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RESUMO

Introdugao: O acetaminofeno é o medicamento de livre prescricdo mais utilizado no
mundo como analgésico e antipirético e apesar de ser considerado seguro quando
utiizado em doses terapéuticas, é responsavel pelas causas mais comuns de
intoxicagao por drogas, que pode ocorrer devido ao uso de superdosagem intencional
ou nao intencional, podendo resultar em insuficiéncia hepatica e alteragdes
eletrofisiologicas. Objetivo: Identificar a  ocorréncia de  alteragdes
eletrocorticograficas, eletrocardiograficas e hepaticas em ratos Wistar induzidos a
intoxicagao por paracetamol. Métodos: Estudo de desenho experimental utilizando
ratos Wistar, machos, pesando entre 200 a 230g. Os animais foram divididos nos
seguintes grupos: A — controle com solugéo fisiolégica 0,9% via gavagem (n=9); B —
grupo acetaminofeno, recebera dose de 1g/kg via oral de acetaminofeno (n=9). Foram
realizados registros eletrocorticograficos, eletrocardiograficos e enzimas hepaticas
(AST e ALT) nos periodos de 24, 48, 72 e 96 horas ap6s a administragéo da droga.
Resultados: Observou-se redugao progressiva da poténcia da eletrocorticografia de
acordo com a progressao do tempo de observacdo apds a administragdo do
acetaminofeno. No grupo tratado com a droga, a poténcia média foi cerca de 50%
mais baixa na amplitude das oscilagbes cerebrais em relagdo ao controle. Em todos
os tipos de ondas (alpha, beta, delta, gamma e theta) houve diferenga significativa as
96 horas apds a aplicagdo. Quanto ao registro eletrocardiografico, no grupo
acetaminofeno, observou-se diminuicdo da atividade cardiaca e alteragdes no
seguimento RR, PQ e QT apos 72 e 96 horas, além de aumento de duragao do QRS
a partir de 48 horas da administragao de dose toxica aguda, mantendo ritmo sinusal.
No estudo também foi identificado alteragdes no formato da onda T, a qual apresentou
maior irregularidades e abertura. Por fim, observou-se aumento das atividades das
transaminases AST e ALT, configurando danos hepaticos com a dosagem utilizada no
estudo. Conclusao: No sistema nervoso central, observou-se uma reducéao
progressiva da amplitude de todas as ondas cerebrais na eletrocorticografia (delta,
theta, beta e gamma), com exce¢ao da onda alpha, que apresentou aumento de
atividade. A redugéo da maioria das ondas cerebrais corrobora com a ideia de a droga
atuar como inibidora do sistema nervoso central, correspondendo aos efeitos
analgésicos centrais promovidos pela mesma. Acerca da hepatotoxicidade, as

alteragdes descritas corroboram com os danos hepaticos, ja amplamente conhecidos,



decorrentes da toxicidade do acetaminofeno, demonstrado pelo aumento dos niveis
das transaminases AST e ALT. Com relacdo as alteracdes eletrocardiograficas,
observou-se redugdo da atividade cardiaca e alteracdo nos segmentos
eletrocardiogréficos, mantendo o ritmo sinusal. Todas as varidveis analisadas
apresentaram suas alteragdes mais significativas a partir de 72h da administragdo da

dose téxica do acetaminofeno.

Descritores: Acetaminofeno, Eletrocorticografia, Eletrocardiografia, Transaminases,

Enzimas hepaticas, Ratos Wistar.



ABSTRACT

Introduction: Acetaminophen is the most widely used over-the-counter drug in the
world as an analgesic and antipyretic, and although it is considered safe when used in
therapeutic doses, it is responsible for the most common causes of drug intoxication,
which can occur due to intentional or unintentional overdose, and may result in liver
failure and electrophysiological changes. Objective: To identify the occurrence of
electrocorticographic, electrocardiographic, and hepatic alterations in wistar rats
induced to paracetamol intoxication. Methods: Experimental design study using male
Wistar rats weighing 200-230g. The animals were divided into the following groups: A
- control with 0.9% saline solution via gavage (n=9); B - acetaminophen group,
receiving 1g/kg of acetaminophen orally (n=9). Electrocortigraphic,
electrocardiographic records and liver enzymes (AST and ALT) were performed in the
periods of 24, 48, 72 and 96 hours after drug administration. Results: A progressive
reduction in electrocorticography power was observed according to the progression of
observation time after acetaminophen administration. In the group treated with the
drug, the mean power was about 50% lower in the amplitude of brain oscillations
compared to the control. In all wave types (alpha, beta, delta, gamma, and theta) there
was a significant difference at 96 hours after application. As for the
electrocardiographic record, in the acetaminophen group, a decrease in cardiac activity
and alterations in the RR, PQ, and QT follow-up were observed after 72 and 96 hours,
in addition to an increase in the QRS duration as of 48 hours after the administration
of the acute toxic dose, maintaining sinus rhythm. In the study it was also identified
changes in the shape of the T wave, which showed greater irregularities and opening.
Finally, it was observed an increase in the activities of AST and ALT transaminases,
configuring liver damage with the dosage used in the study. Conclusion: In the central
nervous system, there was a progressive reduction in the amplitude of all brain waves
on electrocorticography (delta, theta, beta and gamma), with the exception of the alpha
wave, which showed increased activity. The reduction of most brain waves
corroborates the idea that the drug acts as an inhibitor of the central nervous system,
corresponding to the central analgesic effects promoted by it. Regarding
hepatotoxicity, the alterations described corroborate the liver damage, already widely
known, resulting from the toxicity of acetaminophen, demonstrated by the increase in

the levels of AST and ALT transaminases. Regarding the electrocardiographic



changes, there was a reduction in cardiac activity and changes in the
electrocardiographic segments, maintaining sinus rhythm. All the variables analyzed
showed their most significant changes after 72h of the administration of the toxic dose

of acetaminophen.

