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RESUMO

Os medicamentos sdo considerados xenobidticos pelo organismo humano, isto é,
moléculas estranhas. O figado é o grande responsavel pelo processo de metabolizagéo,
onde os compostos lipossollveis sdo transformados em moléculas com caracteristicas
hidrossoluveis, por meio de reagcdes quimicas, com a finalidade de facilitar a excrecao
renal, principalmente. O paracetamol é um anti-inflamatério da classe ndo esteroidal
(AINES), utilizado para tratamento de dor e febre e pode ser adquirido sem nenhuma
prescricdo medica, portanto e extremamente utilizado pela populagdo. Mesmo sendo um
medicamento de venda livre, este farmaco apresenta um potencial hepatotoxico,
dependente de dose, podendo gerar lesdo em hepatdcitos. Assim, o modelo de lesdo
hepatica induzida por paracetamol € um dos modelos mais populares para testar
potenciais agentes hepatoprotetores. No entanto, existem muitas variacées neste modelo
e a falta de padronizacdo impacta diretamente no tempo de experimento, quantidade de
animais utilizados e elevados custos com insumos e farmacos. A presente revisao teve
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como objetivo reunir informacdes sobre a padronizacdo do modelo de hepatotoxicidade
induzidos por paracetamol, assim como os testes confirmatdrios utilizados para garantir
a obtencdo de resultados que permitem a reprodutibilidade. Para isso foram consultadas
as bases de buscada BVS, Pubmed e Scielo, entre os anos de 2015 a 2020. A pesquisa
retornou com 370 artigos que, apos a triagem foi reduzida a 114, que permitiram o
levantamento de dados de extrema relevancia para a padronizagdo do modelo, incluindo
as andlises necessarias para confirmacéo do desenvolvimento da hepatotoxicidade.

Palavras-chave: Paracetamol, Acetaminofeno, Hepatotoxicidade, Ratos.

ABSTRACT

Drugs are considered xenobiotics by the human organism, that is, foreign molecules. The
liver is the major responsible for the metabolization process, where the fat-soluble
compounds are transformed into molecules with water-soluble characteristics, through
chemical reactions, in order to facilitate renal excretion, mainly. Paracetamol is a
nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID), used to treat pain and fever, and can be
purchased without any prescription, therefore it is extremely used by the population. Even
though it is an over-the-counter drug, it has a dose-dependent hepatotoxic potential, and
can cause hepatocyte injury. Thus, the paracetamol-induced liver injury model is one of
the most popular models for testing potential hepatoprotective agents. However, there are
many variations in this model and the lack of standardization directly impacts the time of
experimentation, number of animals used, and high costs with inputs and drugs. The
present review aimed to gather information about the standardization of the paracetamol-
induced hepatotoxicity model, as well as the confirmatory tests used to ensure that results
are obtained that allow reproducibility. To this end, the search bases BVS, Pubmed and
Scielo were consulted between the years 2015 to 2020. The search returned with 370
articles that, after screening was reduced to 114, which allowed the collection of
extremely relevant data for the standardization of the model, including the necessary
analyses for confirmation of the development of hepatotoxicity.

Keywords: Paracetamol, Acetaminophen, Hepatotoxicity, Rats.

1 INTRODUCAO

O uso de ratos em pesquisas biomédicas comegou ha mais de 160 anos atras, desde
entdo os modelos animais sdo considerados como uma importante ferramenta para o
progresso da ciéncia, ja que experimentos realizados em animais sdo Uteis para a
exploracdo de doencas humanas e sua causa, prevencao ou cura (IPL, 2021). Mesmo com
0s avancos dos métodos e técnicas in vitro, o estudo em animais pode dar informacgdes
sobre 0 metabolismo que as técnicas in vitro ndo sdo capazes de contemplar. Assim,
apesar de todas as discussdes se a extrapolacdo de dados de estudos de animais séo
realistas para 0 humano e a defesa da vida animal, os ensaios pré-clinicos sdo de extrema

importancia na ciéncia atual. Este trabalho visa realizar revisdo bibliogréafica, objetivando
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avaliar e possivelmente padronizar modelo de inducdo da hepatotoxicidade por

paracetamol para estudos de hepatoprotecdo em ratos.

2 FIGADO

O figado é o segundo maior 6rgédo do corpo humano, também considerado o0 mais
pesado e vascularizado. Em roedores, a capacidade de regeneracdo do figado é tdo grande
que, apos a retirada de 75% do 6rgdo, ele é capaz de retornar ao seu tamanho normal em
4 semanas (GARDNER et al., 1998). Trata-se de um 6rgao de extrema importancia para
os seres humanos devido as inimeras funcdes vitais que desempenha, que sdo essenciais
para a manutencdo da homeostasia corporal, com cerca de 25% do débito cardiaco total
direcionado para ele. A inflamacdo do figado surge a partir de quaisquer agentes
exogenos, tais como toxinas ambientais ou a exposicdo a espécies reativas de oxigénio
(EROs) endogenas (LAM et al., 2016). A gravidade da lesdo hepatica induzida por
substancias quimicas oscilam desde pequenas modificacBes na estrutura e funcdo desse

Orgdo até lesdes agudas, cirrose e tumores malignos (GU e MANAUTOU, 2012).

