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RESUMO

O paracetamol, é um dos analgésicos e antipiréticos mais utilizados, porém devido ao acesso
facil ao medicamento e a automedicacdo da populacdo tem-se observado um aumento no
numero de intoxicagdes por este farmaco. A utilizacdo do paracetamol em doses elevadas pode
causar danos hepaticos irreversiveis. A hepatotoxicidade ocasionada pelo paracetamol é
iniciada por um metabdlito reativo chamado N-acetil-p-benzoquinonimina (NAPQI) que, em
baixas quantidades € neutralizado pela glutationa hepatica (GSH), entretanto em excesso pode
ocasionar deplecdo de GSH e sérios danos hepaticos. Baseado no exposto, o presente estudo
teve como objetivo avaliar as principais alteracdes hepaticas decorrentes da intoxicacdo com
paracetamol em curto prazo (3 horas) e em longo prazo (12 horas). Para tal, foram utilizados
21 camundongos C57BL/6 distribuidos nos seguintes grupos: Grupo controle (n=7) que recebeu
apenas agua; Grupo APAP 3H (n=7) e Grupo APAP 12H (n=7) que receberam a dose tdxica
de paracetamol 500 mg/kg, 3 ou 12 horas antes da eutanasia, respectivamente. Apos a eutanasia,
amostras do soro e figado foram coletadas e armazenadas para a avaliagdo da funcdo hepatica
e renal, anélise dos biomarcadores do estado redox hepatico, analise histopatoldgica e perfil
inflamatdrio. Os resultados mostraram que houve um aumento significativo das enzimas ALT
e AST apo6s 12 h de intoxicacdo, sugerindo lesdo hepatica. Na funcdo renal observamos um
aumento de creatinina apds 3 e 12 horas de intoxicagdo. Ja em relacdo a concentracdo de ureia
observamos um aumento em seus niveis apos 12 horas. Em relacdo aos biomarcadores do estado
redox houve um aumento de proteina carbonilada apds 12 horas e um aumento de peroxidacao
lipidica tanto em 3 horas como em 12 horas. Enquanto na quantificacdo dos grupamentos
sulfidrila houve uma reducdo apds 12 horas de exposicao ao farmaco. No que diz respeito aos
componentes da via do inflamassoma observou-se que uma diminuicéo na expressao de IL-18
e CASP-1 em 3 horas, ja em 12 horas houve aumento na expressdo de 1L-18, CASP-1, NLRP3
e IL1-B. Também foi observado um aumento na concentracdo das citocinas pro-inflamatorias
TNF e IL-6 em 12 horas de intoxicacdo. Além disso, na histoarquitetura hepatica os indices de
necrose e hiperemia aumentaram ap6s 12 horas de exposi¢do, enquanto a binucleag¢do diminuiu
nesse periodo. Dessa forma, concluimos que o paracetamol induz lesGes hepaticas ja nas
primeiras horas de intoxicacdo, sendo que no periodo de 12 horas apos a intoxicacao todos 0s
parametros avaliados foram alterados. Sendo assim, a analise temporal dos efeitos

hepatotdxicos desse farmaco podera abrir novas perspectivas para estudos clinicos que visem



uma abordagem terapéutica mais eficiente, aumentando a chance de sobrevida do individuo
intoxicado.

Palavras-chaves: Paracetamol; hepatotoxicidade; NAPQI; CYP450; estado redox; inflamacéo



ABSTRACT

Paracetamol is one of the most observed and most used antipyretics, but due to easy access to
the drug and the population's self-medication, an increase in the number of intoxications by this
drug has been observed. The use of paracetamol in high doses can cause liver damage.
Paracetamol hepatotoxicity is caused by a reactive metabolite called acetyl-p-
benzoquinonimine (NAPQI) which at low levels is neutralized by hepatic glutathione (GSH),
but in excess can cause GSH depletion and liver damage. Based on the above, the present study
as an objective evaluated with changes in the term paracetamol in a recent study (3 hours) and
in the long term (12 hours). For this, 21 C57BL/6 mice were distributed in the following groups:
Control group (=7) that received only water; 3H APAP Group (n=7) and 12H APAP Group
(n=7) who received a toxic dose of paracetamol 500 mg/kg, 3 or 12 hours before euthanasia,
respectively. After euthanasia, serum and liver samples were collected and stored for
assessment of liver and kidney function, analysis of biomarkers of liver redox status,
histopathological analysis and inflammatory profile. The results showed that there was a
significant increase in ALT and AST enzymes after 12 h of intoxication, suggesting liver
damage. Renal function notes an increase in creatinine after 3 and 12 hours of intoxication.
Regarding the urea concentration, we observed one in its levels after 12 hours. Regarding the
biomarkers of the redox state, there was an increase in carbonyl protein after 12 hours and an
increase in lipid peroxidation both at 3 hours and at 12 hours. While in the quantification of
sulfhydryl groups there was a reduction after 12 hours of drug exposure. Regarding the
components of the inflammasome pathway, it was observed that a reduction in the expression
of IL-18 and CASP-3 hours, there was already an increase of 12 hours in the expression of IL-
18, CASP-1, NLRP3 and IL1 -B . An increase in the concentration of the pro-inflammatory
cytokines TNF and IL-6 was also observed. Of that, his in hepatic architecture the indices and
hyperemia occurred after 12 exposure, while the binucleation of additional necrosis hours in
that period. Thus, we concluded that paracetamol was already in the first intoxication units, and
in the period of 12 hours after intoxication, all hours in parameters were changed. Therefore, a
temporal analysis of the hepatotoxic effects of this drug open perspectives for clinical studies
aimed at a more efficient therapeutic approach, increasing a chance of survival of the
intoxicated individual.

Keywords: Paracetamol; CYP450; NAPQI; hepatotoxicity; redox state; inflammation
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1. INTRODUCAO

O farmaco paracetamol (APAP), também conhecido como acetaminofeno, possui
propriedades analgésicas para dor e antipiréticas para febre. Além de ser um medicamento de
venda livre, ele esté disponivel em varias formas farmacéuticas, o que viabiliza seu facil acesso
por milhdes de pessoas no mundo (WIFFEN et al., 2017). A dose terapéutica recomendada é
cerca de 4 g/dia. Entretanto, ele é responsavel por inUmeras intoxicac¢Ges por ano, podendo levar
a insuficiéncia hepética aguda (IHA) e assim causar centenas de mortes. Nos Estados Unidos
mais de 50% dos casos de IHA esta relacionado a superdosagem do paracetamol (YOON et al.,
2016).

A intoxicacdo com paracetamol pode ocorrer em casos de overdose, seja acidentalmente
pelo uso incorreto do farmaco, devido a automedicacédo, ou de carater intencional, por tentativa
de suicidio. A intoxicacdo com este farmaco também pode ocorrer mesmo quando administrado
em sua dose recomendada, quando o uso € associado ao alcool e/ou outros farmacos, ou ainda,
guando h& uma doenca hepatica pré-existente (THUSIUS et al., 2019). Assim, torna-se
necessario um tratamento rapido de pacientes com IHA, para que ndo haja a necessidade de
transplante hepético ou, até mesmo, o dbito do paciente.

Quando administrado, o APAP é absorvido e transportado para o figado onde é
metabolizado. O figado é responsavel por metabolizar moléculas enddgenas e exdgenas,
exercendo papel essencial na homeostase do organismo em vias como: metabolismo da glicose,
controle enddcrino, sintese e degradacdo de macromoléculas, metabolismo de colesterol e
lipideos, processos de regulacao do sistema imune e decomposicao dos xenobi6ticos (TREFTS
etal., 2017). Alem disso, a metabolizacdo de moléculas exdgenas como o paracetamol ocorre
pelo sistema citocromo P450 (CYP450) e ¢ dividido em duas etapas: 0 metabolismo de primeira
fase, composto por reacBes de oxidacdo, reducdo e hidrélise e; pelo metabolismo de segunda
fase caracterizado por reacdes de conjugacdo (STAVROPOULOU et al., 2018).

A hepatotoxicidade se inicia com a formacdo de um metabolito toxico reativo N-acetil-
p-benzoquinonimina (NAPQI), que reduz os niveis de glutationa hepética, favorecendo a
ligagdo do NAPQI as proteinas celulares, lipideos e outras biomoléculas. A ligacdo das
proteinas mitocondriais com 0 NAPQI leva a danos no DNA mitocondrial (mtDNA), abertura
de poros de transi¢do mitocondriais e a alteragdes no potencial de membrana. Essas alteracGes
conduzem a morte celular por necrose dos hepatocitos (RAMACHANDRAN et al., 2020).
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O desequilibrio redox induzido por essas alteracbes durante a intoxicacdo do
paracetamol induz a formacdo de espécies reativas como o perdxido de hidrogénio, causando
efeitos deletérios na funcdo de proteinas e lipideos (SANTO; ZHU; LI, 2016).

