AST e ALP
foram expressos em U/L. Os resultados de glicose e colesterol foram expressos em
mg/dL.
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5.8 ANALISE DE DADOS

Os dados foram apresentados como média + desvio padrao (DP) e analisados
por Anova de uma via seguida pelo post hoc teste de Tukey. Em todos os casos foi
estabelecido um nivel de significAncia para rejeicdo da hipotese de nulidade de 5%
(P<0,05).
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6 RESULTADOSE DISCUSSAO

6.1 Andlise dos marcadores de dano e estresse oxidativo no tecido
hepatico

O estresse oxidativo causado por altas doses de PCM induz a peroxidagao
lipidica por deplecdo de GSH e conseqiente ligagdo do metabdlito NAPQI as
proteinas celulares e mitocondriais (OLALEYE; ROCHA, 2008), sendo este o
principal evento responsavel pelo desenvolvimento de lesdes irreversiveis e morte
celular (GOLAN et al., 2014).

Conforme mostrado na Figura 3, os camundongos do grupo PCM,
apresentaram um aumento (P< 0,0001) na peroxidacao lipidica (representada pela
quantidade de MDA.mg proteina™ presente no tecido hepatico), quando comparado
ao grupo controle. Outra importante diferenca estatistica pode ser percebida entre o
grupo PCM e PCM + EXT (extrato aquoso das folhas de CPL), sendo que este
ultimo apresentou importante reducdo nos niveis de MDA, indicando que o EXT

reverteu a lipoperoxidacéo causada pelo PCM.
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Figura 3. Niveis de TBARS no tecido hepético de
camundongos submetidos ao estresse oxidativo
induzido por PCM. Os resultados estédo
expressos como média + D.P.; n= 8 animais.
*P<0,0001 comparado com o grupo controle;
*P< 0,0001 comparado com o grupo PCM.
ANOVA de 1 via seguida por teste de Tukey

Figura 4. Figura 4 — Carbonilagdo de proteinas
no tecido hepatico de camundongos submetidos
ao estresse oxidativo induzido por PCM. Os
resultados estdo expressos como média + D.P.;
n= 8 animais. *P<0,0001 comparado com o0
grupo controle; *P< 0,0001 comparado com o
grupo PCM. ANOVA de 1 via seguida por teste
de Tukey.
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Sabe-se que a acdo dos radicais livres sobre os lipidios insaturados de
membrana causa a destruicdo da membrana celular, interferindo na funcédo de
permeabilidade seletiva do mecanismo de troca dos metabdlitos, podendo levar a
morte da célula (LIMA; ABDALLA, 2001), tendo o malondialdeido (MDA) como o
produto da lipoperoxidacdo de membrana (PETEAN et al., 2007). O método
colorimétrico TBARS, € uma técnica frequentemente utilizada em ensaios biol6gicos
para verificar substancias reativas ao &acido tiobarbiturico, de modo a quantificar os
niveis dos produtos finais da peroxidacao lipidica (SILVA; BORGES; FERREIRA,
1999).

Um estudo desenvolvido por Indran, Mahmood e Kuppusamy (2008) também
investigou o efeito protetor do extrato aquoso das folhas de CPL em uma dose de
500 mg/kg, porém, sob o estresse oxidativo induzido com etanol no estdbmago de
ratos. Similar ao presente estudo, os autores descreveram que houve uma reducéo
significativa nos niveis de MDA no grupo tratado com o extrato de CPL em
comparacdo ao grupo tratado apenas com etanol. Concluiram que tal fator de
protecdo deve-se provavelmente aos polifendis presentes nas folhas de CPL. De
acordo com Haslam (1999), os polifendis de origem natural, especialmente os
flavonoides, possuem um arranjo estrutural ideal para estabilizacdo de radicais
livres.

Mehdipour et al. (2006) constataram em um experimento com ratos que o
poder antioxidante do suco da fruta de CPL é similar a atividade do antioxidante a-
tocoferol. Durante um periodo de 14 dias, os animais receberam o suco em doses
diarias de 100, 200, 400 mg/kg. Ao final concluiram que os niveis de peroxidagao
lipidica em células sanguineas diminuiu 35,5%, 39,5% e 40,86% respectivamente as
doses, comparado ao grupo controle.