3 PARACETAMOL

O paracetamol, também conhecido como acetaminofeno - C8HINO2 (Figura 1),
tem como precursor a fenacetina e foi sintetizado pela primeira vez em 1878 (MORSE,
1878). E um farmaco derivado do p-aminofenol que tem acdo analgésica e antipirética,
além de uma baixa acdo anti-inflamatéria (HE et al., 2011). No inicio, seu uso nao foi
generalizado, devido a relatos de metahemoglobinemia (JEFFERIES et al., 2012).
Contudo essa associagdo ndo foi devidamente comprovada e com isso sua
comercializa¢do foi iniciada na década de 1950 como uma alternativa mais segura a
fenacetina, que demonstrava ser nefrotoxica e potencialmente cancerigena (ANTONI et
al., 2014). Atualmente ele é o analgésico mais comumente utilizado no mundo
(KEAVENEY et al., 2020).
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Figura 1 -Estrutura quimica do paracetamol
H
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Esse medicamento é amplamente prescrito para pacientes que apresentam dores
comuns, podendo ser utilizado em associacdo com outros farmacos analgésicos no
tratamento de diversas patologias (SHEEN et al., 2002). Quando a dor € considerada de
moderada a intensa, medicamentos como o tramadol e a morfina sdo associados ao
paracetamol (TITTARELLI et al., 2017). Sendo também o farmaco recomendado em
pacientes que possuem Ulceras gastricas preexistentes ou fazem o uso de anticoagulantes,
ja que alguns AINES (anti-inflamatdrios ndo esteroides), como a aspirina, podem
potencializar a acdo anticoagulante e piorar o quadro de Ulceras. Também sdo raras as
exposi¢des toxicas em neonatos, sendo o farmaco de escolha para criangas abaixo de 6
meses (WALLS et al., 2007).

O paracetamol é encontrado em diversas formas farmacéuticas, como
comprimidos, solucdo oral e supositorios retais. Quando administrado na forma liquida
por via oral, seu efeito clinico aparece apds 30 minutos. Em comprimidos, a dose pode
variar entre 325 mg a 1000 mg. No caso de comprimidos de acdo rapida, em 15 minutos
ja é possivel verificar os efeitos do farmaco (JOZWIAK-BEBENISTA et al., 2014). O
farmaco também pode ser administrado por via intravenosa. Geralmente utilizado em
pacientes hospitalizados, na terapia do p6s-operatério, pois existem evidéncias que a sua
administracdo durante a primeira hora de tratamento é mais eficiente na reducdo da
intensidade da dor quando comparado ao que € administrado por via oral, sendo tambem
eficaz na reducdo da temperatura em casos febris (PASERO et al., 2012).

O corpo humano possui boa tolerancia para o paracetamol, contudo devido ao seu
metabolismo ser realizado pelo figado, uma alta dosagem pode ocasionar lesdo hepatica
de grande severidade, embora existam relatos da sua toxicidade desde o inicio da sua
utilizacdo (TITTARELLI et al., 2017).
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A insuficiéncia hepatica grave apos overdose de paracetamol foi documentada
pela primeira vez na Gré-Bretanha em 1966 (DAVIDSON e EASTHAM, 1966). Desde
entdo, houve um aumento constante no numero de envenenamentos acidentais ou
intencionais por paracetamol em todo o mundo. Acredita-se que a maior causa desses
envenenamentos seja a grande quantidade de preparacdes onde o paracetamol é
encontrado e disponibilizado no mercado sem qualquer prescricdo. Além disso, existem
outros fatores que podem contribuir para um aumento do risco de hepatotoxicidade
relacionado a administracao de paracetamol em dose terapéutica, como o abuso de alcool,
desnutricdo, doencas hepaticas subjacentes ou pré-existentes e ingestdo concomitante de
outras drogas hepatotdxicas (KARWOSKI, 2002).

A dosagem de paracetamol recomendada para adultos pode variar de 325 mg até
1000 mg a cada 4-6 horas, ndo podendo ser superior a 4000 mg por dia (McEVOY, 2007).
Em criancas, a dose recomendada é de 10-15 mg / kg a cada 4-6 horas até uma dose diaria
méaxima de 50-75 mg / kg (LANCASTER et al., 2015).

O excesso do uso de paracetamol é a principal causa de envenenamento agudo nos
Estados Unidos e representam cerca de 39% de todos os casos de lesdo hepética aguda
(NOWAK e DZIELSKA-OLCZAK, 2012). Além disso, ele € quase que exclusivamente,
a causa de transplante de figado relacionada a uma hepatoxicidade aguda, desenvolvida
apos o uso de medicamentos. Estima-se que paises como Franga, Grécia, Irlanda, Itélia,
Holanda, Portugal e Reino Unido tenham uma média de seis milhdes de casos de
hepatotoxicidade causada pelo paracetamol por ano (NOWAK, 2012). Esse numero
chega a ser 8 vezes inferior aos que sdo registrados pelos EUA. A identificacdo de
overdose de paracetamol € critica e muitos individuos intoxicados tém apenas sintomas
minimos e inespecificos que podem ser confundidos com quadro viral. Esses sintomas
incluem mal-estar, ndusea com ou sem vomito e dores abdominais. Uma vez detectada
precocemente, a comorbidade e mortalidade podem ser evitadas e tratadas (JOZWIAK-
BEBENISTA et al., 2014).

A injuria hepatica ocorre dentro das primeiras 24 horas ap0s a overdose,
alcangcando seu pico maximo em 3 a 4 dias. H& um aumento nos niveis sorologicos de
alanina aminotransferase (TGP) e aspartato transaminase (TGO), hiperbilirrubinemia e
alguns pacientes podem desenvolver nefrotoxicidade, além da hepatotoxicidade (REID et
al., 2005). Os sinais de mal prognostico incluem faléncia de maltiplos érgéos, que pode
envolver edema cerebral, falha renal, hipoglicemia profunda, entre outros (McGILL e
JAESCHKE, 2013).
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4 SILIMARINA

A Silybum marianum é uma planta nativa da regido mediterranea e pertence a
familia Asteraceae. Na década de 1960, cientistas alemaes iniciaram a investigacao do
possivel potencial hepatoprotetor dessa planta. O conjunto de compostos ativos
(flavolignanas) que foram capazes de proteger o figado de danos foi denominado
silimarina. Desde ent&o ela tem sido amplamente utilizada como um medicamento eficaz
na protecdo contra doencas hepaticas agudas e crénicas (ABDULRAZZAQ et al., 2019).
Sua capacidade protetora esta relacionada a diferentes mecanismos, como a supressao da
penetracdo de toxinas nas células hepaticas, aumentando a atividade de superoxido
dismutase e o nivel de glutationa, inibindo a peroxidacdo lipidica e aumentando a
hepatoprotecdo. Essa propriedade antioxidante esta relacionada a presenca de flavonoides
e outros compostos fendlicos (ABDULRAZZAQ et al., 2019).