Keywords: Acetaminophen, Electrocorticography, Electrocardiography,

Transaminases, Liver enzymes, Wistar rats.
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1. INTRODUCAO

O paracetamol, acetaminofeno ou N-acetil-p-aminofenol € um anti-inflamatério
nao esteroidal derivado do para-aminofenol, utilizado pela primeira vez em 1893,
porém sO passou a ser utilizado em larga escala a partir de 1949 apos seu
reconhecimento como principal metabdlito ativo da acetanilida e fenacetina. Na pratica
clinica, € um dos analgésicos e antipiréticos mais utilizados no mundo, pois néo
apresenta os efeitos colaterais comuns de sua classe, sendo muito bem tolerado pelos
pacientes, além de ter um custo acessivel e ser um medicamento de livre prescrigao.
E a primeira escolha como analgésico oral em tratamentos de longo periodo, como no
tratamento sintomatico de dor leve a moderada da osteoartrite, e também nos casos
de pacientes que possuem contraindicagcdo ao uso de outros AINES, por exemplo, no
tratamento de Ulceras gastricas (LUCAS et al., 2005; GOODMAN, 2006; JOZW IAK-
BEBENISTA e NOWAK, 2014).

O paracetamol pode ser utilizado com seguranga (quando respeitada a dose
terapéutica) por todas as faixas etarias, incluindo o periodo gestacional e neonatal.
Ele pode ser encontrado na forma de comprimidos, efervescentes, suspenséo, po,
supositorios retais e via intravenosa, sendo muito utilizado nos servicos de saude
hospitalares. Apesar de sua ampla utilizagdo mundial por mais de meio século, seu
mecanismo de acdo ainda nao foi totalmente elucidado, mas as pesquisas sobre o
assunto estdo cada vez mais avangadas e demonstraram sua atuagdo no sistema
nervoso central (LUCAS et al., 2005; JOZWIAK-BEBENISTA e NOWAK, 2014).

O paracetamol é uma droga amplamente utilizada na clinica para redugéao da
dor (analgésico) ou reducdo da febre (antipirético). Pertence a classe de
medicamentos anti-inflamatoérios n&o-esteroidais (AINES). Seu mecanismo de agao
envolve a inibicao da enzima Cicloxigenase (COX), a qual é responsavel pela sintese
de prostaglandina H2. Por isso, a enzima participa da sinalizagdo celular dos
processos inflamatérios (JOZWIAK-BEBENISTA; NOWAK, 2014; MCCRAE et al.,
2018).

Os principais sinais e sintomas decorrentes do quadro de intoxicagéo por
paracetamol incluem nausea, vOmito, mal-estar, palidez e diaforese. Com o
agravamento do quadro, o paciente pode evoluir para uma insuficiéncia hepatica
fulminante com encefalopatia, coma ou hemorragia raramente exsanguinante. Ainda,

ha estudos que indicam efeitos teratogénicos do uso do paracetamol, como a



possibilidade de o feto ter seu desenvolvimento neuronal afetado, apresentando um
risco aumentado de paralisia cerebral espastica (GOLDFRANK et al., 2011; FAYS et
al., 2015; PETERSEN, 2017).

Além disso, é conhecido que a intoxicagao por paracetamol provoca alteragdes
cerebrais secundarias ao desenvolvimento de Faléncia Hepatica Aguda (FHA).
Entretanto, ele ultrapassa a barreira hemato-encefdlica e € distribuido
homogeneamente por todo o SNC. Assim, ha evidéncias de sua acao no cérebro de
forma direta, ndo apenas secundaria, como por exemplo, acerca de dois conhecidos
genes-alvo do fator nuclear 2 relacionado ao eritroide 2 (Nrf2), quinoneoxidoredutase
1 (Ngo1) e heme-oxigenase 1 (Ho-1) que, apés tratamento com paracetamol, tiveram
sua expressao significativamente aumentada. Ainda, ha evidéncias adicionais de que
ele aumenta a atividade enzimatica do CYP2E1 neuronal e os niveis de proteina,
levando a morte celular neuronal (GAHNEM et al., 2015; GAHNEM et al., 2016).

Os modelos de roedores demonstraram agao da droga sobre a modulagao do
humor. Em humanos, apresenta acao redutora do estresse, redugédo da ansiedade e
reducao da percepcao de risco, com adogédo de comportamentos arriscados para si
ou para outros. No entanto, sua agao ansiolitica ocorre de forma droga-dependente.
No entanto, seus efeitos in vivo sobre o SNC ainda ndo foram bem esclarecidos
(CHEN et al., 2018; GIACOMINI et al., 2021).

A eletroencefalocorticografia € uma metodologia que utiliza o registro da
atividade elétrica cerebral, podendo ser utilizada para identificar o funcionamento das
mais diferentes areas cerebrais. Seus resultados identificam as diferentes ondas
cerebrais geradas pela atividade elétrica, tais como delta, gamma, alpha, theta e beta.
(SANEI; CHAMBERS, 2007).

A onda Delta esta associada as faixas de frequéncia de 0,5 a 4Hz e ocorre
durante o sono profundo. As ondas Theta ocorrem nas faixas de frequéncia de 4 a
7,5Hz, estado presentes em criangas, mas podem ocorrer em adultos com algum tipo
de estresse emocional. Ja as ondas Alpha, situadas na frequéncia de 8 a 13Hz,
indicam uma condi¢cao de consciéncia relaxada ou sem estimulo externo. As ondas
Beta, ocorridas nas frequéncias 14 a 30Hz, sdo associadas a atividade mental intensa,
a atencao concentrada em um estimulo externo e a resolugao de problemas concretos
(WEBSTER, 2010).

O paracetamol é amplamente utilizado por adultos e criangas, sendo o

analgésico sem prescricdo de maior uso no mundo, ocasionando um consumo
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indiscriminado da droga. Dessa forma, apesar de ser uma droga bem tolerada, muitas
pessoas estdo expostas ao risco de superdosagem, o que pode acarretar em uma
série de consequéncias ao organismo, com destaque aos danos hepaticos e
cerebrais, que apresentam manifestagdes clinicas graves, podendo levar a morte,

evidenciando a importancia do estudo da sua toxicidade.