De acordo com Silva et al. (2007), os niveis de substancias antioxidantes em
CPL variam na fruta, latex, folhas e raizes. Seigler et al. (2002) relataram que as
folhas de CPL possuem diversos componentes ativos como a papaina,
quimopapaina, a-tocoferol, acido ascoérbico e flavondides, capazes de aumentar o
poder antioxidante e reduzir o nivel da peroxidacéo lipidica.

A carbonilacdo de proteinas, outro marcador de dano oxidativo, €
caracterizada pela modificacdo covalente das mesmas, devido a acdo de radicais
livres, podendo a inducdo ser de diferentes maneiras. Entre elas, através da

oxidacdo catalisada por metais, oxidacdo de aminoacidos e pela conjugacdo com
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produtos da peroxidagdo lipidica. Tais eventos estdo diretamente associados as
perdas das fungBes bioquimicas desenvolvidas por tais proteinas oxidadas
(MARCAL, 2009).

De acordo com a Figura 4, houve um aumento estatisticamente significativo
na carbonilagdo de proteinas do grupo PCM comparado ao grupo controle,
indicando o dano causado pelo farmaco. Contudo, o grupo PCM + EXT apresentou
uma reducdo importante deste dano proteico, comparado ao grupo PCM néao
tratado. Tal resultado vai de encontro com os achados de Rajesh et al. (2012) em
um estudo que buscou identificar o efeito do extrato etandlico das folhas de CPL em
ratos frente ao dano hepatico induzido por paracetamol. Porém o0s autores
descrevem que o extrato foi capaz de reverter o dano proteico com uma dose de 400

mg/kg.

6.2 Determinagao dos antioxidantes enzimaticos

O estresse oxidativo tem seus danos minimizados por um importante sistema
de defesa enzimatico, representado principalmente pelas enzimas CAT, SOD e GST
(BONNEFOQY et al., 2002).

A catalase, importante enzima antioxidante, exerce de forma eficaz a
degradacédo do peroxido de hidrogénio produzido endogenamente, convertendo-o
em uma molécula de H,0 e O, (FRIDOVICH, 1998). Conforme expresso na Figura 5,
no presente estudo, a atividade da enzima CAT apresentou uma diminuicéo
expressiva no grupo PCM relacionado ao grupo controle. Olaleye e Rocha (2008),
de acordo com nosso estudo, também relatam reducdo na atividade da referida
enzima em um grupo de camundongos expostos ao PCM.

O extrato aquoso de CPL ndo promoveu aumento na atividade da enzima
CAT no grupo PCM+EXT, porém Rajesh et al. (2012), identificaram que o extrato
das folhas de CPL foi capaz de aumentara acdo desta mesma enzima no grupo de
ratos tratados, comparado ao grupo PCM.

Quanto a atividade da SOD, a Figura 6 mostra que ndo foram constatadas
alteracdes significativas na acdo enzimatica da SOD em nenhum dos grupos
investigados.

Similar a este resultado, AVILA et al. (2011), ao testarem o efeito

hepatoprotetor de uma determinada planta sobre o dano induzido com 200 e 300
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mg/kg de PCM e também n&o observaram mudancas na atividade da SOD em
nenhum de seus grupos.

Cigremis et al. (2009), corroboram que os niveis de SOD e CAT podem nao
apresentar alteracdes com apenas uma Unica dose de PCM, porém € capaz de
aumentar os niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico, bem como

provocar altera¢gdes histoldgicas no tecido hepético.
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Figura 5. Avaliacdo da enzima CAT no tecido Figura 6. Figura 6. Avaliagcdo da enzima SOD no
hepatico de camundongos submetidos ao tecido hepatico de camundongos submetidos ao
estresse oxidativo induzido por PCM. Os estresse oxidativo induzido por PCM. Os
resultados estdo expressos como média + D.P.; resultados estdo expressos como média + D.P,;
n= 8 animais. *P<0,0001 comparado com 0 n= 8 animais. ANOVA de 1 via seguida por teste
grupo controle. ANOVA de 1 via seguida por de Tukey.

teste de Tukey.

Apesar de nédo termos identificado alteracdo da SOD provocada pelo extrato
das folhas de CPL, Sadek (2012), ao induzir um dano oxidativo com acrilamida,
relata que o extrato aquoso do fruto de CPL promoveu uma elevacao importante na
atividade dessa enzima no grupo tratado.