5 MODELO EXPERIMENTAL DE HEPATOTOXICIDADE

O modelo animal de inducdo da hepatotoxicidade ¢ amplamente utilizado para
avaliacdo de substancias com potenciais hepatoprotetores. A inducéo pode ser realizada
quimicamente (tetracloreto de carbono, paracetamol, tioacetamida) ou por procedimentos
cirurgicos como hepatectomia e cirurgias para desvacularizacdo hepatica (NEWSOME et
al., 2000).

Embora novos modelos in vitro de lesdo hepatica tenham sido introduzidos, eles
carecem de fatores importantes como um sistema imunoldgico completo e comunicacgéo
cruzada com outros 6rgdos (MCGILL e JAESCHKE, 2019). Um dos maiores desafios da
inducdo experimental é o conhecimento insuficiente dos mecanismos que a impulsionam.
Sem o conhecimento dos mecanismos, € dificil desenvolver maneiras de predizé-lo e
evitd-lo. Para entender as causas, precisamos de modelos de pesquisa que possam
reproduzi-las (MCGILL e JAESCHKE, 2019).

Terblanche e Hickman, (1991), em estudo classico, descreveram seis pre-
requisitos de um modelo animal de insuficiéncia hepatica. S&o eles: reversibilidade,
reprodutibilidade, morte por faléncia hepatica, janela terapéutica, modelos de grandes
animais e risco minimo as pessoas envolvidas na pesquisa. A reversibilidade leva em
conta o fato de que a insuficiéncia hepatica em humanos € potencialmente reversivel e,
portanto, o tratamento efetivo pode aumentar a sobrevida. Reprodutibilidade é um
objetivo requerido para padronizar o modelo animal. A morte por faléncia hepética deve

refletir o padrdo clinico humano do curso de eventos apds o dano e a morte deve ser
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diretamente relacionada ao dano hepatico. A janela terapéutica é o tempo decorrente entre
0 dano hepético e a morte, que deve ser suficiente para permitir o tratamento e a
observacdo dos seus efeitos. Modelos de grandes animais, embora sejam preferiveis, sdo
menos utilizados que modelos murinos pela sua praticidade. Finalmente, o risco minimo
as pessoas envolvidas na pesquisa envolve a protecdo ao pessoal do laboratério
(RAHMAN e HODGSON, 2000; FILIPPONI e MOSCA, 2001).

Os primeiros estudos envolveram varias espécies, incluindo ratos, porquinhos da
india (BOXILL et al., 1958; BOYD e BERECZKY 1966), gatos (EDER, 1964) e
hamsters (POTTER et al., 1974). No entanto, avaliacdo dos dados da literatura
demonstram que os murinos sdo o melhor modelo disponivel (MCGILL e JAESCHKE,
2019). Além do mais, as doses de paracetamol que causam toxicidade em ratos e humanos
sdo semelhantes. Ambas as espécies desenvolvem lesdes com doses >150 mg / kg,
enguanto as outras espécies testadas sdo muito mais resistentes ou muito mais suscetiveis
(BOXIL et al., 1958; EDER, 1964; MCGILL et al., 2012). Outro dado importante é o
fato é a semelhanga dos mecanismos de toxicidade em ratos e humanos (JAESCHKE et
al., 2014). Ha fortes evidéncias de deplecdo de glutationa (MCGILL et al., 2011; XIE et
al., 2014), ligacdo a proteinas (XIE et al., 2014), dano mitocondrial, estresse oxidativo e
fragmentacdo de DNA (MCGILL et al., 2011), tanto em humanos quanto em ratos
(MCGILL et al., 2011; XIE et al., 2014; XIE et al., 2015). Uma pequena diferenca entre
humanos e ratos é a evolucdo temporal da lesdo hepatica, pois a hepatotoxicidade se
desenvolve um pouco mais rapido em ratos, com pico em torno de 12-24 horas em
comparagdo com 24-72 horas em humanos (MCGILL et al., 2012).

Embora seja um modelo amplamente utilizado e com boa reproducdo da
hepatotoxicidade que ocorre em humanos, na literatura existe uma variagdo muito grande
da metodologia aplicada e poucas informacdes sobre as etapas do modelo. Este misto de
variagdo metodoldgica juntamente com a escassez de informagdo, aumenta
consideravelmente o tempo de experimento e o numero de animais utilizados na
experimentacdo, uma vez que podem ocorrer falhas na inducdo e como consequéncia a
necessidade de repeticdo do modelo.

O objetivo deste trabalho foi realizar o levantamento dos artigos publicados entre
2015 e 2020 que utilizaram o modelo animal de inducdo da hepatotoxicidade por
paracetamol associado a pesquisa que utilizam substdncia como potenciais

hepatoprotetores. Acredita-se que as informagGes irdo auxiliar novos trabalhos que
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possuem o interesse em desenvolver o modelo citado, gerando otimizagéo de tempo, custo

e niimero de animais utilizados.