1.1 PROBLEMA

O paracetamol é o medicamento de livre prescricdo mais utilizado no mundo
como analgésico e antipirético e apesar de ser considerado muito seguro quando
utiizado em doses terapéuticas, é responsavel pelas causas mais comuns de
intoxicagdo por drogas. Essa intoxicagcdo pode ocorrer devido ao uso de
superdosagem intencional ou ndo intencional, como no uso de doses diarias
excedentes decorrentes do manejo incorreto da droga em tratamentos de dor intensa
ou de febre persistente. (KOMINEK et al., 2015; YESIL e ABDURRAHMAN, 2018)

O paracetamol sofre metabolizag&o por sulfatagao e glucuronidagao no figado,
porém cerca de 10% ¢é metabolizado pelo citocromo P450 resultando em um
metabdlito téxico chamado de N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI). Quando
utilizado em doses terapéuticas, esse metabdlito toxico é conjugado com a glutationa
e eliminado do organismo pela urina, contudo, na presenca de superdosagem do
paracetamol a quantidade de NAPQI excede o suprimento de glutationa, com
consequente acumulo do metabdlito, o qual se liga aos componentes hepaticos
causando lesdes hepatocelulares, podendo evoluir para insuficiéncia hepatica. (YESIL
e ABDURRAHMAN, 2018; GOLDFRANK et al., 2011)

Os avangos nas pesquisas a respeito do mecanismo de agcdo da droga
demonstraram que o paracetamol possui uma importante atividade no sistema
nervoso central. Ele atravessa a barreira hematoencefalica e possui um mecanismo
de acao central inibindo a COX, uma parte do paracetamol € metabolizado no cérebro
em N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI), uma substéancia téxica. (GOLDFRANK et
al., 2011; GHANEM et al., 2016).

Gosselin et al (2017) relataram um caso de ingestdo suicida de paracetamol,
quetiapina, AAS e etanol. Apds 12 horas da admissao, lesdo hepatica grave era
evidente e os biomarcadores cardiacos deterioraram-se inesperadamente. Foram
observadas elevagdes localizadas do segmento ST no eletrocardiograma, mas

angiografia descartou infarto do miocardio. Na autdpsia, os achados histolégicos
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foram indicativos de miocardite toxica aguda e concluiu-se que eram causados por
intoxicagao por acetaminofeno. A miocardite toxica € uma complicagao extremamente
rara da overdose de paracetamol. Foi relatado apenas quatro vezes na literatura,
apesar do amplo uso indevido de paracetamol.

Diante disso, o presente estudo levanta o seguinte problema: A intoxicag&o por
paracetamol, decorrente de sua superdosagem, ocasiona alteragdes

eletrocorticograficas, eletrocardiograficas e hepaticas em ratos wistar?

1.2 HIPOTESE
A intoxicagdo por paracetamol ocasiona alteragdes eletrocorticograficas,

eletrocardioldgicas e hepaticas em ratos wistar.

1.3 OBJETIVO

1.3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral identificar a ocorréncia de
alteragdes eletrocorticograficas, eletrocardiograficas e hepaticas em ratos wistar
induzidos a intoxicagao por paracetamol no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia
de Produtos Naturais (LFTPN), da Universidade Federal do Para, tendo como
beneficio conscientizar a populagcao sobre o risco a saude do uso indiscriminado da

droga.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar possiveis alteragdes eletrocorticograficas decorrentes da intoxicagéo por
uso do paracetamol.

- Verificar alteragdes nas forgas cerebrais Delta (1-4 Hz), theta (4-8 Hz), Alpha (8-12
Hz), Beta (12-28 Hz) e Gamma (28-40 Hz) avaliando suas preponderancias
(JALILIFAR et al. 2018).

- Analisar a condigdo cerebral na intoxicagao por paracetamol.

- Demonstrar possiveis alteragbes de enzimas hepaticas (AST e ALT) decorrentes da
intoxicagcao por paracetamol.

- Conhecer possiveis alteragdes eletrocardiograficas decorrentes da intoxicagao por

paracetamol.
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1.4 JUSTIFICATIVA

O paracetamol € uma droga bem tolerada que ndo compartilha dos efeitos
colaterais das demais drogas anti-inflamatérias nao esteroidais, classe de
medicamentos a qual pertence, sendo adquirida sem prescricdo medica. (GOODMAN,
2006). E o analgésico sem prescricdo mais utilizado no mundo (CHIEW et al., 2018).
Isso ocasiona um consumo indiscriminado, resultando na principal consequéncia de
superdosagem do medicamento, a intoxicagao hepatica.

O paracetamol é a droga mais utilizada em pediatria como analgésico e
antipirético, sendo administrado em todas as faixas etarias, incluindo pacientes
neonatais (MUND et al; 2015). A intoxicagao grave em criangas aparenta ser menos
frequente quando comparada a idade adulta devido a uma melhor metabolizagao
hepatica, contudo, a frequéncia de envenenamento pelo paracetamol continua em
niveis constantemente elevados, especialmente entre os adolescentes podendo levar
a insuficiéncia hepatica, a qual ,em alguns casos, pode ser fatal (MUND et al., 2015;
KOMINEK et al., 2015). A intoxicagao por paracetamol em criangas pode ocorrer por
meio da superdosagem deliberada, exposicdo nao intencional ou equivocos na
administracdo da droga pelos pais ou responsaveis, 0s quais desconhecem 0s riscos
dessa medicagdo (ALCANTARA; ALBUQUERQUE; VIERA, 2003).

Encontrou-se ainda um relato de caso que identificou uma deterioragéo
inesperada dos biomarcadores cardiacos e elevagdes localizadas do segmento ST no
eletrocardiograma apo6s 12 horas da admissdo de um paciente com intoxicagao por
acetaminofeno, quetiapina, AAS e etanol, onde concluiu-se que as alteracdes
observadas foram causadas pela intoxicagao por acetaminofeno (GOSSELIN et al.,
2017).

Além disso, sabe-se que o paracetamol atravessa facilmente a barreira
hematoencefalica e que a isoforma CYP2E1 esta presente no cérebro. Ou seja, pode-
se concluir que ha a metabolizagao do paracetamol em N-acetil-p-benzoquinoneimina
(NAPQI) no cérebro (GHANEM et al., 2016).