Além desse desequilibrio bioquimico nas biomoléculas e a morte celular por necrose,
0s componentes intracelulares liberados dos hepatocitos podem levar a mecanismos
inflamatorios como a ativagdo do complexo do inflamassoma (NLRP3) nas células de Kupffer,
causando uma liberacdo de citocinas pré-inflamatoérias (IMAEDA et al., 2009). A principal
funcdo do inflamassoma € reconhecer uma ampla variedade de sinais de perigo, incluindo
padrdes moleculares relacionados a patdgenos (PAMPS) e padrdes moleculares relacionados a
danos (DAMPS) e, portanto, levar a ativagdo da caspase-1, 0 que conduz & ativacdo das pro-
interleucina-1p (pro-I1L-B) e pro-interleucina-18 (pro-I1L-18) em IL-1p ¢ IL-18 maduras (YANG
etal., 2019).

Evidéncias sugerem que a resposta inflamatoria possa estar diretamente associada a
patogénese da lesdo hepatica induzida por APAP, dessa maneira além da avaliacdo biogquimica,
a avaliacdo das alteracGes histoldgicas e, da via do inflamassoma, torna-se relevante para um

melhor entendimento dos danos hepéticos ocasionados ao longo do tempo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Figado

O figado é considerado a maior glandula do corpo humano, responsavel por cerca de
2% do peso corporal de um adulto saudavel. Possui diversas funcbes, além da participacdo na
digestdo, de modo a apoiar a funcao de outros érgdos e impactar todos os sistemas fisiologicos
(BOGDANOS et al., 2013). Dentre suas principais atribuices estd o metabolismo de
macronutrientes, sintese de horménios, a regulacdo do volume sanguineo, sintese e degradacédo
de proteinas plasmaticas, suporte ao sistema imunoldgico e também o metabolismo e
detoxificacdo dos compostos xenobioéticos (TREFTS et al., 2017), assim chamados por nédo
serem produzidos e nem serem encontrados normalmente no corpo. Entretanto, a exposi¢ao do
figado a eles apds ingestdo oral de bebidas alcoolicas e farmacos, por exemplo, é quase imediata
0 tornando um orgao vulneravel a lesbes. Nesse sentido, sabe-se que 0 organismo € exposto a
diversos xenobidticos e varios deles sdo conhecidos por terem um potencial hepatotoxico (GU;
MANAUTOU, 2012).
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O metabolismo de substancias exdgenas no figado é um processo enzimatico pelo qual
0s compostos sdo convertidos em subprodutos mais hidrofilicos, para que possam ser inativados
e facilmente excretados. Ele ocorre por meio de duas fases. Na primeira fase, a substancia passa
por reacdes de oxidacdo, reducdo ou hidrolise. Isso se torna possivel principalmente através do
sistema citocromo P450 (CYP450), uma familia de heme proteinas encontradas no reticulo
endoplasmético liso dos hepatdcitos que catalisam as reagcbes do metabolismo hepatico.
(STAVROPOULOU et al., 2018). Essas reagOes necessitam de cofator como o fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida adenina (NADPH) para exercerem seu papel de introduzir ou
expor um grupo funcional reativo (-OH, -NHz, -SH ou -COOH) na molécula do xenobiotico a
fim de aumentar a hidrofilia em relacdo a molécula inicial. Entretanto, através desse processo
alguns compostos podem formar metabolitos ativos e toxicos para o organismo que serdo
detoxificados pelas reacdes de fase 2 (MITTAL et al., 2015).

No decorrer da segunda fase do metabolismo, o metabdlito formado na fase 1 é
conjugado covalentemente a uma macromolécula enddgena como o &cido glicurénico,
glutationa (GSH) e sulfatos inorganicos com o auxilio das UDP-glicuronil transferases (UGTS),
glutationa S- transferases (GSTSs) e sulfotransferases (SULTS) (Figura 1). Dessa forma, serdo
finalmente excretadas pelo trato urinario e ndo causardo maiores danos. Além desse importante
papel de defender as células dos metabolitos toxicos, essas enzimas desempenham uma acao
essencial ao agir sobre os radicais livres produzidos normalmente pelo organismo
(ALMAZROO et al., 2017).

. Metabolitos ici
Fase W@ [ T oS — Hepatotoxlmdade/ﬂ);)
1 wﬂ&ﬂt—/ 4
Reagdes de oxidagao l
redugdo ou hidrolise g,
CYP450 *—>
A0n_ Metabdlitos Estaveis \
l Excregdo
Fase /
2 >

Droga conjugada

Reagdes de conjugagdo
{Glutationa, acido glicurénicao,
sulfatos, acetilas ou metilas)

Figura 1.Fases do Metabolismo de Substancias Exdgenas no Figado. Reagdes da fase 1 sdo catalisadas
pelo citocromo P450. Reacdes da fase 2 s@o reagdes de conjugacao com glutationa, acido glicurénico, sulfatos,
acetilas ou metilas. Os metabdlitos toxicos que sdo formados podem levar a hepatotoxicidade. CYP450 —
Citocromo P450, NADPH - Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida adenina, NADP+ - Fosfato de dinucleotideo
de nicotinamida adenina na forma oxidada.
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2.2. Paracetamol

Devido ao papel central do figado na metabolizac&o de diversos farmacos, muitos deles
podem levar a leséo hepatica induzida por medicamentos, conhecida como DILI (drug-induced
liver injury). As lesbes hepaticas induzidas por drogas podem ser classificadas como:
intrinsecas/dependentes da dose e idiossincratico/independente da dose. Entre os farmacos
causadores de DILI, destaca-se o paracetamol (N-acetil-p-aminofenol, acetaminofeno, APAP)
que representa um dos melhores exemplos de DILI preditiva (LICATA, 2016).

O paracetamol (APAP), é um farmaco comumente utilizado por ter propriedades
analgésicas e antipiréticas. Possui como beneficio o alivio da dor de intensidade leve a
moderada e da febre, além de ser usado associado a opioides para tratamento da dor crbnica
(Wiffen et al.; 2017).

H

Figura 2.F6rmula Estrutural do Paracetamol (N-(4-hidroxifenil)etanamida)
Fonte: IUPAC

E um medicamento de venda livre disponivel em varias formas farmacéuticas, como
comprimidos, xaropes, supositorios retais e liquidos intravenosos, viabilizando seu facil acesso
e uso diario por milhdes de pessoas no mundo. A dose terapéutica e segura recomendada é cerca
de 4 g/dia para adultos e 50-75 mg/kg/dia em criancas. Quando administrado em dose Unica
superior a 7g em adultos e 150 mg/kg em uma crianca é apontado como altamente téxico para
figado e rins (ALVARELLOS et al., 2015). No entanto, a intoxicacdao pode ocorrer mesmo em
doses terapéuticas quando seu uso é concomitante com alcool etilico e outros farmacos, quando
h& uma doenga hepatica pré-existente ou predisposi¢do genética. Dessa forma, o paracetamol
pode induzir uma grave leséo no figado, podendo levar a insuficiéncia hepatica aguda (IHA) e
consequentemente centenas de mortes (THUSIUS et al., 2019).

Davidson e Eastham, em 1966 foram os primeiros a descrever o APAP como sendo

hepatotdxico em casos de overdose. Desde entdo muitos outros casos foram relatados
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(DAVIDSON; EASTHAM, 1966). Nos Estados Unidos, mais de 50% dos casos de IHA estdo
relacionados a overdose causada pelo paracetamol (YOON et al., 2016). Essa overdose pode
ser de acidental pelo uso irracional do medicamento ou de carater intencional, por tentativa de
suicidio. Aproximadamente 90% das tentativas de suicidio entre jovens da Dinamarca e da
sociedade ocidental estdo relacionadas com a intoxicacao pelo paracetamol (HEDELAND et
al., 2016).

Atualmente o farmaco utilizado como antidoto na intoxicacdo pelo APAP é a N-
acetilcisteina (NAC), que atua restaurando as reservas de glutationa hepatica e se mostra
eficiente na maioria dos casos. Entretanto, devido a alta dose de ataque inicial, ele esta
susceptivel a reacdes adversas do tipo anafilactdide: reacfes cutaneas e no trato gastrointestinal
(TGI), como néuseas e vomitos, hipotensdo e choque. Dessa maneira, outras intervencgdes
complementares vém sendo feitas e estudadas para diminuir essas intercorréncias e
proporcionar uma terapéutica mais eficaz e segura para os pacientes (MCNULTY et al., 2018).