6 MATERIAL E METODOS

As bases de pesquisa selecionadas para o levantamento dos dados foi o0 Pubmed,
Lilacs (Via Biblioteca Virtual de Saude), Scielo. Foram utilizados termos livres e temas
MESHSs como paracetamol, acetaminofeno, hepatotoxicidade, ratos. A chave de primeira
base utilizada foi “(paracetamol OU acetaminofeno) E hepatotoxicidade E ratos”.
Posteriormente foi realizada a remocéo de duplicatas e a seguir feita a primeira selecédo
buscando modelos in vivo utilizando ratos. Os critérios de inclusdo considerados
foram: a utilizacdo de acetaminofeno ou paracetamol na indugéo da hepatotoxicidade em
modelo in vivo utilizando ratos. Os critérios de exclusdo foram: definidos como a
abordagem fora do tépico de hepatotoxicidade pelo paracetamol e o tipo de referéncia, ja
que foram excluidos cartas, revisdes, opiniGes, biografias e experimentos in vitro,
tratamentos prévios concomitantes para a inducdo, que ndo sejam voltados para
hepatoprotecdo ou foco em outros eixos sistémicos sem ser o hepatico (Figura 2). Uma
segunda triagem mais detalhada foi realizada e os trabalhos que ndo possuiam como eixo
principal a hepatoprotecdo foram excluidos. Os artigos que passaram pela triagem inicial

foram revisados na integra.
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Figura 2: Fluxograma das etapas de selecdo dos artigos para andlise. Apds o resgate dos artigos nas
plataformas de busca utilizando os termos MESHS, foi realizada a primeira sele¢do aplicando os critérios
de exclusdo. Apos essa triagem, na segunda selecdo os artigos selecionados foram avaliados de acordo com
o0 tema de hepatoprotecéo.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

As doencas hepaticas estdo entre as principais ameagas a satde publica, e sdo um
problema mundial (ADEWUSI et al., 2010). As medicacdes disponiveis para 0
tratamento, na maioria das vezes, causam efeitos colaterais pelo seu uso. Diante disso, se
faz necessario identificar medicamentos alternativos para o tratamento dessas doencas,
com o objetivo de alcancar a eficacia sem desenvolver toxicidade (MADRIGAL-
SANTILLAN et al., 2013). As plantas sdo extensamente utilizadas nos tratamentos de
diversas patologias, isso se deve ao fato de possuirem substancias que sdo biologicamente
ativas, que despertam o interesse de diversos autores sobre 0s possiveis potenciais como
anti-inflamatorio, analgésicos, antipiréticos, sedativo, cardioprotetores, antibacterianos,
antivirais e anticancerosas (OLALEYE et al., 2006), sendo a acdo hepatoprotetora, uma

area a ser explorada.

8 SELECAO DE ARTIGOS

A pesquisa utilizando os termos (paracetamol ou acetaminofeno) e
hepatotoxicidade e ratos, entre 0s anos 2015 e 2020, retornou com um total de 371 artigos,
sendo 204 pelo Pubmed, 166 Bibilioteca Virtual de Saude (163 da Medline e 3 Lilacs) e
1 Scielo. Foram encontradas 164 duplicatas, restando 206 trabalhos. Ap6s a realizacao da
primeira triagem, considerando os critérios de inclusdo e exclusdo, restaram 137
trabalhos. Uma segunda triagem foi feita para analise da abordagem do tema de
hepatoprotecdo, os artigos foram revisados e 118 foram enquadrados nesse tema. No
entanto ndo foi possivel acesso a 4. Diante do exposto, no final 114 artigos foram
utilizados para analise mais detalhada e levantamento de dados (Figura 2).

Ao analisar a distribuicdo das publicacdes no intervalo de anos selecionados, foi
possivel observar uma constante no nimero de publicagcBes, com média de 34 artigos

anuais, conforme gréafico abaixo (Figura 3).
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Figura 3: Quantidade de artigos relacionados a hepatotoxicidade por paracetamol com foco em
hepatoprotecéo entre os anos de 2015 e 2020.
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9 SILIMARINA

Em virtude do grande nimero de estudos que demonstraram sua atividade
hepatoprotetora, a silimarina é utilizada como hepatoprotetor de referéncia em estudos
avaliacdo de possivel efeito hepatoprotetor de novos produtos naturais. No entanto, nesta
selecdo, apenas 40 artigos utilizaram a silimarina como controle, destes 16 administraram
na apresentacdo de 100 mg/kg como Mahaldar e colaboradores (2020) e Zargar e
colaboradores (2018). Os demais trabalhos utilizaram nas concentraces de 25 mg/kg.
Independente da dose, quando utilizada nos modelos, a silimarina é administrada da
mesma maneira que a substancia testada e os resultados obtidos dos grupos sao
equiparados. O uso da silimarina é de grande importancia, pois permite que o pesquisador
avalie a reversibilidade da hepatotoxicidade, respeitando um dos critérios definidos por
Terblanche e Hickman (1991) para a obtencdo de um bom modelo. Mesmo diante das
contribuicdes do uso da silimarina, ficou claro que diferente do que era esperado, a
maioria dos trabalhos optaram por ndo utiliza-la, levando em consideragdo apenas 0s
resultados do grupo experimental e paracetamol (DONMEZ et al.,2015; KO et al.,2017;
SOHAIL et al.,2019; HUSSAIN et al.,2020).
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Figura 4: Quantidade artigos que utilizaram a silimarina como hepatoprotetor de referéncia ou néo,
associadas as doses utilizadas pelos autores.
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10 DOSE E PREPARO DO PARACETAMOL