Portanto, apesar dos beneficios ja conhecidos da administragdo do
paracetamol, é de grande importancia o estudo da toxicidade desse medicamento,
pois além da intoxicagao por via hepatica (encefalopatia hepatica), acredita-se que o
paracetamol promova uma agéo téxica direta no tecido cerebral. Ainda, baseado em
estudo inicial que encontrou alteracdo eletrocardiografica e, considerando a

dificuldade de encontrar publicagbes a respeito desta tematica, identificamos a
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necessidade de verificar as possiveis alteracdes eletrocardiograficas decorrentes da

intoxicagao pela droga.

2. REVISAO DA LITERATURA

O paracetamol, acetaminofeno ou N-acetil-p-aminofenol € um anti-inflamatério
nao esteroidal derivado do para-aminofenol. Este medicamento foi utilizado pela
primeira vez em 1893, ganhando popularidade apenas em 1949 ao ser reconhecido
como o principal metabdlito ativo da fenacetina e acetanilida (GOODMAN, 2006).
Atualmente, € uma das mais importantes drogas de venda sem receita médica do
mundo, sendo amplamente utilizado por todas as faixas etarias e durante o periodo
gestacional. Apesar de pertencer ao grupo dos anti-inflamatoérios nédo esteroidais, o
paracetamol ndo compartilha dos efeitos adversos comuns do grupo, por isso € melhor
tolerado como analgésico e antipirético, embora seja menos eficaz como anti-

inflamatario, visto que sua atividade anti-inflamataéria é fraca (GRAHAM et al.,2013).
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Figura 1: Férmula estrutural do paracetamol.
Fonte: BORGES et al., 2018.

Por apresentar um bom efeito como analgésico e antipirético, as principais
indicagdes clinicas do paracetamol compreendem o tratamento de febre e dor de leve
a moderada, como cefaleia, dor pds-parto, dor pos-operatoério, dor cronica do cancer,
mialgia moderada e artralgia. Em criangas, seu uso como analgésico e/ou antipirético
€ mais seguro quando comparado aos outros AINES como a aspirina (SILVA, 2009).
Além disso, o paracetamol € considerado uma boa alternativa para o acido
acetilsalicilico para os pacientes que possuem contraindicagdes ao uso do mesmo,
como aqueles que apresentam alteragdes da coagulagao (hemofilicos), pacientes com
ulcera péptica, entre outros (GOODMAN, 2006).

O Paracetamol € uma droga comercializada em diversas apresentagdes, como

na forma de capsulas, comprimidos de 500 a 1.000 mg cada, gotas ou solugao,
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xarope, pos e pastilhas. Pode ser encontrado sozinho ou em associagbes (SEBBEN
et al., 2010). Sua dose oral convencional é de 325-1.000mg/dose e a sua dose diaria
total ndo deve ser superior a 4.000mg devido ao risco de intoxicagdo. Em criangas
pode-se utilizar uma dose de 10mg/kg (GOODMAN, 2006).

Apo6s administracdo oral, o paracetamol sofre rapida absor¢do pelo trato
gastrointestinal por difusdo passiva com cinética de primeira ordem ocorrendo
principalmente no intestino delgado, diante disso, a taxa de esvaziamento gastrico
influencia na sua absor¢gdo (CLISSOLD, 1986). Com a administragcdo da dose
terapéutica, o pico de concentragado plasmatica é de 5 a 20 pg/ml ocorrendo no
intervalo de tempo de 30 a 60 minutos e apresenta a meia-vida plasmatica de 2 horas
em pessoas saudaveis, podendo diminuir em pacientes com hipertireoidismo e
aumentar em pacientes com hepatite (SILVA, 2009). O farmaco possui uma
distribuicdo uniforme na maioria dos liquidos corporais, contudo, a sua ligagcéo as
proteinas plasmaticas nao é significativa quando utilizado em doses terapéuticas,
porém pode-se observar 20-50% da droga ligada a proteinas plasmaticas durante a
intoxicagao aguda (GOODMAN, 2006).

Em doses terapéuticas, o paracetamol sofre metabolizacdo hepatica sendo
conjugado com acido glicurénico (aproximadamente 60%), sulfato (cerca de 35%) ou
cisteina (cerca de 3%), além disso, pode-se detectar uma pequena porgdo de
metabdlitos desacetilados e hidroxilados (GOODMAN, 2006; SILVA, 2009). Cerca de
10% da droga sofre oxidagao por via hepatica do citocromo P450 através da CYP2E1,
resultando na formacao de N-acetil-p-benzoquinoneimina (NAPQI), um metabdlito
altamente reativo, o qual é inativado ao sofrer conjugacao com a glutationa, formando
conjugados nao téxicos de cisteina e mercapto e, em seguida, sdo excretados na urina
(CLISSOLD, 1986; GOLDFRANK et al., 2011).

Segundo Prescott (1980), o metabolismo do paracetamol é dependente da
idade e da dose utilizada pelo paciente. Em jovens e adultos, a conjugagao da droga
com acido glicurénico € a via dominante, ja em criangas e neonatos essa via de
conjugacao é deficiente e a via principal € a conjugagao com sulfato.

A principal via de excregdo do paracetamol é a renal. Ao utilizar doses
terapéuticas, 90% a 100% da droga pode ser recuperada na urina na sua forma
conjugada com sulfato ou &cido glicurénico ou cisteina, e apenas 2 a 5% do farmaco
é excretado de forma inalterada na urina (SILVA, 2009; CLISSOLD, 1986). O

paracetamol é um acido organico fraco e moderadamente soluvel em lipidios, diante
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disso, ele sofre uma consideravel filtragcao glomerular e extensa reabsorgédo tubular. A
sua excregao € independente do pH urinario, mas pode estar relacionada com o fluxo
urinario (MORRIS; LEVYX, 1984).