Corroborando com nosso resultado, Olaleye e Rocha (2008), também
observaram uma reducdo na atuacdo da referida enzima em camundongos que
receberam por via oral 250 mg/kg de paracetamol em dose Unica.

O desequilibrio no sistema oxidante/antioxidante € a principal consequéncia
da hepatotoxicidade induzida por paracetamol (AVILA et al., 2011). E, sendo o
figado um importante 6rgéo na detoxificacdo de farmacos, a avaliacdo da glutationa-

s-transferase € extremamente importante, pois a mesma participa na metabolizacdo



49

de xenobiodticos. Apesar de também estar presente em outros tecidos, a GST é mais
abundante no tecido hepatico, onde dentre suas func¢des antioxidantes, é
responsavel por catalisar a conjugacdo de NAPQI com a GSH para posterior
eliminagéo pela urina (NOLIN et al., 2003; HENDERSON et al., 2000).

Em nossa andlise, a acdo da GST foi diminuida no grupo PCM em relagéo ao
grupo controle, conforme apresentamos na Figura 7. Contudo, o grupo PCM + EXT
apresentou um aumento estatisticamente significativo na atividade desse
antioxidante, comparado ao grupo que recebeu apenas o paracetamol. Tal resultado
sugere que, a overdose por PCM promove a deplecao da atividade desta enzima,
potencializando o dano celular por afetar diretamente a eliminacdo de NAPQI
(LETELIER et al., 2011). No entanto, o extrato aquoso das folhas de CPL foi eficaz

na restauracao dos niveis deste importante antioxidante enzimatico.
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Figura 7. Avaliacdo da enzima GST no tecido
hepatico de camundongos submetidos ao
estresse oxidativo induzido por PCM. Os
resultados estdo expressos como média £ D.P;
n= 8 animais. *P<0,05 comparado com 0 grupo
controle; **P<0,05 comparado com O grupo
PCM. ANOVA de 1 via seguida por teste de
Tukey.

6.3 Determinacdo dos antioxidantes nao-enzimaticos

Sabe-se que o0 organismo tem a capacidade de produzir compostos que

apresentam grande potencial de defesa antioxidante, contribuindo para o estado de
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equilibrio celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). Entre os antioxidantes nao-
enzimaticos, estdo os carotenoides, vitamina E, vitamina C, a GSH e os compostos
polifendlicos.

A GSH, um potente antioxidante ndo-enzimético participa na reducdo do
estresse oxidativo por eliminar radicais livres, reduzir os peréxidos, além de formar
complexos com compostos eletrofilicos, gerando protecdo as estruturas celulares
(KIMURA et al., 2001).

De acordo com CNUBBEN et al. (2001), sob condi¢cbes de estresse oxidativo,
como no modelo de inducéo de hepatotoxicidade com paracetamol, a GSH reduz as
espécies reativas com concomitante formagcdo de glutationa oxidada (GSSG). Em
circunstancias fisioldgicas normais a GSSG é reduzida a GSH pela glutationa
redutase a custa de NADPH.

Na presente investigacdo, a GSH apresentou diminuicdo significativa
(P< 0,0001) no grupo PCM se comparado ao controle, conforme Figura 8. Contudo,
0 grupo EXT também apresentou uma reducdo deste antioxidante em relacdo ao
controle. Outros experimentos in vivo mostraram niveis de GSH reduzidos apds dose
nica de 200 mg/kg de PCM (AVILA et al., 2011).

Henderson et al. (2000), corroboram que seguindo doses terapéuticas, as
baixas concentractes de NAPQI formadas séo facilmente desintoxicadas através da
GSH. Porém em situacfes de overdose, a capacidade de desintoxicacdo da GSH é
excedida e seus niveis depletados, gerando assim o quadro de toxicidade (MUNNE
et al., 2003).