O modelo de inducéo de hepatotoxicidade apresenta diversas versdes na literatura,
principalmente em relacdo a dose administrada e ao método de indugdo. O primeiro
modelo de hepatotoxicidade por paracetamol foi realizado em 1976 por Miller e
colaboradores, a inducéo foi feita em porcos e cées, nesses estudos foram utilizadas doses
que variaram de 1.000 mg até 4.000 mg/kg. Desde entdo observou-se a execucao do
modelo com doses que variaram de 80 mg/kg (PINGILI et al., 2019) até 7.000 mg/kg
(SHARIFUDIN et al., 2013). Nesta revisao, foram encontradas 18 variacdes da dose de
paracetamol. A dose minima foi também de 80 mg/kg e a maxima de 4.000 mg/kg (KO
etal., 2017). A dose mais utilizada pelos autores foi a de 2.000 mg/kg, representando 26
trabalhos no total de 114, seguido de 1.000 g/kg (21 trabalhos), o grafico abaixo permite
visualizar melhor a distribuicdo das doses encontradas (Figura 5). A metodologia de
indugdo também foi muito diversificada, desde doses Unicas (ELBE et al., 2018) até
inducgdo continua por dias (ZARGAR et al., 2018).
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Figura 5: Doses de paracetamol utilizadas nos artigos selecionados entre 2015 e 2020 com as respectivas
quantidades de publicagdes.
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O preparo do paracetamol influencia diretamente na administracdo da dose. Afinal
a solucéo preparada precisa ter aspecto homogéneo e de facil manuseio, impedindo que
ocorra alguma intercorréncia na administracdo. Além disso, o paracetamol precisa ser
preparado em solvente que ndo interfira na resposta da hepatotoxicidade e é recomendado
que tenha um grupo controle apenas com esse solvente para a avaliacdo da possivel
interferéncia do mesmo, seja ele DMSO (dimetilsulfoxido) (ADAM et al.,2016), solucao
salina (HUSSAIN et al., 2020) ou 4gua (CHELLAPPAN et al., 2016). No entanto, essa
dissolugdo é complexa, visto que a solubilidade do paracetamol é de 12,75 g/L (20 °C)
(GRANBERG et al., 1999). Por esse motivo € extremamente importante que seja descrito
0 preparo do paracetamol para a administracdo. Contudo, somente 13 artigos citaram essa
etapa da inducdo, representando aproximadamente 11% do total selecionado. Reshi e
colaboradores (2017) dissolveram o paracetamol em &gua quente na proporcao de 2 g em
5 ml, enquanto outros autores optaram por preparar a suspensdo com solugdo salina
aquecida a 70°C com aplicagdo a 37°C (RASKOVIC et al., 2019).). Alguns autores
utilizam outras substancias quimicas para auxiliar na dissolucdo do paracetamol como
polietilenoglicol (50/50, v/v) (YAO et al.,2019), 1% de Tween-80 (ZAKY et a.l, 2018)
ou propilenoglicol (MAHMOUD et al., 2016), nenhum desses trabalhos citou a realizagéo
de um grupo controle utilizando apenas essas substancias. A dissolu¢do é um fator
limitante para o sucesso dos experimentos, ja que limita a quantidade de composto que
sera absorvido pelo organismo. Sabe-se que a substancia deve estar dissolvida em meio
aquoso para ser absorvida pelo trato gastrointestinal, fator limitante nos modelos que

utilizam a via oral para inducéo.
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11 VIA DE ADMINISTRACAO

A via de administracdo compreende a forma como o medicamento entrara em
contato com o organismo para exercer. Embora existam diversas vias de administracao,
nos trabalhos selecionados para esta revisdo a via oral e intraperitoneal foram as unicas
citadas. Dos estudos, 18 utilizaram a via peritoneal (NAZARI et al.,2015; MEHRA et al.,
2016; ELBE et al., 2018). Essa via de administracdo é fécil de realizar em animais de
laboratério e garante uma maior absor¢do que a via oral. Porém, para tratamentos
crénicos, onde é realizada multiplas aplicagdes, podem impactar negativamente 0s
animais, devido ao estresse da manipulacdo e administracdo. Ha também uma
preocupacdo com a extrapolagdo destes dados para o0 humano, jA que a via de
administracdo mais usada pelo paracetamol € oral. Uma das vantagens da via peritoneal
é a possibilidade de administracdo degrandes volumes de solucéo (até 10 ml / kg) podem
ser administrados com seguranca a roedores por essa via (MORTON et al.,2001). A
principal desvantagem dessa via é que ela é minimamente utilizada na clinica. Por isso,
seu uso em estudos experimentais € frequentemente questionado e desencorajado (AL
SHOYAIB et al., 2019).

A maioria dos trabalhos avaliados optou pela uso da via oral, exatamente 92
artigos. Geralmente por essa via, a substancia € introduzida na cavidade oral ou no
aparelho digestorio por meio de um tubo esofagico, estomacal, mais comumente uma
agulha de gavage. O volume maximo para roedores é de 1mL de solucdo para cada 100g
de peso corporal. Caso a administracdo for de solugdo aquosa, o volume pode ser de até
2mL para cada 100g de peso corporal. Deve-se lembrar que os roedores ingerem alimento
e agua muitas vezes ao dia, e por isso dificilmente estdo com o estdbmago vazio
(MORTON et al., 2001). A distensdo maxima do estdbmago se da no final do periodo
escuro, em contrapartida a quantidade minima no final do periodo claro. Nesse sentido,
pequenos volumes devem ser administrados no inicio do periodo claro (fase de repouso)
(MORTON et al., 2001). Devido a isso, alguns autores preferem deixar o animal em jejum
antes da administragdo (MAHMOUD et al., 2016). Por possuir fraca acidez e solubilidade
em lipideos, o paracetamol é rapidamente absorvido pelo intestino apds a administragéo

de uma dose oral.