As principais manifestacfes clinicas sdo comuns em grande parte dos pacientes com
overdose de APAP e geralmente sdo divididas em quatro estagios (Tabela 1). No primeiro
estadgio os sintomas sdo inespecificos como mal-estar, ndusea e vomito. J& nos proximos
estagios, apos 24 horas, é observada nefrotoxicidade, com aumento de creatinina e oliguria
(PHOLMOO et al;, 2019), além do aumento sérico das enzimas hepaticas: alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato transaminase (AST). A AST existe na forma citoplasmatica
e mitocondrial e pode ser encontrada em outros tecidos, além do figado. A ALT ¢
exclusivamente citoplasmatica encontrada principalmente no figado, considerada mais
especifica que a AST. Essas enzimas sdo essenciais no diagndstico e entendimento da
severidade das lesdes hepaticas, uma vez, que apds o mecanismo de hepatotoxicidade ser

estabelecido, elas extravasam das células e passam para a corrente sanguinea (XIE et al., 2019).
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Tabela 1 Manifestacoes clinicas da hepatotoxicidade causada pelo paracetamol
Estagio 1 » Nausea, vomito, mal-estar, sudorese (alguns pacientes podem ser assintomatico)
= 24 horas) * AST/ALT sfo normalmente normais (AST / ALT pode comegar a aumentar 8-12 h apos

overdose massiva)

Estagio 2 * Os sintomas do estagio I geralmente melhoram ou remitem (o chamado periodo latente)
(24-72h) + Elevacio subclinica de AST / ALT

Estagio 3 * Sintomas sistémicos do estagio I reaparecem
72-96h) * Elevagio de AST / ALT, normalmente pico em 72-96 h apos a ingestdo
* (frequentemente> 3000 IU / L)
» Ictericia, encefalopatia e acidose lactica podem se desenvolver
* Morte frequente

Estagio 4 * Os sobreviventes do estagio 3 entrarfo na fase de recuperagdo, que geralmente durade 1 a
(96 h-2 2 semanas, mas pode levar varias semanas em casos graves
semanas) * A recuperagdo histologica ocorre mais lentamente do que a recuperagéo clinica e pode

demorar até 3 meses
* Quando a recuperacdo ocorre, ela esta completa

Tabela 1.. Manifesta¢des clinicas cronoldgica da hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol. Adaptado
(PHOLMOO et al, 2019)

Quando administrado, o0 APAP é rapidamente absorvido do intestino e transportado para
o figado onde é metabolizado principalmente pelas reacGes de conjugacdo. A maior parte,
equivalente a dois tercos, é conjugado com o acido glicurdnico pela enzima UDP-
glucuronosiltransferase (UGT) e o restante, cerca de um terco, sdo sulfatados pela enzima
sulfotransferase (SULT). Os metabolitos ndo toxicos formados sdo facilmente excretados pelos
rins. No entanto, menos de 5% do APAP, nas doses terapéuticas, é oxidado no intermediario
reativo N-acetil-P-benzoquinona imina (NAPQI), pela isoforma CYP2EL, que por sua vez é
inativado pela glutationa e subsequentemente excretado como acido mercapturico e conjugados
de cisteina. Em doses excessivas, ha saturacdo das vias do acido glicurénico e do sulfato e a
producdo do componente toxico NAPQI é maior, sobrecarregando o sistema CYP (JAESCHKE
et al., 2019). O excesso de NAPQI leva a deplecdo de glutationa (GSH). Quando os niveis de
glutationa se esgotam, o NAPQI se liga a proteinas mitocondriais formando aductos de proteina,
o0 que leva a disfuncdo mitocondrial, a0 aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio e

morte celular por necrose (MOLES et al., 2018).
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2.3. Estresse oxidativo

O termo estresse oxidativo foi definido em 1985, apenas como o desequilibrio entre a
quantidade de oxidantes e antioxidantes no organismo (SIES, 1985). Essa defini¢do perdurou
por décadas e contribuiu para muitas pesquisas nessa area, no entanto, em 2006 se fez
necessario uma definicdo mais atual e ampla que o classificou como uma perturbacdo na
sinalizacdo e controle redox das células (LIEBERT; JONES, 2006). Atualmente, sabe-se que 0
estresse oxidativo modula vias que regulam a transcricdo de genes, expressao de proteinas,
apoptose celular e ativacdo de células estreladas hepaticas. Com isso, ele é considerado um dos
mecanismos patoldgicos relacionados tanto ao inicio quanto a progressdo de injdrias hepéticas.
(L1 etal., 2015).

Os radicais livres sdo espécies quimicas gque possuem um ou mais elétrons nao
emparelhados em sua Ultima camada. Devido a essa caracteristica, eles conferem um grau
consideravel de instabilidade e reatividade a outras moléculas como proteinas, fosfolipidios de
membrana e &cidos. As espécies reativas, além dos radicais livres, englobam as espécies
reativas de nitrogénio (ERN) e, principalmente, as espécies reativas de oxigénio (ERO), que
incluem as espécies nao-radicalares como 0zbnio e peroxido de hidrogénio (ARAUZ et al;
2016).

As ERO’s além de serem formadas durante a respiracao celular podem ser geradas de
outras maneiras. Uma delas é por meio da peroxidacao lipidica, que produz hidroperoxidos
lipidicos e os radicais alcoxila. A juncdo de dois radicais, superdxido e 6xido nitrico, resulta na
formagéo do peroxinitrito que media reacdes de oxidagdo e assim promove modificagdes na
permeabilidade e na fluidez das membranas bem como a nitracdo de proteinas contendo
residuos de tirosina (BARTESAGHI; RADI, 2018). Essas espécies podem ser formadas
também pelas enzimas oxidases presentes no peroxissomos, xantina oxidase e NADPH oxidase,
encontradas na membrana plasmatica e fagossomos. Essa Ultima esta presente em fagécitos e é
responsavel por catalisar a producdo de ERO transferindo elétrons do NADPH para o oxigénio,
formando o anion superoxido. Um outro exemplo da formacéao desse anion ocorre no processo
de desintoxicagdo de substancias como drogas, que é realizada através de reacdes oxidativas
pelas isoenzimas do CYP450. Logo, a origem das ERO’s e ERN’s sdo inimeras e se dédo em
varios compartimentos celulares e extracelulares. Fontes exdgenas também podem ser incluidas
como: exposicdo ao fumo, luz do sol, ingestdo de &lcool, contaminacdo por metais pesados e
poluicdo atmosférica (SANTO; ZHU; LI, 2016).
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O excesso de ERO’s e ERN’s causa efeitos deletérios a diversas estruturas celulares
como DNA, lipidios e proteinas, levando a alteragdes no potencial de membrana e ao dano no
mtDNA, consequentemente a morte celular por necrose (RAMACHANDRAN et al., 2020)
(Figura 3).
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Figura 3.Estresse oxidativo mitocondrial, formacdo de peroxinitrito, alteracdo da permeabilidade e
fragmentacdo do DNA mitocondrial durante a hepatotoxicidade induzida por paracetamol. GSH-Glutationa,
NAPQI - N-acetil-P-benzoquinona imina, JNK - proteina c¢-Jun N-terminal cinase (Adaptado
(RAMACHANDRAN; JAESCHKE, 2020)

Devido a extensa area necrotica dos hepatdcitos, a intoxicacdo por APAP é caracterizada
por uma resposta inflamatéria. Os fragmentos celulares liberados considerados como DAMPS,
incluindo mtDNA, HMGB1, EROS, ATP e muitos outros se ligam a receptores de
reconhecimento padrdo, como os receptores tipo Toll-like (TLRs) nas células de Kupffer e
levam a ativacdo da transcricdo de citocinas pro-inflamatorias. Além da ativacdo do complexo
do inflamassoma (NLRP3), existem outras consequéncias relacionadas a inflamacéo, como
hiperemia dos vasos sanguineos e binucleacdo (WOOLBRIGHT; JAESCHKE, 2017) (JIANG
etal., 2016) (AL-GHAMDI; SHAFEK ATTA, 2020).
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2.4. Inflamacéo

A inflamacdo faz parte da resposta biologica natural do organismo a estimulos
prejudiciais e danos teciduais. E um importante componente da imunidade inata que envolve
células imunes, vasos sanguineos, mediadores moleculares para um possivel reparo tecidual.
Na intoxicagdo por APAP, devido & necrose, ela é caracterizada pelo recrutamento de
neutrdfilos e macrofagos para o figado e consequente ativacao das citocinas pro-inflamatdrias
interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF) (ROE, 2021).

O TNF produzido principalmente pelos macrofagos € capaz de estimular outras
citocinas como a IL-6 e estd presente em muitos processos em que a inflamacéo é exacerbada
(SILVA et al., 2019). No entanto, a producao excessiva dessas citocinas pré-inflamatorias, ndo
S0 aumenta a resposta imune, como pode diminuir a regeneracdo do tecido e contribuir para o
progresso da hepatotoxicidade (BHUSHAN; APTE, 2019) (HU et al., 2019).