Por possuir maior similaridade com o uso popular, utilizamos em nosso
estudo o extrato aquoso das folhas do mamoeiro, o qual apresentou diminui¢cdo nos
niveis de GSH no grupo EXT se comparado ao controle, bem como néo foi eficaz
em restaurar a deplecédo desse antioxidante no grupo PCM+EXT. Mas apesar disso,
de modo inverso a este achado Aashish et al. (2013), em um estudo com inducéo de
toxicidade hepatica usando drogas antituberculosas, descrevem que o0 extrato
etandlico das folhas de CPL aumentou de maneira significativa os niveis deste
importante antioxidante ndo-enziméatico bem como de antioxidantes enzimaticos em

ratos, além de terem reduzido o dano lipidico causado pelo agente indutor.
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Figura 8. Niveis de GSH no tecido hepético de
camundongos submetidos ao estresse oxidativo
induzido por PCM. Os resultados estdo
expressos como média = D.P.; n= 8 animais.
*P<0,0001 comparados com o grupo controle.
ANOVA de 1 via seguida por teste de Tukey.

Figura 9. Niveis de ASA no tecido hepético de
camundongos submetidos ao estresse oxidativo
induzido por PCM. Os resultados estdo
expressos como média = D.P.; n= 8 animais.
*P<0,0001 comparados com o grupo controle.
ANOVA de 1 via seguida por teste de Tukey.

Outro antioxidante n&o-enzimatico analisado foi a vitamina C (&cido
ascorbico), presente em quantidades significativas em vegetais e frutos (TOIT et al.,
2001), onde, entre as muitas substancias de grande importancia farmacoldgica
encontradas em CPL, esse potente sequestrador de radicais livres, € encontrado no
fruto e nas folhas do mamoeiro (AYOOLA; ADEYEYE, 2010; MEHDIPOUR et al.,
2006; MELO, et al.,, 2008). Por ndo ser sintetizado endogenamente, o acido
ascorbico é obtido somente através da dieta em humanos (GARCEZ et al., 2004).
Conforme disposto na Figura 9, a atividade de acido ascérbico apresentou uma
deplecéo significativa tanto no grupo PCM, quanto no grupo tratado apenas com
EXT, em comparacao ao controle.

Apesar de nossos resultados mostrarem que o extrato de CPL nao foi capaz
de estimular a sintese deste antioxidante, privar 0 consumo ou escassez do mesmo,
Melo et al. (2008) ao investigarem o poder antioxidante do extrato aquoso de 15
frutas, classificaram o0 mamao entre as que mais apresentaram acido ascoérbico em
sua composicdo e com maior capacidade para sequestrar o radical estavel 1,1-

difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), ou seja, com maior potencial antioxidante.
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6.4 Determinacdo dos marcadores de dano hepatico presentes no plasma

Quando ocorre a toxicidade por paracetamol por conta da deplecdo na
atividade do sistema enzimatico, o metabdlito NAPQI liga-se as proteinas de
membrana das células hepdaticas. Essa ligacdo termina em morte dos hepatécitos
por inducdo de necrose centrolobular e subsequiente proliferacdo de células
inflamatoérias, aumentando assim as transaminases plasmaticas ALT e AST
(NELSON, 1990; KON, et al, 2004).

Quanto a avaliacdo dos niveis de transaminases plasmaticas ALT e AST, o
grupo PCM apresentou elevacdo significativa nos niveis dos referidos marcadores
de dano hepatico, em relagéo ao grupo controle, como mostrado na figura 10 e 11,
respectivamente. Tais resultados corroboram para a afirmacdo de que ocorreu o
dano nos hepatdcitos e esse resultado vai de encontro com os achados de Olaleye e
Rocha (2008), onde o PCM nesta mesma dose (250 mg/kg), causou a elevacéo
plasmaticas destas aminotransferases. Avila et al. (2011), também observaram uma
expressiva elevacao sérica de ALT e AST na hepatotoxicidade induzida por PCM em
camundongos com doses de 200 e 300 mg/kg. O aumento na concentracao sérica
dos referidos marcadores de dano, também foram descritos em doses de 600 mg/kg
(Rosa et al., 2012), 1 g/kg (Kisaoglu et al., 2014), 2 g/kg (Setty et al., 2007; RAJESH
et al., 2012) e 3 g/kg (Verma et al., 2013)

Contudo, os camundongos do grupo PCM + EXT deste estudo, mostraram
uma deplecdo estatisticamente consideravel de ALT e AST, em comparacdo ao
grupo PCM, onde, a reducéo das transaminases se equiparou aos niveis do grupo
controle, demonstrando com isso um efeito benéfico ao 6rgdo que foi exposto ao
dano com PCM.