12 LINHAGEM, IDADE DOS ANIMAIS E GRUPOS
Nos trabalhos selecionados, foram utilizadas duas linhagens de ratos, a Sprague
Dawley e a Wistar. Ambas sdo linhagens heterogéneas de ratos albinos. A linhagem
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Sprague Dawley embora seja caracterizada pelo seu comportamento docil, rapido ganho
de peso e seja uma linhagem descendente da Wistar, foi utilizada em apenas 38 artigos,
entre eles EI Morsy e colaboradores (2015) e Zakaria e colaboradores (2020). Ja a
linhagem Wistar foi utilizada em 76 artigos (RESHI et al., 2017; AHMAD et al.,2020).
Essa linhagem é uma das mais utilizadas ao redor do mundo, devido ao seu pequeno porte,
ciclo bioldgico curto, baixo custo de criacdo e grau de similaridade genética com seres
humanos (MATTARAIA e MOURA, 2012). Aproximadamente, 80% de seu DNA ¢
idéntico ao do homem (Rat Genome Sequencing Project Consortium, 2004). Isso permite
que se extrapole os resultados cientificos obtidos em ratos na estimativa de potenciais
efeitos de dado tratamento em seres humanos (MATTARAIA e MOURA, 2012).
Independente da linhagem escolhida, no total apenas 9 trabalhos utilizaram fémeas
(KOCA-CALISKAN et al., 2018). Acredita-se que ha clara preferéncia por ratos machos
para a realizacdo de pesquisas, no intuito de evitar as variacoes fisioldgicas inerentes as
fases do ciclo estral. Os pesquisadores apoiam-se no fato de que as variagcdes nos niveis
dos hormonios gonadais influenciam fungdes ndo relacionadas com a reproducéo,
interferindo, assim, nos resultados dos experimentos (MATTARAIA e MOURA, 2012).

A idade dos animais utilizados apresentou grande heterogeneidade, quando
informados nos artigos. Os pesos variaram de 100 a 120 gramas (EASSAWY et al.,2020)
até 300 a 350 gramas (ELBE et al., 2018). As variacGes intragrupo mais constante foi de
50 gramas, como 150 a 200 gramas (SOHAIL et al., 2019), 200 a 250 gramas (DONMEZ
et al., 2015) e 250 a 300 gramas (ICER et al., 2016), foi possivel afirmar que animais
utilizados eram adultos jovens.

A linhagem Wistar por ser heterogénea, pode apresentar variagcdes intragrupo
dificultando a andlise estatistica dos resultados. Essa informacdo é de extrema
importancia ao decidir o “n" amostral. Nos trabalhos citados, os grupos variaram de 5
animais (ALAM et al., 2017) até 23 por grupo (AHMAD et al.,2019). Contudo, 60
trabalhos optaram por manter grupos com 6 animais (RATHEE et al., 2018). A definicéo
do total de animais no experimento € extremamente importante, visando 0 uso consciente
na experimentagdo animal e as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (Concea).

13 DESENHO EXPERIMENTAL
O desenho experimental para a indugéo da hepatotoxicidade por paracetamol pode

apresentar muitas variaveis. Ao analisar os artigos selecionados, essas varidveis foram
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identificadas como o momento de administracdo do paracetamol (antes, depois ou
concomitante com o tratamento), tempo de eutanésia e duragdo do experimento.

Em relacdo ao momento de administracdo, 79 trabalhos optaram por administrar
0 paracetamol apds o tratamento (NAZARI et al., 2015; EBADA et al., 2018; ZAKARIA
et al., 2019). Apenas 12 trabalhos optaram por fornecer paracetamol antes do tratamento
(MEHRA et al., 2016). Acredita-se que a grande quantidade de administragdo do
paracetamol apds o tratamento seja justificado devido ao foco dos trabalhos na busca de
possiveis hepatoprotetores.

Sabe-se que a intoxicacdo pelo paracetamol se apresenta em 3 estagios que sdo
bem definidos. Nas primeiras 24 horas da intoxicacdo 0 paciente apresenta-se sem
sintomas ou apenas com leve mal-estar. As 24-72 horas 0 paciente ainda segue
assintomatico ou com sintomas leve parecidos com os do primeiro estagio podendo
ocorrer também dor no hipocondrio direito. No periodo de trés a cinco dias é onde
ocorrem sintomas bem caracteristicos da hepatotoxicidade, que podera levar a faléncia
hepatica aguda (LOPES, 2012). Diante dessas informagdes, observou-se que 82 dos
artigos selecionados realizaram eutanasia para avaliagdo da inducdo 24 horas apds a
administracdo do paracetamol (KANDEMIR et al., 2017). Alguns autores, para melhor
avaliacdo da resposta da induc¢éo, optaram por nédo realizar a eutanasia de todos os animais
no mesmo tempo. Baleni e colaboradores (2015) realizaram eutanasia 24, 48 e 72 horas
ap6s a administracdo de paracetamol. Henrique da Silva e colaboradores (2015)
utilizaram grupos de eutanésias em 24 e 72 horas, enquanto Dadkhah e colaboradores
eutanasiaram 0s animais nos tempos de 2, 4, 8, 16 e 24 horas.

Para melhor entendimento dos tempos de duragdo dos experimentos, apos
avaliacdo dos trabalhos, foi realizada uma triagem dos experimentos que duraram de 0 a
6 dias (ELBE et al.,2018), 7 a 10 dias (NAZARI et al.,2015) e acima de 10 dias
(ONUOHA et al.,2017). Os trabalhos apresentaram tempos distintos em relacdo a duragao
dos experimentos, desde tratamentos Unicos com eutanasia 24 horas apos (AZIM et al.,
2017) até 30 dias de tratamento (AL-DOAISS et al.,2020). N&o foi possivel identificar

uma possivel tendéncia pelo tempo de realizagdo da eutanasia.

14 BIOQUIMICA SERICA
Na hepatotoxicidade induzida pelo paracetamol é observado o aumento nas taxas
dos marcadores hepaticos séricos (transaminase glutamico pirtvica - TGP, transaminase

glutdmico oxalacética - TGO, fosfatase alcalina, gama gt) e outros analitos (EASSAWY
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et al., 2020).

funcional da membrana da célula hepatica (POOLE e LESLIE, 1989), com consequente

Esse aumento, indica extravasamento celular e perda da integridade

liberacdo dessas enzimas na corrente sanguinea (AMACHER, 1998). As taxas séricas sao
amplamente utilizadas no diagndstico da inducdo da hepatotoxicidade e esse padréo de
diagnostico foi realizado em todos artigos selecionados nessa revisdo. No total, foram

citados 23 analitos bioquimicos, detalhados no grafico abaixo (Figura 6).