O paracetamol é um analgésico e antipirético muito bem tolerado e nao
apresenta os efeitos adversos comuns a classe dos anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINES) quando utilizado em doses terapéuticas (até 4g diarias). A administracédo da
droga nao possui nenhum tipo de associagdo com o aparecimento de erosdes
gastrointestinais, ao contrario do que se observa na utilizagao de outros AINES como
a aspirina (IVEY, 1983). Além disso, também n&o s&o observados efeitos prejudiciais
sobre os sistemas cardiovascular e respiratorio, ndo ocorrem alteragdes no equilibrio
acido-basico, nado tem efeito sobre as plaquetas, tempo de sangramento e/ou
excregao de acido urico (GOODMAN, 2006). Quando comparado a aspirina, por
exemplo, € menos provavel que o paracetamol produza reagdes de hipersensibilidade
urticariforme e/ou broncoespastica, contudo, segundo Settipane (1981), cercade 5 a
6% dos pacientes sensiveis a aspirina apresentam sensibilidade cruzada com o
paracetamol.

O mecanismo de acao do paracetamol € amplamente estudado, contudo ainda
nao foi totalmente elucidado. Sabe-se que o paracetamol atravessa a barreira
hematoencefalica e tem uma distribuicdo homogénea no sistema nervoso central
quando utilizado tanto em doses terapéuticas quanto em doses toxicas, possuindo um
mecanismo de acdo central. Como os outros AINES, o paracetamol também
demonstrou agir na inibicdo da COX, contudo, o mecanismo de inibicdo ndo ocorre
por meio da ligagao direta do paracetamol ao local ativo da enzima, estudos apontam
que ele reduz a forma ativa da COX tornando-a cataliticamente deficiente. Diante
disso, a funcao do paracetamol depende das condi¢cdes intracelulares e dalocalizacao
celular, em condi¢cdes onde a concentracao de peroxidos € alta, o paracetamol ndo é
ativo. Isso explica porque o paracetamol é ativo no cérebro, onde os niveis de
peroxidos sao baixos, e ndo nos locais periféricos de inflamacao. (GOLDFRANK et
al., 2011; GHANEM et al., 2016).

As propriedades antipiréticas e analgésicas do paracetamol ocorrem
predominantemente pela inibicdo indireta central da COX e a diminuicdo na sintese
de prostaglandina E2. Contudo, estudos recentes descrevem um novo mecanismo de
acao envolvendo a modulagdo do sistema canabindide enddgeno para explicar as

propriedades analgésicas. Esses estudos tém como base a desacetilagédo do
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paracetamol em P-aminofenol que sofre conjugagao com acido araquiddnico por meio
da enzima amida hidrolase de acidos graxos (FAAH) formando o N-araquidinoil-
fenolamina (AM404) no cérebro, medula espinhal e génglios da raiz dorsal. O AM404
€ um potente ativador dos receptores do subtipo 1 do vaniléide (TRPV1) e possui
semelhangas estruturais com a anandamida, um endocanabindide, tornando-o um
agonista fraco dos receptores canabinodides do tipo 1 (CB1) e 2 (CB2) e um inibidor
do transportador de membrana de anandamida. Isso resulta no aumento dos niveis
de canabindides endogenos, os quais estao presentes nos centros reguladores da
temperatura e da dor no cérebro. Diante disso, além do mecanismo de agao por meio
da inibigdo da COX centralmente, as vias de sinalizagdo vanildide e canabindide
também atuam nas agdes farmacoldgicas do paracetamol (GHANEM et al., 2016).

Além disso, um estudo desenvolvido por Blecharz-Klin et al. (2019) intitulado
Hypothalamus: Response to early paracetamol exposure in male rats offspring, avaliou
o efeito do tratamento com paracetamol na neurotransmissao hipotaldmica na prole
de ratos e demonstrou um efeito significativo da droga na neurotransmissao
dopaminérgica e noradrenérgica, alterando a concentragdo de acido glutamico no
hipotalamo, centro regulador da temperatura, podendo explicar sua agao antipirética.

A seguranga da dosagem apropriada de paracetamol resulta da disponibilidade
de doadores de elétrons, como glutationa (GSH) reduzida e outros compostos
contendo tiol (S-H). Apos a dose terapéutica, o suprimento e rotatividade de GSH
superam em muito o necessario para desintoxicar o NAPQI, evitando toxicidade.
Porém, apos overdose, a taxa e quantidade de NAPQI excedem o suprimento e
rotatividade de GSH, resultando em um NAPQI livre que se liga rapidamente aos
componentes hepaticos (GOLDFRANK et al., 2011).
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Figura 2: Mecanismo de toxicidade hepatica
Fonte: GAHNEM et al., 2016.

Como mostrado na figura 2, o evento molecular inicial da toxicidade do
paracetamol é o excesso do intermediario NAPQI apés o esgotamento de GSH. O
NAPQI que ndo é neutralizado forma adutos covalentes com macromoléculas nos
hepatdcitos, aumenta o estresse oxidativo e inibe Ca*2-Mg*2-ATPases, resultando na
desregulagéo e acumulo de Ca*? intracelular, que por sua vez pode ativar calpainas,
mediando a degradacgao proteolitica. A deplegcdo de GSH mitocondrial e os adutos
seletivos de proteinas mitocondriais estdo associados a geragcdo de Espécias
Reativas de Oxigénio (ROS) e a formagéao de poros de transicdo de permeabilidade a
membrana (MPT), que desencadeiam danos mitocondriais e liberagdo de cit C. A
inibicdo da respiragdo mitocondrial diminui os niveis de ATP, o que interrompe a
cascata de sinalizagao apoptotica e redireciona a célula para necrose (GAHNEM et
al., 2016).

Ainda, apo6s a formacao inicial de NAPQI e adutos, outros eventos moleculares
também contribuem para amplificar e propagar os danos nos tecidos. Dentre eles, a
fosforilagdo de c-Jun N-terminal quinases (JNK) por Proteina cinase quinase ativada
por mitogénio (MAPKK) e a ativagédo de RIPK1 por necroptose ou por interagao direta
com JNK. Aparentemente, os incrementos celulares de ERO ativam a cascata MAPK,

resultando na fosforilagdo sustentada de JNK, que sensibiliza as mitocodndrias para a
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sinalizagcdo de JNK. Em consequéncia de translocacdo de p-JNK para as
mitocéndrias, é fornecido um segundo sinal que amplifica o estresse oxidativo e
promove a formagao de MPT. Mais especificamente, p-JNK se liga a proteina 5 de
ligacdo ao dominio SH3 (Sh3bp5 ou Sab) na membrana mitocondrial externa,
promovendo a producdo de ERO mitocondrial por um mecanismo ainda nao
totalmente compreendido. Isso resulta na produgédo de EROs suficientes para induzir
o MPT. Dando suporte ao mecanismo dessa via, foi demonstrado que a inibicdo da
via JNK ou Sab protege contra a hepatotoxicidade do paracetamol (GAHNEM et al.,
2016).