Sadeque e Begum, (2010) comprovaram que o0 extrato aquoso do fruto de
CPL frente a hepatotoxicidade induzida por tetracloreto de carbono, foram capazes
de promover uma diminuicao significativa (P <0,001) tanto nos niveis séricos de ALT
como de AST.

Similarmente ao nosso estudo, Halim et al. (2011), ndo observaram aumento
das transaminases em camundongos, nem tdo pouco alteracdes indicativas de
toxicidade com relacdo ao extrato aquoso das folhas de CPL, sob doses de 5, 50,

300 e 2000 mg/kg, durante um periodo de 14 dias.
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Figura 10. Avaliacdo dos niveis séricos de ALT
presente no plasma de camundongos
submetidos ao estresse oxidativo induzido por
PCM. Os resultados estdo expressos como
média + D.P; n= 8 animais. *P<0,0001
comparados com o grupo controle; **P<0,0001
comparados com o grupo PCM. ANOVA de 1
via seguida por teste de Tukey.

53

150+
*
1004 Kk —l_
T
-
5 T T
504
C L] L] L] L]
< A A
& <& & <2°$\
000 QC}@

Figura 11. Avaliacd@o dos niveis séricos de AST
presente no plasma de camundongos
submetidos ao estresse oxidativo induzido por
PCM. Os resultados estdo expressos como
média +* D.P; n= 8 animais. *P<0,0001
comparados com o grupo controle; **P<0,0001
comparados com o grupo PCM. ANOVA de 1
via seguida por teste de Tukey. ANOVA de 1 via

seguida por teste de Tukey.

Além do aumento sérico das referidas transaminases hepaticas, o dano
hepatico induzido por farmacos pode ser hepatocelular ou colestatico, o que levara
ao aumento de bilirrubina sérica, bem como o da enzima fosfatase alcalina.

De acordo com a Figura 12, o grupo PCM apresentou um aumento
significativo nos niveis plasmaticos de ALP, comparado ao grupo controle. Porém,
no grupo PCM + EXT, nota-se que o extrato ndo foi capaz de reverter a elevacao
dessa enzima. Observa-se ainda que, o extrato per se foi capaz de provocar uma
reducdo importante de ALP plasmatico no grupo EXT, quando comparado ao grupo
PCM e ao controle.

Os parametros de glicose e colesterol também foram avaliados conforme as
Figuras 13 e 14, respectivamente.

O grupo tratado somente com o extrato aquoso das folhas de CPL durante 7
dias apresentou uma diminuicdo significativa nos niveis de glicose plasmatica,
comparado ao grupo controle. Similar a este resultado, Isela et al. (2014)
demonstraram que o extrato foi capaz de exercer um importante efeito

hipoglicemiante em ratos com inducédo diabética.
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Figura 12. Avaliagdo dos niveis séricos de ALP
presente no plasma de camundongos submetidos
ao estresse oxidativo induzido por PCM. Os
resultados estdo expressos como média + D.P.; n= 8
animais. *P<0,0001 comparados com o0 grupo
controle. ANOVA de 1 via seguida por teste de
Tukey.

Ogunyemi et al. (2008), corroboram que o fruto de CPL é usada
tradicionalmente na Nigéria para o tratamento de diabetes mellitus.

De acordo com a Figura 14, o extrato diminuiu a concentracéo de colesterol
sérico de forma significativa e independente no grupo EXT em relacdo ao grupo
controle. Em concordancia com nosso estudo, Olagunjua et al. (2009) mencionam
gue na Nigéria, as folhas de CPL s&o frequentemente utilizadas no tratamento de
hipercolesterolemia.