Figura 6: Detalhamento dos analitos de bioquimica sérica quantificados nos artigos selecionados e as
guantidades totais citadas.
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Aproximadamente 90% dos artigos selecionados citaram as dosagens de TGO e
TGP. Alguns autores, no entanto, optaram por nédo realizar a dosagem de transaminases
como Rathee e colaboradores (2018) e Abdeen e colaboradores (2019), utilizando outros
analitos para comprovacdo da hepatotoxicidade como a fostatase e bilirrubina, embora as
mesmas ndo apresentem especificidade para esse diagnostico. Contudo, 28 trabalhos
utilizaram exclusivamente apenas a dosagem de transaminases como dado confirmatério
para o estudo de possivel hepatoprotecdo (YAO et al.,2015; AHMAD et al., 2016; EL-
BAKRY et al., 2017; TSUCHIYA et al., 2018; NEAG et al., 2020). Dos marcadores
laboratoriais séricos utilizados no diagnostico da lesdo hepatica, as transaminases,
(TGP),

universalmente importantes para estudos que vao desde os primeiros testes pre-clinicos

especialmente alanina aminotransferase foram os indicadores mais
em animais ao monitoramento pés-comercializa¢do do paciente (AMACHER, 1998). A
TGP ¢é altamente especifica para o figado, considerando que a TGO também esta

localizada no coracdo, cérebro, rim, e musculo esquelético, tornando esta enzima menos
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especifica para lesdo hepatica (REJ,1978). As atividades das aminotransferases séricas
estdo aumentadas em todos os tipos de lesdo hepatica, mas fornecem apenas uma
estimativa da quantidade de danos recentes e sem indicacdo da capacidade funcional
residual (TYGSTRUP, 1990). O grau de aumento ndo se correlaciona bem com a extensao
de lesdo hepatica ou progndstico (KAPLAN,1993). Um declinio das concentracdes de
atividade no soro geralmente indica recuperagdo, mas em lesdo fulminante pode ser um
sinal de mau prognostico, refletindo uma grande perda de hepatdcitos funcionais
(REJ,1978; KAPLAN,1993).

A fosfatase alcalina foi descrita como parametro bioquimico em 69 artigos do total
de 114 selecionados. Embora exista uma vasta utilizacdo desse parametro, a sua
especificidade para o figado nédo é to eficaz quando comparado com as transaminases,
pois ela estd aumentada em varias outras condicGes (particularmente doencas dsseas,
surtos de crescimento ou gravidez (FRIEDMAN et al.,1996). A fosfatase alcalina é
encontrada no figado, 0ssos, leucdcitos, rins e placenta (primeiro trimestre). Suas taxas
estdo elevadas na maioria dos tipos de lesdo hepatica. Os &cidos biliares sdo responsaveis
por esse aumento, pois induzem a sua sintese e exercem um efeito detergente na
membrana canalicular, permitindo o extravasamento no soro (KAPLAN,1993).
Aumentos de leve a moderado (menos de trés vezes) ndo sdo especificos para o tipo de
lesdo hepética (BRENSILVER e KAPLAN, 1975). Em contraste com TGO e TGP, o
nivel sérico de fosfatase esta relacionado a funcdo da célula hepatica ao invés de sua
integridade (ABDULKHALEQ et al., 2018). Em alguns trabalhos a fosfatase nao
apresentou diferenca estatistica significativa ap6s a indu¢do (HENRIQUE et al., 2015),
enguanto em outros a sua elevagdo acompanhou as transaminases (EMAD et al.,2020).

A gama GT esté localizada em uma variedade de tecidos, incluindo o coracéo,
cérebro, rim, pancreas, baco e as células do ducto biliar do figado (FRIEDMAN et
al.,1996). ConcentracGes séricas correlacionam-se bem com a fosfatase alcalina
(HENRIQUE et al., 2015; AZIM et al., 2017). O seu uso primordial esta na exclusao de
doencga 6ssea como causa do aumento da fosfatase alcalina sérica, uma condi¢éo que néo
afeta as concentragdes de gama (LUM e GAMBINO,1972). A gama GT é razoavelmente
especifica para o figado, além de ser um marcador mais sensivel para lesdes colestaticas
que a fosfatase, por esse motivo pode estar elevada até mesmo em pequenos niveis
subclinicos de disfuncdo hepética (STURGILL e LAMBERT, 1997). Esse analito foi
citado em apenas 14 trabalhos (HENRIQUE et al., 2015; AZIM et al., 2017).
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Além de vérias funcdes normais, o figado excreta o produto da decomposic¢édo da
hemoglobina, a bilirrubina, na bile. A sua concentracdo tem sido usada para avaliar a
lesdo hepatica induzida quimicamente (SASIDHARAN, et al., 2010). Como descrito
anteriormente, as taxas elevadas de TGO e TGP ap0s a administracdo de paracetamol é
uma indicacao de lesdo hepatica, que € responsavel pelo vazamento de enzimas celulares
para o sangue (AHMAD et al., 2020). A bilirrubina, por outro lado, € produzida pela
quebra enzimética do grupo heme no sistema reticuloendotelial (CENTER, 2007).
Embora seja um parametro importante e um bom marcador para avaliar o funcionamento
do figado, ela ndo € muito eficaz na determinacdo da extensdo da lesdo hepatocelular
(SASIDHARAN et al., 2010). Sabe-se que o dano causado pelo paracetamol no
parénquima hepatico, causa elevacBes consideraveis nas taxas de bilirrubinas em
situacOes crbnicas e ndo em lesbes agudas (SASIDHARAN, et al., 2010). A bilirrubina
foi dosada em 39 artigos Em todos ela estava associada a outras dosagens, ndo sendo
parametro exclusivo de diagnostico (ALAM et al.,2017).