Com relagao a necroptose, € uma forma descrita de morte celular mediada pelo
necroptossoma, um complexo proteico. Esse complexo esta envolvido na iniciacao da
necroptose e contém a proteina quinase-1 interativa com o receptor (RIPK1) e RIPK3
entre suas proteinas. A necroptose € inibida pelas necrostatinas (Nec), incluindo a
Nec-1. Essas substancias atuam como inibidores de necrose visando o RIPK1. Seu
uso experimental forneceu evidéncias de que a necrose induzida por TNF & um
processo regulado por quinase. Na auséncia ou inibigdo da caspase-8 por
manipulagdo genética ou inibidores da caspase (como z-VAD), é promovida a
interacdo entre RIPK3 e seu substrato Mixed Lineage Kinase Like (MLKL), o que
resulta em ruptura da membrana celular e morte celular. De fato, estudos mostraram
que o inibidor de RIPK1, Nec-1, protege contra a hepatotoxicidade de paracetamol in
vivo em camundongos e, também, in vitro. Isso sugere fortemente que a necroptose
contribui para o mecanismo de toxicidade do paracetamol (GAHNEM et al., 2016).

A superdosagem de paracetamol € a principal causa de Faléncia Hepatica
Aguda (FHA) em diversos paises do mundo. A FHA definida como uma lesdo aguda
e grave, com encefalopatia, em pacientes sem doencga hepatica prévia, sendo de mau
prognostico. Durante sua progresséao, o aparecimento da Encefalopatia Hepatica (EH)
é indicativo de piora da fungao hepatica. A fisiopatologia da EH é multifatorial, sendo
0 excesso de concentragdo de amobnia no sangue um dos fatores mais importantes
em sua génese (SBH; GAHNEM et al., 2015; GAHNEM et al., 2016).

A overdose concomitante de benzodiazepinicos ou analgésicos € frequente em
pacientes admitidos com intoxicagcdo por paracetamol. Como evidéncias de
superdosagem concomitante ha a benzodiazepina, que apresentou um fator de risco
independente no desenvolvimento de EH e disfungédo renal. Ja os analgésicos

opioides foram um fator de protecdo no desenvolvimento de EH. O acido
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acetilsalicilico mostrou-se como um fator de risco no desenvolvimento de EH e morte
ou transplante hepatico. Os AINES tenderam para um resultado mais favoravel.
Assim, overdose concomitante de benzodiazepina ou &acido acetilsalicilico foi
associada a uma toxicidade mais grave, enquanto a overdose concomitante de
analgésicos opidides foi associada a uma menor toxicidade (SCHMIDT; DALHOFF,
2002).

E geralmente aceito que as alteracdes cerebrais produzidas pela intoxicagéo
por paracetamol sdo secundarias ao desenvolvimento de FHA. No entanto, ele
ultrapassa prontamente a barreira hematoencefalica e € distribuido homogeneamente
por todo o SNC. O CYP2E1, uma das isoformas do CYPs envolvidas na bioativagéo
do paracetamol pelo figado, também é expresso no cérebro. Sendo assim, isso indica
que ele pode ser metabolizado pelas células do cérebro para produzir o intermediario
reativo toxico NAPQI in situ (GHANEM et al., 2016).

Ha evidéncias, por exemplo, acerca de dois conhecidos genes-alvo do fator
nuclear 2 relacionado ao eritroide 2 (Nrf2), quinoneoxidoredutase 1 (Nqo1) e heme-
oxigenase 1 (Ho-1). O Nrf2 é o fator de transcrigéo que impulsiona a expressao génica
mediada por elemento de resposta antioxidante (ARE). Assim, em um suporte
adicional a uma resposta Nrf2 no cérebro, apds o tratamento com paracetamol, a
expressao de Ngo1 e Ho-1 foi significativamente aumentada por ele. O mRNA do
cérebro e a expressao proteica de Nqo1 aumentaram 24 horas apds a administragao
de paracetamol, enquanto os niveis de mRNA de Ho-1 aumentaram apds 6h
(GAHNEM et al., 2015).

Evidéncias adicionais que apoiam os potenciais efeitos deletérios in situ do
paracetamol no cérebro vém de estudos que mostram que ele aumenta a atividade
enzimatica do CYP2E1 neuronal e os niveis de proteina, levando a morte celular
neuronal através de mecanismos mediados pelas mitocondrias que envolvem
liberag&o do citocromo c e ativagéo da caspase 3 (GANHEM et al., 2016).

Além disso, estudos indicam efeitos da exposicao de fetos ao paracetamol.
Existe a possibilidade de o feto ter seu desenvolvimento neuronal afetado, assim como
um risco aumentado de paralisia cerebral espastica em criangas pré-natal expostas a
doses dele. Porém, n&o se deve excluir a possibilidade de confusdo com por doencas
subjacentes (FAYS et al., 2015; PETERSEN, 2018).

O reconhecimento e o tratamento precoces de pacientes com intoxicagao por

paracetamol sdo essenciais para minimizar a morbimortalidade. O curso clinico da
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toxicidade aguda por paracetamol pode ser dividido em quatro estagios, descritos no

quadro abaixo.

ESTAGIO |

e Ainda nao ocorreu lesédo hepatica.

e Pacientes com hepatotoxicidade grave podem ser assintomaticos.

e Os achados clinicos, quando presentes, sdo inespecificos e podem
incluir nausea, vémito, mal-estar, palidez e diaforese.

e indices laboratoriais de funcdo hepatica sdo normais.