De acordo com Nettina (2012), o aumento sérico de colesterol e fosfatase
alcalina podem indicar principalmente deterioracdo de hepatdcitos ou disturbios
biliares, ja que a bile é responsavel tanto pela secrecdo de ALP produzida pelas
células hepaticas quanto pela emulsificacdo de gorduras. Sendo assim, ao
correlacionar a acao exercida pelo extrato aguoso, com reducao do colesterol e ALP
plasmatico, ambos somente no grupo EXT, é possivel sugerir que este possa
desempenhar uma provavel acdo antilipémica de influéncia profilatica, sendo
necessario o desenvolvimento de mais estudos sobre o assunto, para comprovacao

ou ndo, da presente hipotese.
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Figura 13. Avaliagdo dos niveis séricos de
glicose presente no plasma de camundongos
submetidos ao estresse oxidativo induzido por
PCM. Os resultados estdo expressos como
média * D.P.; n= 8 animais. *P<0,0001
comparados com o grupo controle. ANOVA de
1 via seguida por teste de Tukey.
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Figura 14. Avaliagao dos niveis séricos de
colesterol presente  no plasma de
camundongos submetidos ao estresse
oxidativo induzido por PCM. Os resultados
estdo expressos como média + D.P.; n= 8
animais. *P<0,05 comparados com 0 grupo
controle. ANOVA de 1 via seguida por teste
de Tukey.
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CONSIDERACOES FINAIS

Desta forma, na presente investigacdo, o dano hepatico por inducdo de
paracetamol foi evidenciado através do aumento de ALT, AST e ALP plasmatico,
bem como por elevagdo nos niveis de TBARS e carbonilagdo de proteinas,
indicando leséo celular dos hepatocitos. Identificamos ainda que quando comparado
ao grupo controle, houve uma diminuicao significativa na atividade de importantes
antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos, entre eles CAT e GST, ASA e GSH,
respectivamente, sendo a diminuicdo destes um evento crucial na iniciacdo e
potencializacdo da degeneracao celular.

Assim, os resultados obtidos nesse estudo, com a avaliagdo do efeito do
extrato aquoso das folhas de CPL, sobre a toxicidade hepatica em camundongos
induzida por paracetamol, sugerem que a planta possui compostos capazes de
reduzir significativamente o dano celular causado pelo estresse oxidativo, onde tal
acao foi percebida através do aumento nos niveis de GST nos grupos tratados
comparados ao grupo PCM, especialmente no que diz respeito a reversao da
degeneracao celular lipidica e proteica, bem como através da reducdo importante
nos niveis séricos de ALT e AST plasmaticos, tendo sido o extrato capaz de atenuar
0 dano causado ao tecido. Além do mais, observamos que o extrato foi eficaz em
reduzir de forma independente os niveis seéricos de glicose, colesterol e fosfatase
alcalina no grupo EXT, podendo estes dois ultimos efeitos de forma conjunta, sugerir
uma possivel acdo anti-hiperlip€mica preventiva, porém sendo necessario o
desenvolvimento de novas investigacdes para validacdo da referida hipotese.

Notamos ainda que, nos grupos PCM+EXT e EXT, o extrato aquoso de CPL
nao foi capaz de alterar a atividade das enzimas SOD e CAT, mas a atividade dos
antioxidantes nao-enzimaticos GSH e ASA foram diminuidas no grupo EXT, porém
nao alteradas no grupo PCM+EXT.

Vérios estudos ja demonstraram que o0s produtos naturais com atividade
antioxidante, complementam o sistema enddgeno de defesas antioxidantes e que
muitas plantas medicinais sdo consideradas uma fonte importante de compostos
eficientes em combater a acéo de radicais livres.

Embora as folhas de CPL sejam amplamente aplicadas na medicina
tradicional e empregadas por diversas populacfes, a planta em questdo ainda é

pouco descrita quanto suas possiveis propriedades antioxidantes.
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Apesar da variedade de componentes encontrados em CPL e a vasta gama
de atividades biolégicas ja descritas nessa planta, Isela et al. (2014), relatam que a
auséncia ou a presenca de substancias em um determinado extrato depende dos
solventes utilizados para a extracao e que, o0 extrato etandlico da planta contém um
importante perfil fitoquimico. No entanto, utilizamos o extrato aquoso em Nnosso
estudo, por esse reproduzir de maneira mais similar o uso popular e, através desta
investigacdo, comprovar ou nao essa pratica empirica.

Sendo assim, concluimos que o extrato aquoso de CPL é capaz de exercer
importantes acBes com efeitos antioxidantes, porém, € necessario o0
desenvolvimento de novas pesquisas a fim de pormenorizar seu provavel potencial
antioxidante, bem como seria necessario a realizacdo de andlises histologicas do
tecido hepatico para comprovacéo de que o extrato aquoso de Carica papaya L. ndo

possui acao toxica aos hepatdécitos.
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