Embora o maior foco das pesquisas relacionadas a esse farmaco seja a
hepatotoxicidade, a nefrotoxicidade (e como consequéncia a insuficiéncia renal) também
ocorre em cerca de 1-2% dos doentes com uma overdose de paracetamol, sendo mais
comum em criancas e adolescentes. (MAZER e PERRONE, 2008). E possivel o
desenvolvimento da toxicidade renal sem ocorrer hepatotoxicidade, o que nos leva a
acreditar que sdo necessarias doses menores de paracetamol para induzir a
nefrotoxicidade. Dentre tantas funcdes, os rins sdo capazes de eliminar substancias
toxicas para o organismo do corpo (SINGH et al.,2014). A ureia e creatinina sao
considerados preditores importantes, confidveis e bem descritos na literatura para a
investigacao de nefrotoxicidade induzida por drogas em animais e no homem (AHMAD
et al., 2012). A ureia elevada pode causar distdrbios funcionais por exceder a taxa de
depuracdo, enquanto que a creatinina elevada indica disturbio na funcdo do néfron
(SRINIVASAN et al.,2014). Geralmente os autores optam por dosar ambas devido a sua
correlagéo e altas taxas sdo detectadas ap0s a administracdo do paracetamol (PINGILI et
al.,2019).

15 ESTRESSE OXIDATIVO

A hepatotoxicidade desencadeada pelo paracetamol da origem ao estresse
oxidativo. Este estresse induz disturbios hepaticos devido a oxidacao das biomoléculas,
como carboidratos, proteinas e DNA (BANDEIRA, et al., 2017). Diante disso, muitos
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autores optam por realizar dosagens de enzimas que estdo envolvidas no estresse
oxidativo, como o malondialdeido (MDA), a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT), a glutationa peroxidase (GPX) e a glutationa reduzida (GSH), pois 0 aumento das
taxas indica o estabelecimento da hepatotoxicidade. No total, 106 trabalhos realizaram
dosagens dessas enzimas juntamente associados as analises séricas e/ou histopatologicas.
No entanto Yao e colaboradores (2019) optaram por realizar apenas 0s testes de estresse
oxidativo, sem as demais analises confirmatorias.

Os trabalhos que obtiveram sucesso na inducdo da hepatotoxicidade apresentaram
elevacdo das taxas das enzimas do estresse oxidativo, entre eles Ebada e colaboradores
(2018), El Morsy e colaboradores 2015, Onuoha e colaboradores (2017). Nao
necessariamente sao realizadas as analises de todas as enzimas citadas, alguns autores
dosam apenas GSH, SOD e CAT (RESHI et al.,2017), outros dosam SOD, CAT e MDA
(ZAKARIA et al., 2020), enquanto alguns realizam um painel mais completo com
dosagens de GPx, SOD, CAT e MDA (SALEM et al.,2018).

16 ANALISE HISTOPATOLOGICA

A andlise histopatoldgica dos grupos foi realizada em 91 trabalhos, representando
aproximadamente 90% do total de artigos selecionados. No entanto, nenhum autor
utilizou a histopatologia como padrdo de diagndstico isolado. As analises foram sempre
associadas as respostas das dosagens séricas dos analitos bioquimicos e de estresse
oxidativo. A necrose foi identificada com frequéncia nos figados dos grupos que
receberam paracetamol. Ebada e colaboradores (2018) relataram degeneracdo macica e
necrose de hepatdcitos, congestdo da veia central, hemorragia e infiltracdo de
inespecificas células inflamatdrias entre hepatécitos. EI Morsy e colaboradores (2015)
identificaram necrose centrolobular nos hepatécitos ao redor da regido central veias em
todo o parénquima hepatico. Alguns autores relatam ainda hiperplasia de células de
Kupffer, alargamento dos sinusoides hepaticos, algumas células mononucleares,
numerosas células binucleadas na zona centrolobular foram detectados. Dilatacdo dos
sinusdides hepaticos (EASSAWY et al.,2020).

Com os resultados alcancados, conclui-se que a maioria dos autores optaram por
realizar a inducdo em ratos adultos jovens machos da linhagem Wistar, com
administracdo oral do farmaco em dose de 2.000 mg/kg. Foram formados grupos de 6
animais e apds a inducdo a eutanésia foi realizada 24 horas apds a administracdo de
paracetamol. Para constatagdo da hepatotoxicidade foram realizadas dosagens séricas de
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transaminases e quantificacdo de estresse oxidativo, além da realizacdo da analise

histopatoldgica do figado (Tabela 1).

Tabela 1: Principais critérios adotados para avaliacdo da instalagdo do modelo de hepatotoxicidade por

aracetamol em ratos.

Sim Nao
40 74

SILIMARINA

100 MG/KG OUTRAS DOSES
16 24
N Oral Peritoneal
VIA DE ADMINISTRACAO
96 18
Wistar Sprague dawley

LINHAGEM

76 38
5 Ant Concomitante ou depois do
ADMNISTRACAO ntes tratamento
PARACETAMOL
12 102
) Até 24h apés inducao Acima de 24h
TEMPO DE EUTANASIA
82 32
ANALITOS BIOQUIMICOS Sim NEO
MAIS UTILIZADOS

TGO 104 10
TGP 102 12
FOSFATASE 69 45

17 CONCLUSAO

A analise dos artigos selecionados permitiu constatar que o modelo de inducgéo da
hepatotoxicidade por paracetamol em ratos, apresenta muitas versdes que alcangcam e
todas alcangcam o objetivo final dos experimentos, que é a instalacdo da lesdo hepatica
nos animais. Além de tudo, foi possivel destacar diversas ferramentas que auxiliam na
comprovacao da hepatotoxicidade possivelmente instalada. Mesmo diante de inimeras
variantes do modelo, as informacgdes obtidas permitiram a construcdo de uma
padronizacdo do modelo de inducéo de hepatotoxicidade por paracetamol, favorecendo a
realizacéo de futuros experimentos que buscam a avaliacdo de possiveis hepatoprotetores
com a utilizagdo do modelo animal de induc&o.
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