ESTAGIO I

e Representa o inicio da lesdo hepatica.

e A aspartato aminotransferase (AST) € a medida mais sensivel e
amplamente disponivel para detectar o inicio da hepatotoxicidade.

e As alteracdes da AST sempre precedem evidéncias de disfuncao
hepatica real (tempo prolongado de protrombina (TP), razao
normalizada internacional (INR), aumento da concentragédo de
bilirrubina, hipoglicemia e acidose metabdlica).

e o inicio da elevagao do AST é mais comum dentro de 24 horas apos a
ingestdo, mas é quase universal em 36 horas. Em pacientes mais
graves, ocorre em até 12 horas.

e Os sintomas e sinais durante o estagio Il variam com a gravidade da

lesdo hepatica.

ESTAGIO Il

e Definido como o tempo de hepatotoxicidade maxima, ocorre mais
comumente entre 72 e 96 horas apos a ingestéo.

e A manifestacdo clinica do estagio Il inclui insuficiéncia hepatica
fulminante com encefalopatia, coma ou hemorragia raramente
exsanguinante.

e Os resultados de estudos de laboratdrio sdo variaveis. Concentragcdes
de AST e alanina aminotransferase (ALT) acima de 10.000 Ul / L s&o

comuns.
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e Mais importante que o grau de elevagdao da concentragdo de
aminotransferase, anormalidades no TP e INR, glicose, lactato,
creatinina e pH sado determinantes essenciais do prognéstico e

tratamento.

ESTAGIO IV

e As fatalidades por insuficiéncia hepatica fulminante geralmente
ocorrem entre 3 e 5 dias apos uma overdose aguda. A morte resulta de
complicagbes unicas ou combinadas ou de faléncia de varios 6rgaos,
incluindo hemorragia, sindrome do desconforto respiratério agudo,
sepse e edema cerebral.

e Os pacientes que sobrevivem a esse periodo atingem o estagio 1V,
definido como a fase de recuperacgao.

e A taxa de recuperacgao varia, na maioria dos casos, AST, pH, TP e INR
e lactato sdo normais em 7 dias em sobreviventes de overdoses

agudos.

Quadro 1: Curso clinico da toxicidade aguda por paracetamol.
Fonte: GOLDFRANK et al., 2011.

Com relagdo ao manejo da overdose por paracetamol, a administracdo de
carvao ativado (CA) logo apés a ingestao pode diminuir o numero de pacientes com
paracetamol acima da linha de tratamento. O esvaziamento gastrico nédo é
considerado para pacientes com overdose isolada de acetaminofeno, pois a absorgcao
gastrica é muito rapida. Apesar de o ideal ser administrar o CA de 1-2h apés a ingestao
do paracetamol, ndo é contraindicada a administragcdo em horas mais tardias. Se a
administracdo de CA retardada ou repetida for indicada devido a suspeita de absorgao
retardada ou co-participantes, uma estratégia usando um protocolo de N-acetilcisteina
(NAC) IV deve ser considerado. Como alternativa, pode-se administrar NAC via oral e
CA com diferenca de 1-2h entre eles, dando ao NAC a prioridade da primeira dose.
Em casos incomuns, como resultado de co-participantes, o momento da apresentagéo
e a indisponibilidade de NAC IV, NAC oral e CA podem ser administrados
simultaneamente (GOLDFRANK et al., 2011).

Além disso, realizam-se medidas de suporte, como controle de nausea e

vomito, lesdo hepatica, disfuncdo renal e outras manifestagbes. O transplante de
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figado pode aumentar a sobrevida de um grupo seleto de pacientes graves com
insuficiéncia hepatica fulminante induzida por acetaminofeno (GOLDFRANK et al.,
2011).

3. METODOLOGIA

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo de desenho experimental.

3.2 AMBIENTE DA PESQUISA

A pesquisa sera realizada no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de
Produtos Naturais — ICB/UFPA.

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados 45 ratos da linhagem Wistar, com 12 semanas de idade, do
sexo masculino, pesando entre 200 a 230g, provenientes do Biotério da Universidade
Federal do Para e mantidos no Laboratorio de Farmacologia e Toxicologia de Produtos
Naturais, sob condicdes de livre acesso a agua e alimentagdo, com temperatura
ambiente de 23-25°C e ciclo claro-escuro de 12h.

Os animais foram divididos nos seguintes grupos experimentais: a) Grupo
Controle (n=9) recebera solucéo fisiolégica 0,9% via gavagem; b) Grupo
acetaminofeno (n=9) recebera a dose de 1g/kg V.O. de acetaminofeno (dose toxica
aguda) (MCGILL et al. 2012).

Este grupo foi acompanhado com registro eletrocorticografico (ECoG) e registro
eletrocardiografico (ECG) nos periodos de 24, 48, 72, 96 horas apds administragao
do acetaminofeno. Cada registro teve duragao de 5 minutos.

A pesquisa foi regida segundo os preceitos da legislagdo nacional para
utilizacdo e criacdo de animais para experimentacdo e os Principios Eticos do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) com parecer
aprovado pelo comité de ética CEUA n° 1649221220 (ID 001621).



23

3.4 SUBSTANCIAS QUIMICAS

Para a realizagdo do trabalho foram utilizadas as seguintes substancias
quimicas: anestésico Cloridrato de Cetamina 50mg/kg, obtido do Laboratdério Kding
(Santana de Parnaiba, SP, Brasil); Cloridrato de Xilazina 5mg/kg, obtido do laboratorio
Vallée (Montes Claros, MG, Brasil), o anestésico local Lidocaina 2%, proveniente do
laboratdrio Hipolabor (Sabara, MG, Brasil), para implantes de eletrodo; Acetaminofem

1g/kg (paracetamol gotas) Aché Laboratério Farmacéutico AS (Guarulhos Sao Paulo).

3.5 ELETROFISIOLOGIA

3.5.1 ELETROCORTICOGRAMA

Os implantes de eletrodos para aquisigao do Eletrocorticograma (ECoG) foram
realizados na coordenada Bregma -0,96 e £1 mm para lateral de cada hemisfério
representado pelo cortex motor (Paxios 2005). No quinto dia apés a cirurgia, os
eletrodos foram conectados a um sistema de aquisicao de dados, composto por um
amplificador de alta impedancia (Grass Technologies, P511), monitorado por um
osciloscopio (Protek, 6510), os dados foram continuamente digitalizados em uma taxa
de 1 KHz por um computador equipado com uma placa de aquisicdo de dados
(National Instruments, Austin, TX), armazenados em disco rigido e processados
através de um software especializado (LabVIEW express). O eletrodo de registro
estara localizado no lado direito do hemisfério, e do lado esquerdo o eletrodo de

referéncia. Todo o experimento foi executado dentro da gaiola de Faraday.