O processo inflamatorio é acompanhado por cincos sinais cardinais: calor, vermelhid&o,
inchaco (edema), dor e perda de funcdo. No qual se destaca os dois primeiros que sdo causados
pela vasodilatacdo ao aumentar o fluxo sanguineo local (hiperemia). Isso é visto na
histoarquitetura hepética apos a overdose do paracetamol como consequéncia da lesdo tecidual,
sendo mais um fator de estabelecimento da inflamacdo (JIANG et al.,, 2016). Outra
consequéncia bem estabelecida € a ativacdo do complexo do inflamassoma.

2.4.1. Viado Inflamassoma

O inflamassoma é um complexo multiproteico formado por um receptor contendo
dominio de pirina (NLRP3), por uma molécula adaptadora de proteina associada a apoptose
(ASC), e a pro-caspase 1. Apos estimulos liberados dos hepatécitos devido ao processo de
morte celular, considerados padrdes moleculares relacionados a danos (DAMPS), ocorre a
oligomerizacao desses componentes nos macrofagos que resulta na clivagem da pré-caspase-1
em caspase-1 ativa, uma protease dependente de cisteina. Dessa forma, ocorre a clivagem da
pro-interleucina-1p e pro-interleucina-18 que foram sintetizadas a partir da cascata de ativacéo
do NF-kB, um fator de transcri¢cdo, tornando-as em suas formas maduras (Figura 4) (KIM;
PARK, 2018)
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Figura 4.Esquema de ativacio do inflamassoma NRLP3. Os DAMPS séo reconhecidos pelos receptores
tipo Toll, sinalizando a ativacdo do NF-KB, um fator de transcri¢do que induz a transcricdo da pro-IL-1beta e
pro-1L-18. O receptor NLRP3 identifica a presenca dos DAMPS e juntamente com a proteina ASC e a pro-caspase
1 formam o inflamassoma que ativa a caspase 1, modificando os percursores de IL-/5 e IL-18 em suas formas
maduras. DAMPs padrBes moleculares relacionados a danos. TLR receptores tipo Toll. Adaptado de (PAULA,
2017)

As interleucinas da familia IL-1, como a IL-1p e IL-18 exercem o papel de citocinas
pré-inflamatorias, assim como IL-6 ¢ TNFa (CELIK et al., 2018). Sabe-se que elas possuem
um poder de modulacdo no progresso da inflamacéo relacionado a intoxicacdo do APAP, bem
como 0s outros componentes da via do inflamassoma, CASP-1 e NLRP3. Dessa maneira, é
importante que esses fatores sejam estudados para a maior elucidagdo da hepatotoxicidade do

paracetamol ao longo do tempo.
3. OBJETIVOS
3.1.0Dbjetivo geral
Avaliar as alteracbes em curto (3 horas) e longo prazo (12 horas) dos parametros

bioguimicos, histologicos, do estado redox e inflamatorio na hepatotoxicidade induzida pelo

paracetamol em camundongos C57BL/6.



20

3.2.0Dbjetivos especificos:

Avaliar a funcdo hepética por meio das dosagens séricas de ALT e AST;
Avaliar a funcéo renal por meio das dosagens séricas de creatinina e ureia;
Avaliar a concentracdo de grupamentos sulfidrilas no figado;

Avaliar os marcadores de dano oxidativo (TBARS e proteina carbonilada) no figado;

o B~ w D P

Avaliar a expressao génica hepatica da via do inflamassoma (NLRP3, CASP1, IL1-p,
IL-18),

6. Quantificar os niveis séricos das citocinas pré-inflamatorias (TNF e IL-6);

7. Quantificar a necrose hepatica,

8. Awvaliar o grau de binucleacéo e o infiltrado inflamatorio no figado.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1.Animais

O estudo em questéo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), com o numero de protocolo 5402121118
(ANEXO 1). Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6 isogénicos, 0S
quais foram alojados em gaiolas no Centro de Ciéncia Animal (CCA) da UFOP com umidade
e temperatura controladas. Os animais estavam com idade de 9 a 11 semanas, com um peso
médio de 23 a 25 gramas e foram submetidos aos ciclos claro/escuro de 12 horas com &gua e

comida disponiveis “ad libitum” .

4.1.1. Modelo de hepatotoxicidade induzido pelo paracetamol

A hepatotoxicidade nos camundongos C57BL/6 foi induzida conforme o modelo de
intoxicacdo por APAP descrito na literatura (JAESCHKE et al., 2011) (MARQUES et al., 2012)
(SINGH; BHAT; SHARMA, 2011) e de igual modo padronizado em trabalhos ja realizados do
laboratorio (BANDEIRA et al., 2017a) (BANDEIRA et al., 2017b). Para o experimento,
utilizou-se paracetamol da marca EMS® (lote OX0255) na sua forma liquida. Para assegurar o
esvaziamento gastrico os animais ficaram em jejum por 6 horas e ap6s esse tempo, foi

administrado por via oral através de gavagem orogastrica a dose toxica do APAP (500 mg/kg)
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em um volume de 120 pl. Os animais do grupo controle receberam por via oral, apenas 120 pl

de agua destilada.
4.1.2. Delineamento experimental

Os grupos experimentais foram distribuidos da seguinte forma:

e Grupo controle (n=7) que recebeu apenas um volume Gnico de 120 pl de agua destilada
por meio de gavagem oro gastrica para exposicao dos animais as mesmas de condicoes
de estresse que 0s animais dos outros grupos (estresse da gavagem e da manipulacéo do
animal);

e Grupo APAP 3 (n=7) recebeu uma dose toxica Unica de paracetamol (500 mg/kg), 3
horas antes da eutanasia, por meio de gavagem oro gastrica (Figura 5);

e Grupo APAP 12 (n=7) recebeu uma dose toxica Unica de paracetamol (500 mg/kg) 12

horas antes da eutanasia, por meio de gavagem oro gastrica (Figura 6).

No Grupo APAP 3, a intoxicacdo se iniciou ap6s 6 horas de jejum e depois de 3 horas

foi realizada a eutanasia. (Figura 5)

Jejum de Inicio da Intoxicacao B
6 horas por APAP Eutanasia

‘ | | 3 horas |
o | | |

| &

Sangue e Figado

Figura 5.Delineamento experimental dos animais intoxicados pelo APAP por 3 horas. Os animais
ficaram por jejum de 6 horas, em seguida foram intoxicados por APAP e eutanasiados ap6s 3 horas para coleta
dos materiais biologicos. Fonte: Autoria Propria
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No Grupo APAP 12, a intoxicacdo se iniciou apos 6 horas de jejum e depois de 12 horas

foi realizada a eutanasia. (Figura 6)
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Figura 6.Delineamento experimental dos animais intoxicados pelo APAP por 12 horas. Os animais
ficaram por jejum de 6 horas, em seguida foram intoxicados por APAP e eutanasiados apés 12 horas para coleta
dos materiais bioldgicos. Fonte: Autoria Propria

4.2.Coleta do material biol6gico

Para a coleta do material biologico primeiramente os animais foram eutanasiados por
exsanguinacdo, utilizando-se o anestésico respiratério Isofurine® (Bio Chimico, Cordovil RJ,
Brasil).

Em seguida, coletou-se o0 sangue por puncdo cardiaca apds perfusao com solucéo salina.
O sangue foi centrifugado a 9.300 x g por 15 minutos a 25°C para obter o soro. Retirou-se o
figado dos animais e parte dele foi colocado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -
80°C para analises. A outra parte foi armazenada em solugdo tampéo de formaldeido 4% a para

as analises histoldgicas.
4.3. Analises bioguimicas
4.3.1. Dosagens séricas da funcéo hepatica e renal

As dosagens séricas renais de creatinina e ureia e da atividade das enzimas hepaticas

alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram obtidas utilizando-
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se amostras de soro e de Kits comerciais do laboratério LABTEST® (Lagoa Santa, MG, Brasil),

de acordo com os protocolos fornecidos pelo fabricante.

4.4 Biomarcadores do dano oxidativo

4.4.1. Homogenato

O homogenato para as dosagens de proteina total, proteina carbonilada e substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) foi preparado utilizando 100 mg de figado, 1 mL de
tampado fosfato de potassio 50 MM + EDTA 0,5 mM (pH 7,2) e o inibidor de protease (PMSF)
a 1 mM, em seguida centrifugado 9.300 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado

para realizacdo das analises.

4.4.2. Dosagem de proteinas totais

Na determinacdo da concentracdo de proteinas totais presente no tecido foi utilizado o
método de Lowry (LOWRY et al., 1951). A técnica foi aplicada para quantificar as proteinas
totais nos homogenatos utilizados para a dosagem de proteina carbonilada, substancias reativas
do acido tiobarbitdrico (TBARS) e quantificar os grupos sulfidrila.

Para o inicio da dosagem, foi necessario preparar os reagentes descritos a seguir:

Reagente A: Adicionou-se 0,25g de sulfato de cobre e 0,5g de citrato de sédio em 100
mL de agua destilada;

Reagente B: Dissolveu-se 5g de carbonato de sodio e 1g de hidréxido de sédio em 250
mL de agua destilada. A solucdo foi armazenada em temperatura ambiente.

Reagente C foi preparado na hora da dosagem da seguinte forma: Adicionou-se 1 mL
do reagente A em 50 mL do reagente B. Para 50 mL de reagente B, adicionou-se 1 mL de
reagente A.

Reagente D foi preparado na hora da dosagem da seguinte forma: Dissolveu-se 1 mL
de Folin Ciocalteau em 1 mL de &gua destilada.

Em um tubo eppendorf foi adicionado 100 pL de amostra e em seguida 1 mL do reagente
C em todos os tubos (amostras, padrdes e branco). Todas as misturas foram incubadas a

temperatura ambiente por 15 minutos. Apos o periodo de incubacéo, foram adicionados 100 pL
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do reagente D em todos os tubos e, posteriormente, os tubos foram incubados no escuro em
temperatura ambiente por 30 minutos. No branco utilizamos 100 pL de &gua destilada. As
absorbéancias foram aferidas no equipamento espectrofotémetro a 660 nm.

Por fim, os calculos foram feitos utilizando a equacdo da reta, a partir da dilui¢do seriada

de 4 pontos da curva com a solucéo padréo de albumina na concentracdo de 2 mg/ml.

4.4.3. Dosagem da proteina carbonilada

Proteina carbonilada € um marcador da oxidacdo de proteina por ERQO’s. Derivados
carbonilicos podem ser mensurados por métodos sensiveis, principalmente aqueles que utilizam
o0 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). O DNPH reage com os grupos carbonilicos gerando a
hidrazona correspondente, a qual pode ser analisada no espectrofotometro.

O método utilizado para quantificacdo da concentracdo da proteina carbonilada foi
descrito por Levine e col. (1994). A partir do homogenato, foi utilizado 500 pL do sobrenadante
descrito anteriormente e, em cada tubo eppendorf contendo a amostra foi adicionado 500 pL de
acido tricloroacético (TCA) a 10%. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 5.000 x g por
10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, foi adicionado 500 pL de
DNPH 10 mM e, as amostras foram submetidas ao vortex e incubadas no escuro a temperatura
ambiente por 1 hora, sendo agitados a cada 15 minutos no vortex. Logo apds, foram acrescidos
500 pL de TCA a 10% e centrifugados a 5.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
novamente descartado e o precipitado foi lavado com 1 mL de mistura de etanol/acetato de etila
(1:1), misturados no vortex, e seguido de nova centrifugacdo como descrito nas etapas
anteriores. Ao final do processo de centrifugacdo o sobrenadante dos tubos foi descartado e
acrescentado 1 mL de SDS 6%. Logo ap6s os tubos foram misturados no vortex e centrifugados
a10.000 x g por 10 minutos a 4°C. Ao fim do processo, o sobrenadante foi retirado e transferido
para cubeta em quartzo (Kasvi- modelo K22-110-Q), onde foram lidas as absorbancias a 370

nm. Os resultados foram expressos em nmol de proteina carbonilada/ mg de proteina.
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4.4.4. Dosagem de TBARS

A quantificacdo da oxidacao lipidica se d& pela capacidade do acido tiobarbiturico de se
ligar a lipideos oxidados, permitindo a quantificacio de TBARS por método
espectrofotométrico (BUEG; AUST, 1978).

O homogenato utilizado no experimento esta descrito anteriormente e, para realizar a
dosagem de TBARS, inicialmente foram pipetados 250 L de sobrenadante em tubos eppendorf
em seguida, adicionados 125 pL de TCA, 125 pL de TBA e 62,5 uL de BHT. Os tubos foram
agitados e incubados por 15 minutos em termobloco a 95°C. Apds a incubacéo, os tubos foram
colocados por 5 minutos em banho de gelo e, em seguida, centrifugados por 10 minutos a
18.928 x g a 4°C. Foram retirados 200 pL do sobrenadante e colocados em uma placa de 96
pocos. A leitura foi realizada em leitor de placa com o comprimento de onda a 535 nm.

Para o calculo realizamos a subtracdo das absorbancias dos pontos da curva e das
amostras com o valor do branco. Depois, tracamos a equacdo da reta para calcular a
concentracdo das amostras. O valor encontrado na equacdo foi dividido pela quantidade de

proteinas encontradas na dosagem pelo método de Lowry, ja descrito.

4.5.Analise das defesas antioxidantes

4.5.1. Grupo sulfidrila

A medida que o estresse oxidativo aumenta, os grupos sulfidrilas (SH) decrescem, uma
vez que sdo considerados grupos tidis de proteinas que podem formar ligacbes dissulfeto
guando sdo oxidadas (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

O tecido foi homogeneizado usando 100 mg de tecido para 1 mL de soluc¢do Tris-HCL
0,2 M (pH = 8,2). No método, esses grupos presentes nas amostras reagem com 0s reagentes
DTNB (4cido 2-nitrobenzdico) a 0,01M e metanol, o qual em pH neutro ou alcalino, se ioniza
em NTB? resultando num composto de cor amarela. No padréo utilizou-se o reagente L-cisteina
em conjunto com a solugdo trietanolamina (TEA) & 0,02 M em diluicGes seriadas. As amostras,
0 branco e o padréo foram agitados no vortex e centrifugados a 189 x g por 15 minutos em
temperatura ambiente. A coleta do sobrenadante foi realizada e a leitura no espectrofotdmetro
em comprimento de onda igual a 412 nm foi feita em uma cubeta de quartzo. Em seguida, uma

curva foi plotada com os dados de L-cisteina e das absorbancias para a geragdo da equacao da
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reta e posterior determinacdo da concentracdo dos grupos sulfidrilas. Os valores foram

normalizados usando a determinacdo de proteinas totais no mesmo homogenato

4.6.Analise perfil Inflamatdrio

4.6.1. Dosagem de citocinas

O método imunoenzimatico de ELISA por meio de kits comerciais da Peprotech ®
(Rocky Hill, NJ, EUA e Biorbyte, Cambridge, UK) utilizando amostras de soro foi selecionado
para a dosagem das citocinas inflamatorias, 1L-6 e TNF.

A dosagem foi realizada em microplacas de 96 pocos onde ocorreu a sensibilizagdo com
50 pL dos anticorpos de captura monoclonais diluido para cada citocina e apds isso, 0s alvos
de ligag&o ndo especificos foram bloqueados com 300 pL/pogo de 1% Bovine Serum Albumine
(BSA) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO) em meio a solucdo de tampé&o fosfato e lavados 4
vezes com 300 pL do tampdo de lavagem (0,05% Tween-20 em PBS 1x). Em seguida, as
amostras foram adicionadas, 25 pL de soro ¢ 50 puLL dos padrdes para cada pogo e 0s anticorpos
de detec¢ao biotinilados (50 puL/pogo) também. Apds um periodo de incubacéo, a peroxidase
ligada a avidina é incluida (50 pL/pogo) nas placas.

Por fim, para as leituras das absorbancias foi inserido 50 uL/pogo de cromdgeno
recomendado pelo fabricante e feita corre¢cdo do comprimento de onda do espectrofotometro
de 405nm para 650nm (Endpoint Emax, Molecular Devices, Rochester, NY, EUA). No célculo
final das concentracGes foi multiplicado por 2 a dosagem de amostras (25 pL) a fim de igualar

com a dosagem do padrao (50 uL).

4.6.2. Avaliacdo da expressao génica da via do inflamassoma

4.6.2.1 Oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os iniciadores utilizados para amplificar os genes de NLRP3, Casp-1, IL-1B, IL-18 ¢ a
beta actina foram desenhados com base nas sequéncias de mRNA disponiveis no banco de
dados ‘““Mouse Genome Database’’ (MGD disponivel em

http://www.informatics.jax.org/genes.shtml) e com o auxilio do NCBI/Primer-BLAST

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast), conforme Tabela 2.


http://www.informatics.jax.org/genes.shtml

27

Tabela 2: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores para a analise de qRT-PCR

Gene Primer
NLRP3 F> GGCGAGACCTCTGGGAAAAA
R’ CCAGCAAACCCATCCACTCT
Casp-1 F° CTGGGACCCTCAAGTTTTGCC
R’ GGCAAGACGTGTACGAGTGGT
IL-1p F> AGAGCCCATCCTCTGTGACT
R’ GGAGCCTGTAGGTGCAGTTGT
IL-18 F’PATTTTACTATCCTTCACCGAGAGG
R’TGTTCGAGGATATGACTGATATTGA
Actb F’ CACTGTCGAGTCGCGTCCA

R’ TCATCCATGGCGAACTGGTG

Abreviacdo: IL-14: interleucina 1 beta; IL-18: interleucina 18; Casp-1: caspase 1; NLRP3: gene que codifica
proteina da familia NLR; Actb: beta actina.)

46.2.2 Extracdo do RNA total

O RNA total foi extraido do figado dos camundongos empregando o kit SV Total RNA
Isolation System (Promega, Madison, WI) conforme as instruc@es do fabricante.

Mediu-se a quantidade do RNA extraido no comprimento de onda 260 nm, levando em
conta a relacdo entre os comprimentos de onda 260/280 como indicativo de pureza e a relagao
260/230 como indicativo de contaminagdo. Razdes acima de 1,8 foram consideradas para a
quantificacdo da expressdo dos genes (MANCHESTER, 1996; GALLAGHER; DESJARDINS,
2006; BECKER e col., 2010). Além disso, foi averiguada a integridade do RNA em gel de

agarose.

4.6.2.3 Sintese do DNA complementar (cDNA)

O acido desoxirribonucléico complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 2 pug de
RNA total extraido usando o Kit Capacity cDNA reverse transcription contendo: RT Buffer
10x; dNTPMix25x; Random primers 10X; MultiScribe Reverse Transcriptase, de acordo com
as instrucdes do fabricante.

No preparo das amostras, a fim de se obter 20 puL de volume final, adicionou-se para
cada 2 pg de RNA total extraido (10 pL), 2 puL de RT Buffer 10%, 2 uL de primers randémicos
(10x RT Random primer), 0,8 pL de dNTPs [25% dANTP Mix (100mM)], 1 uL de enzima
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transcriptase reversa (Multi Scribe® Reverse Transcriptase- 50 U/uL) e 4,2 pL de agua livre
de RNAse.

Em seguida, foram incubadas no termociclador (Biocycler, modelo MJ96+), seguindo
as etapas: 25°C por 10 minutos; 37°C por 120 minutos e 85°C por 5 minutos, para a sintese do

cDNA e ap6s armazenadas a -20°C até serem utilizadas.

4.6.2.4 Reacdo da PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa pds-transcricao reversa (QRT-
PCR) foi utilizada para a analise da expressdo génica dos genes em estudo. Em placas de 96
pogos, a fim de se obter um volume final de 10 pL foi inserido em cada pogo 1 uL de cDNA
diluido 5x em agua livre, 0,5 pL de cada primer (forward e reverse, 10 uM), 5 uL. Power de
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 3 uL de dgua livre de DNAse.

Posteriormente, a placa foi inserida no aparelno ABI 7300 Applied Biosystems® e a
reacdo se deu de acordo com sua programacdo. Apds a reacdo, foram obtidas curvas de
dissociacdo do produto que confirmava a especificidade de cada um.

Os dados obtidos foram analisados utilizando o método de quantificacdo relativa da
expressdo génica (Cq comparativo ou ACq), que permite quantificar diferencas no nivel de
expressao de um gene especifico entre as amostras. A expressao dos genes alvo foi determinada

em funcédo da diferenca entre ele e a expressao do gene de referéncia (Actb).

4.7.Andlise Histologica

O figado foi armazenado em tampédo de formol a 4% para conservacdo. O tecido
hepatico foi fixado e processado em uma série crescente de alcoois e, em seguida, embebido
em parafina. Foram obtidas em microtomo semiautomatico sec¢des parafinadas por volta de
04um e montadas as ldminas, nas quais foram coradas pela técnica de Hematoxilina & Eosina
(HE). Utilizou-se o microscopio éptico Leica® acoplado a camera digital DM5000, com o
software de andlises Leica Aplication Suite® do Laboratorio Multiusuérios de Microscopia
Avancada e Microanalise no Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Ouro Preto para a obtencdo de fotomicrografias. Foram obtidas 20 imagens para

cada lamina correspondente a um animal. A analise morfométrica quantitativa das areas de
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necrose foi auxiliada pelo software ImageJ®, versao 1.32j. Enquanto a qualitativa realizou-se

por ferramentas manuais envolvendo o numero de pixels.

4.8.Analise estatistica

Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (dados paramétricos).
Utilizou-se P<0,05 como valor de significancia e o teste estatistico one-way ANOVA seguido
do pos-teste de Tukey.

Em relacdo a estatistica das correlagdes utilizou-se para os dados paramétricos a
correlacdo de Pearson entre 0s grupos experimentais. J& para os dados ndo paramétricos a
correlagdo de Spearman. Considerando que r > 0,05 positivo se refere a uma correlagéo forte e
os valores significativos com P<0,05. A anélise estatistica foi realizada com o auxilio do

software Graphpad Prism® versao 8.0.

5. RESULTADOS

5.1.Marcadores de funcéo hepatica

Para avaliar a intoxicacdo pelo paracetamol (APAP) realizamos a dosagem sérica das
enzimas transaminases ALT (A) e AST (B). Em relacdo a atividade das enzimas, ndo foi
observada diferenca no grupo APAP 3h quando comparado ao grupo controle, entretanto
observamos um aumento significativo ap6s 12 horas de exposicao ao farmaco, sugerindo uma

lesdo hepatica apos este periodo de tempo (Figura 7).
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Figura 7.Avaliacéo da funcdo hepética através da atividade de ALT e AST em camundongos C57BL/6
intoxicados com paracetamol (500mg/kg). A analise estatistica foi avaliada pelo teste One-Way ANOVA e o pds
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teste de Tukey. Letras diferentes representam diferencas significativas (p<0,05). ALT: Alanina aminotransferase;
AST: Aspartato aminotransferase.

5.2.Avaliacéo da histoarquitetura hepatica

Na avaliacdo da histoarquitetura hepatica, observamos que o grupo controle (figura 8.A)
apresenta os hepatdcitos integros e similar ao perfil saudavel do figado. Apoés a intoxicacéo dos
animais com o paracetamol, observamos alterac6es nas células hepéticas. Em 3 horas (figura
8.B) encontramos discretas areas de necrose na regido centro-lobular. J4 em 12 horas (figura
8.C) observamos um aumento das areas de necrose na regido centro-lobular, sendo esses dados
compativeis com o perfil de intoxicacdo hepatica pelo paracetamol. Em relacdo a quantificacdo
da area de necrose (figura 8.D), observamos um aumento no grupo APAP 12h quando
comparado ao grupo APAP 3h e grupo controle.

A capacidade de regeneracgdo tecidual foi avaliada pelo indice de binucleacdo (figura
8.E) e observamos que no grupo APAP 12 h houve um decréscimo com diferenca significativa
se comparado aos outros grupos avaliados.

Em relacdo ao indice de hiperemia, observamos um aumento significativo no grupo

APAP 12 h (figura 8.F) quando comparado com os grupos APAP 3 h e grupo controle.
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Figura 8.Avaliacdo da histoarquitetura hepatica em camundongos C57BL/6 intoxicados com
paracetamol. (A) fotomicrografia representativa do grupo controle, (B) fotomicrografia representativa grupo
APAP 3H, (C) fotomicrografia representativa grupo APAP 12H, (D) representa a analise quantitativa das areas
de necrose, (E) andlise quantitativa do indice de binucleacao dos hepatdcitos e (F) analise quantitativa do indice
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de hiperemia. A area de necrose foi avaliada pelo teste One-Way ANOVA e o pos teste de Tukey. A binucleagéo e
hiperemia foram avaliados pelo teste exato de Fisher. Letras diferentes representam diferencas significativas
(p<0,05).

5.3. Marcadores de funcao renal

Os marcadores de funcdo renal utilizados para a avaliagéo da nefrotoxicidade por APAP
foram as dosagens séricas de creatinina (A) e de ureia (B) (Figura 9). No periodo de 3 horas e
12 horas houve um aumento significativo da creatinina em relacdo ao grupo controle. J& na

quantificacdo de ureia, observamos um aumento desse metabolito apenas 12 horas apos a

intoxicacé&o.
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Figura 9Avaliacdo da funcéo renal através da concentracao de creatinina e ureia em camundongos
C57BL/6 intoxicados com paracetamol (500mg/kg).A andlise estatistica foi avaliada pelo teste One-Way ANOVA
e 0 pos teste de Tukey. Letras diferentes representam diferencas significativas (p<0,05).

5.4.Biomarcadores do dano oxidativo

A quantificacdo de proteina carbonilada (A) e acido tiobarbitdrico (TBARS) (B)
caracterizaram os marcadores de dano oxidativo na intoxicagdo por APAP (Figura 10). No
periodo de 3 horas e 12 horas houve um aumento significativo da quantidade de TBARS em
relacdo ao grupo controle. J& na quantificacdo de proteina carbonilada houve um aumento

significativo apenas ap6s 12 horas de intoxicacao.
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Figura 10Avaliacéo da concentracdo total de proteina carbonilada e de susbtancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) em camundongos C57BL/6 intoxicados com paracetamol (500mg/kg).A analise
estatistica foi avaliada pelo teste One-Way ANOVA e o pds teste de Tukey. Letras diferentes representam
diferencas significativas (p<0,05).

5.5.Avaliacdo da atividade antioxidante

Para avaliar a capacidade antioxidante ap6s a hepatotoxicidade do APAP utilizou-se a
dosagem total dos grupos sulfidrilas (-SH) (A) (Figura 11). Observou-se uma reducdo de
grupamentos sulfidrilas em 12 horas apds a intoxicacdo, mas nenhuma alteragdo foi observada
no periodo de 3 horas, sugerindo uma diminuicao do potencial redutor hepatico apenas em um

periodo de exposi¢do maior ao farmaco.
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Figura 11. Avaliagdo da concentracdo total de grupos sulfidrilas em camundongos C57BL/6
intoxicados com paracetamol (500mg/kg).A analise estatistica foi avaliada pelo teste One-Way ANOVA e o pés
teste de Tukey. Letras diferentes representam diferencas significativas (p<0,05).

5.6.Perfil Inflamatorio
5.6.1. Avaliacao da expressao génica dos componentes da Via do Inflamassoma

Na andlise dos componentes da via do inflamassoma, é possivel observar que a
expressdo de NLRP3 (figura 12.A), CASP-1 (figura 12.B), IL-1p (figura 12.C) e IL-18 (figura
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12.D) estdo aumentados em 12 horas de intoxicacdo e apresenta uma diferenca significativa se
comparada ao grupo APAP 3H e ao grupo controle. Todavia, os niveis de CASP-1 (figura 12.B)
e IL-18 (figura 12.D) reduziram expressivamente em 3 horas de exposi¢cdo ao farmaco

comparada aos outros grupos.
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Figura 12.0s efeitos do APAP na via do inflamassoma em figado de camundongos intoxicados com
paracetamol.O nivel de mMRNA de NLRP3 (A), CASP-1 (B), IL-18 (C), IL-18 (D), quantificados por PCR em tempo
real. A andlise estatistica foi avaliada pelo teste One-Way ANOVA e o pos teste de Tukey. Letras diferentes
representam diferencas significativas (p<0,05).

5.6.2. Dosagem de citocinas

A respeito das citocinas pré-inflamatorias, observamos que tanto os niveis de TNF como
de IL-6 aumentam ao longo do tempo. Em 12 horas de intoxicacdo tem-se um aumento com

uma diferenca significativa comparado ao grupo APAP 3H e grupo controle (Figura 13).
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Figura 13.Avaliacdo dos niveis de TNF (A) e IL-6 (B) em figado de camundongos C57BL/6 intoxicados
com paracetamol.A andlise estatistica foi avaliada pelo teste One-Way ANOVA e o pos teste de Tukey. Letras
diferentes representam diferencas significativas (p<0,05).

5.7.Analise de correlacdo dos parametros avaliados

Em uma analise de correlagdo entre os dados apresentados, na qual estatisticamente o r
> 0,5 e mais proximo de 1 representa uma forte correlacdo. Na figura 14, avaliamos que a
correlacdo entre necrose e ALT, (r=0,8744 e p< 0, 0001), necrose e TNF (r=0,7565 e p< 0,
0012), IL-6 e TNF (r=0,6239 e p< 0, 0453) bem como hiperemia e IL-6 (r=0,6775 e p< 0,
00177) apresentou uma forte correlacdo positiva e significativa. Enquanto que ao correlacionar
necrose e o indice de binucleacdo (r= - 0,8246 e p < 0,0001) obtivemos também uma forte

correlagéo significativa, entretanto negativa.
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Figura 14.. Gréficos de dispersdo ilustrando a correlacdo de Pearson entre 0s grupos
experimentais(paramétricos) e correlagdo Spearman (ndo paramétricos). Valores de r > 0,5 possuem forte
correlagdo. Foram considerados valores significativos p<0,05

6. DISCUSSAO

No presente estudo foram avaliados diferentes parametros em uma analise temporal da
intoxicacdo por APAP, sendo que os resultados obtidos demonstraram que a hepatotoxicidade
resulta em alteracdes no estado redox das células, alteracdes bioquimicas bem como a ativacdo
da resposta inflamatdria ao longo do tempo.

As transaminases hepaticas ALT e AST sdo enzimas presentes no figado e importantes
marcadores de lesdo hepética. Elas extravasam para 0 sangue em decorréncia do rompimento
dos hepatdcitos geralmente devido a morte celular por necrose. Na intoxicagdo de 500 mg/kg
de APAP, em 3 horas ndo observamos uma diferenca significativa nos niveis de ALT e AST.
O mesmo ocorreu utilizando-se a mesma dosagem de farmaco no estudo de (LI et al., 2019) em
2 horas de exposicdo. No entanto, apos 12 horas de exposi¢ao 0s niveis séricos dessas enzimas
aumentaram significativamente. Dados similares utilizando a mesma dosagem e tempo de
exposicao ao farmaco sdo demonstrados no estudo de (MINSART et al., 2020).

Os rins sdo os principais 0rgdos responsaveis pela excrecdo de xenobidticos. Na

intoxicagdo por APAP eles torna-se vulneravel as lesdes, ao interferir diretamente nas
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concentracdes de ureia e creatinina, importantes biomarcadores da funcdo renal (GUPTA et
al., 2017). Nas andlises de nefrotoxicidade do presente estudo, observamos que a partir de 3
horas de intoxicacdo com 500 mg/kg de APAP houve um aumento significativo na
concentracdo sérica de creatinina. Dado observado até mesmo em menores doses, cerca de 200
mg/kg, e em poucas horas de intoxicagdo (HUSSAIN et al., 2019). Em relacdo aos niveis séricos
de ureia, ocorreu um aumento significativo em 12 horas de exposi¢do ao farmaco, como
esperado e demonstrado em (HART et al., 1994) numa dose administrada de 600mg/kg de
paracetamol. Demonstramos assim que além da hepatotoxicidade, a intoxicacdo por
paracetamol também afeta a funcédo renal consideravelmente.

A morte dos hepatdcitos por necrose € uma caracteristica bem estabelecida decorrente
da lesdo hepética ao longo do tempo de intoxicacdo pelo APAP. No tempo de 3 horas de
exposicdo ao farmaco ndo foi encontrada diferenca estatistica, embora na histoarquitetura por
H&E apresentasse discreta area necrética. Em contrapartida no tempo de 12 horas configurou-
se uma extensa area de necrose, como demonstrado no estudo de (BANDEIRA et al., 2017).
No estudo de (BHUSHAN et al., 2014) encontra-se dados semelhantes no tempo de 3 e 12 horas
de exposicdo ao farmaco, o que corrobora com a avaliagdo qualitativa e na quantificacdo do
grau de necrose do nosso estudo. Esses dados encontrados foram similares aos das enzimas
hepaticas. Nesse sentido, observamos que existe uma forte correlagdo positiva e significativa
(r=0,8744 e p< 0, 0001) entre a necrose e a transaminase ALT, ou seja, quanto maior 0s niveis
séricos de ALT maior serd o indice de necrose, sendo essa correlacdo um indicativo de lesdo
hepaética.

O figado ap6s sofrer um dano, como a overdose de paracetamol, possui a capacidade de
se regenerar. A regeneracdo tecidual dos hepatdcitos, ocorre na tentativa de proliferar as células
ndo lesadas e assim ndo leva-las a morte celular. Com isso, analisamos a capacidade de
regeneracdo tecidual ao quantificar o indice de binucleacdo dos hepatécitos. Em nosso estudo,
houve um decréscimo desse parametro apés 12 horas de intoxicacdo. Nesse sentido, ao
correlacionar o indice de binucleacéo e necrose observamos uma forte correlagdo, mas negativa
(r=- 0,8246 e p < 0,0001), pois a medida que a necrose aumenta a capacidade das células
binuclearem diminui, sendo pardmetros inversamente proporcionais.

Os mecanismos celulares em que a necrose esta inserida desencadeia outros processos
celulares, como a inflamacdo. Ela € caracterizada pela vasodilatacdo dos vasos ao aumentar o
fluxo sanguineo, local para a passagem de células inflamatorias, conhecido como hiperemia.

Esse parametro em nosso estudo foi quantificado e se apresentou de forma significativa nos
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seios hepaticos com 12 horas de exposic¢do ao farmaco. Estudos como o de (JIANG et al., 2016)
sugere que em doses menores (400 mg/kg), a partir de 6 horas de exposicdo ja é possivel
encontrar esse tipo de sinal devido a intoxicagcdo por paracetamol. Nesse sentido, pode-se
correlacionar o aumento da necrose com o aumento da resposta inflamatéria, tanto pela variavel
da hiperemia como de TNF e IL-6. Assim, nossos resultados mostram uma correlacédo
significativa e forte entre necrose e TNF (r=0,7565 e p< 0, 0012), bem como entre hiperemia e
IL-6 (r=0,6775 e p< 0, 00177).

No processo de inflamacao ocorre a ativagdo de importantes citocinas pro-inflamatorias
como TNF e IL-6 que aumentam a resposta imune, mas de forma exacerbada podem contribuir
para o progresso da hepatotoxicidade (HU et al., 2019). Isso é observado em nosso estudo, em
que a dosagem sérica dessas citocinas aumentou significativamente em 12 horas de intoxicac&o.
Dados similares a esse sdo encontrado no estudo de (FU et al., 2018) em uma menor dose, cerca
de 300 mg/kg. Nossos resultados sugerem que o aumento de TNF esta relacionado com o
aumento de IL-6 por essas duas varidveis possuirem uma forte correlacdo significativa e
positiva (r = 0,6239 e p < 0,0453), sugerindo assim a importancia delas na modulagdo da
inflamacéo na intoxicacdo por APAP.

Entre as principais consequéncias da intoxicacdo por paracetamol estd o desiquilibrio
do estado redox. Sabe-se que os radicais livres produzidos em excesso, levam a peroxidacao
lipidica e a carbonilagdo de proteinas. Na avaliacdo desses componentes utilizando o
doseamento das substancias reativas ao acido barbiturico (TBARS) e proteinas carboniladas
constatamos um aumento significativo em 12 horas, como constatado no estudo de
(BANDEIRA et al., 2017¢) na mesma dosagem de APAP (500mg/kg) que a utilizada no nosso
estudo. Importante ressaltar que, em menor tempo de exposi¢do ao paracetamol também foi
possivel observar o aumento de TBARS como retratado em nossos resultados e na literatura em
(YEetal., 2014).

Em contrapartida, o sistema antioxidante do organismo é prejudicado e causa uma
diminuicdo em seus componentes enzimaticos e ndo enzimaticos, como a glutationa (GSH), o
componente essencial para a detoxificagdo do APAP (GUO et al., 2019). A glutationa (GSH) é
um tripeptideo, em que o aminoacido cisteina possui o grupamento sulfidrila (-SH) em sua
cadeia lateral. Proteinas também possuem esse grupamento ligado ao carbono (grupo tiol) e
qguando oxidadas formam ligac6es covalentes. Com isso, a medida que os grupos sulfidrilas (-
SH) diminuem, o estresse oxidativo aumenta (SEDLAK; LINDSAY, 1968). Dessa forma, a

concentragéo desses grupos foi determinada em nosso estudo e verificou-se que em 12 horas de
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intoxicacdo por paracetamol eles diminuiram de forma significativa, enquanto em 3 horas ndo
foi possivel observar essa alteracéo.

O inflamassoma NLRP3 é um complexo multiproteico pertencente a resposta imune
inata que se ativa ao reconhecer quaisquer sinais de dano as células. Estudos mostram que a
hepatotoxicidade causada pelo APAP estd relacionada com ativacdo desse complexo
(SHARMA et al., 2016) (YANG et al., 2019). O receptor NLRP3 reconhece o0s sinais de perigo
e ativa a enzima CASP-1 que cliva as citocinas pro IL-1p e pré 1L-18 para torna-las ativas e
exercerem suas fungdes (KIM; PARK, 2018). Em nosso estudo, observamos um aumento da
expressao génica de todos os componentes da via do inflamassoma apds 12 horas de
intoxicacdo. Foi observado em pesquisa anterior que apds 24 horas de exposi¢do ao farmaco
mesmo em doses menores de paracetamol (180 mg/kg e 300 mg/kg) os niveis do mRNA de
NLRP3, CASP-1, IL-1B e IL-18 estdo aumentados, bem como na dose utilizada em nosso
estudo (500mg/kg), corroborando com o0s nossos resultados (SHAN et al., 2019).

Assim, 12 horas ap0s a intoxicagdo com APAP existe um agravamento da lesdo hepética
observada pelo aumento do indice de necrose e um prejuizo na regeneracao hepética (reducao
do indice de binucleacdo), culminando no extravasamento sérico de ALT e AST. Essa lesdo
hepética pode estar associada ao aumento do estresse oxidativo (observado neste estudo pelo
aumento de TBARS e proteina carbonilada e reducdo de grupamentos sulfidrilas), ativacao da
via do inflamassoma e liberagdo de mediadores inflamatérios, como TNF e IL-6 (Figura 15.)
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Figura 15.Representacdo da hepatotoxicidade do paracetamol ap6s 12 horas de intoxicac¢ao.Devido ao
estresse oxidativo e inflamatdrio que resultam na necrose e dificuldade de regeneracdo dos hepatdcitos, ha o
extravassamento e aumento de ALT, AST na corrente sanguinea, interferindo também nos niveis ureia e creatinina
no sangue. Marcadores do estado redox como proteina carbonilada, TBARS e grupos sulfidrilas estdo
modificados. A via do inflamassoma ativada através do complexo NLRP3, ASC e pro-caspase-1 induz a caspase-
1 a clivar as interleucionas pro-IL-15 e prd-1L-18 em suas formas ativas modulando a resposta inflamatéria
causada pela lesdo hepatica. Além dos niveis de IL-6 e TNF que também se alteram em 12 horas (Adaptado de
(COELHO et al., 2022).

7. CONCLUSAO

O paracetamol em altas doses pode induzir nefro e hepatotoxicidade, os quais se
agravam com o decorrer do tempo de exposicdo ao farmaco. Assim, algumas alteracGes
bioguimicas foram observadas j& nas primeiras horas de intoxicacdo, entretanto no periodo de
12 horas todos os parametros avaliados neste estudo encontraram-se alterados.

Além disso, a analise dos resultados obtidos neste modelo experimental nos permite
refletir sobre a importancia do rapido atendimento ao paciente e que a identificacdo precoce da
intoxicagdo pelo farmaco pode ser fundamental para minimizar a evolugdo das leses no

individuo.
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Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (CEUA/UFOP)
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Bioguimica Metabdlica (LBM) situado no prédio ICEB da mesma instituigdo.
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Temporal analysis of paracetamol-induced hepatotoxicity
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY

Paracetamol-induced hepatotoxicity (APAP) causes severe damage that may be irreversible. Received 3 September 2021

Understanding the evolution of liver injury caused by overdose of the drug is important to assist in Revised 21 February 2022

the treatment. In the present study, we evaluated the acute intoxication by APAP (500 mg/kg) in peri-  Accepted 4 March 2022

ods of 3 and 12hours in C57BL/6 mice through biochemical, histological, inflammatory parameters, KEYWORDS

and the redox status. The results showed that in the 3-hour period there was an increase in creatinine Pa X . X
. P . racetamol; acetaminophen;

dosage and lipid peroxidation (TBARS) compared to the control group. In the period of 12 hours after CYP450; redox status

APAP intoxication all parameters evaluated were altered; there was an increase of ALT, AST, and necro- inflammation

sis, besides the increase of redox status biomarkers as carbonylated protein, TBARS, and MMP-9. We

also observed activation of the inflammasome pathway as well as a reduction in the regenerative cap-

acity of hepatocytes with a decrease in binucleated liver cells. In cytochrome gene expression, the

mRNA level increased in CYP2E1 isoenzyme and reduced CYP1A2 expression. This study indicated that

early treatment is necessary to mitigate APAP-induced acute liver injury, and alternative therapies cap-

able of controlling the progression of intoxication in the liver are needed.



	1709999f625b867e3c9846765b01d4549f56098de5418efe4861b5a7b27d71cf.pdf
	0d4ef6b6ce26341de756b06a271b3a9bbdf036ae53ab336c9530f82c74bde292.pdf
	eb72d9a28fa760b2c32909d701ce08172f9fbc9e3bcdf0089e79e9fdbfc56022.pdf
	d9e1ae3e6a476d85e882d8da7daa7290fb8d82e5c28585d8923b4901d88fac5e.pdf