3.5.2 ANALISE DOS DADOS ELETROFISIOLOGICOS

Para as analises dos sinais de uma ferramenta foi construida usando a
linguagem de programacéo Python vers&o 2.7. As bibliotecas Numpy e Scipy foram
usadas para o processamento matematico e a biblioteca Matplolib para os graficos. A
interface grafica foi desenvolvida utilizando a biblioteca PyQt4. Os graficos de
amplitude demonstram a diferenga de potencial entre os eletrodos de referéncia e de
registro. Nos sinais foram observadas 1000 amostras por segundo. As analises dos
registros foram feitas até 40 Hz, e as bandas foram analisadas de acordo com Jalilifar
et al. (2017) e Hamoy et al. (2018), que corresponde: Delta (1-4 Hz), Theta (4-8 Hz),
Alpha (8-12 Hz), Beta (12-28 Hz) e Gamma (28-40 Hz).
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3.5.3 ELETROCARDIOGRAMA

A atividade eletrocardiogréfica foi obtida na derivagdo D-Il, para evitar
movimentagao excessiva foi aplicado 2,5 mg/kg i.p. de Diazepam, os eletrodos foram
confeccionados de forma ndo conjugada, o eletrodo de referéncia foi posicionado
em baixo da axila direita ( 0,5 cm) e o eletrodo de registro fixado no decimo espacgo
intercostal , (3,5 cm) abaixo da axila esquerda, obedecendo o vetor de registro. Cada
registro teve duragcdo de 5 minutos e os dados que foram analisados: Frequéncia
cardiaca (bpm), Intervalo R-R (ms), intervalo P-Q (ms) duragc&o de QRS (ms), Intervalo
QT (ms).

3.6 FUNGAO HEPATICA

Ap06s o experimento eletrocardiografico foi coletado 1mL de sangue através de
puncdo cardiaca, para analise da fungdo hepatica, o sangue armazenado em frasco
contendo EDTA para a retirada do plasma, seguido de analise pelo Kit Labtest (ALT e

AST) usando a espectofotometria calibrado na absorbancia de 340 nm.

3.7 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Grupo Controle Grupo .
= Acetaminofeno
(n=9)
(n=9)

| Implante de eletrodo coordenada esteriotaxica -0.96 Bregma (cortex motor) ECoG ‘

Solucdo Acetaminofeno,
fisioldgica 0.9% 3 1g/kg via gavagem

‘ 24 horas apds registrar ECoG e ECG (avaliagdo das oscilagdes cerebrais ) ‘

‘ 48 horas apds registrar ECoG e ECG ( avaliag3o das oscilagdes cerebrais) ‘

‘ 72 horas apés registrar ECoG e ECG (avaliagdo das oscilagBes cerebrais) ‘

‘ 96 horas apds registrar ECoG e ECG (avaliagio das oscilagBes cerebrais) ‘
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3.8 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram analisados por meio de comparacao entre médias. Foi aplicado
analise de variancia ANOVA, seguida de teste de Tukey. Foi considerado um nivel de

significancia p < 0,05. Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism ®5.

4. RESULTADOS

4.1 ALTERAGAO DO REGISTRO ELETROCORTICOGRAFICO

No registro controle pode ser observado regularidade no tragado
eletrocorticografico, o que pode ser notado a partir da amplificagao do registro e
espectograma demonstrando maior intensidade de energia nas frequéncia abaixo de
10 Hz (Figura 3 A), a média de poténcia obtida no grupo foi de 0.1418 £ 0.01239
mV2/Hz x 10 * (Figura 4 A).

Ap6s o periodo de 24 horas da administragdo do acetaminofeno 1g/Kg VO,
apresenta caracteristica muito semelhante ao grupo controle, o tragado
eletrocorticografico mantendo a regularidade e espectograma com maior distribuigao
de energia abaixo de 10 Hz (Figura 3 B). A média de amplitude foi 0.1318 £ 0.02316
mV?/ Hz x 10 3, ndo demonstrou diferenca estatistica para o grupo controle (Figura 4
A). Ap6s a administracdo de acetaminofeno 48 horas, o tragado eletrocorticografico
se manteve regular, muito semelhante ao grupo controle, o espectograma com
caracteristica semelhante ao controle, e intensidade de energia abaixo de 10 Hz
(Figura 3 C), a média de poténcia obtida apdés 48 horas da administragcdo do
acetaminofeno foi de 0.1169 + 0.002794 mV?Hz x 10 * demonstrou diferenga
estatistica para o grupo controle (Figura 4 A).

Para o grupo avaliado 72 horas apos a administracdo de acetaminofeno pode
ser observada irregularidade no tragcado com variagées de amplitude, caracteristico
com maior intensidade de for¢ga abaixo dos 10 Hz (Figura 3 D). A média de poténcia
foi de 0.08829 + 0.01215 mV2/ Hz x 10 ® e demonstrou diferencga estatistica para os
grupos controle, 24 horas e 48 horas (Figura 4 A).

O grupo registrado 96 horas apdés a administragdo do acetaminofeno
apresentou irregularidades no tragado eletrocorticografico, porém o espectograma
com maior intensidade de poténcia nas frequéncias abaixo de 10 Hz (Figura 3 E). O

registro apresentou média de poténcia de 0.06527+ 0.01887 mV2 / Hz x 10 % e
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demonstrou diferenca estatistica para os grupos controle, 24 horas, 48 horas (Figura
4 A).
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Figura 3 - Demonstrativo dos registros obtidos apés administragéo de acetaminofeno na dose
de 1g/kg VO, registros com duragao de trés minutos (esquerda), amplificagdo dos registros
(centro) e espectograma de distribuicdo de energia (direita). Registro com tragado
eletrocorticografico (ECoG) controle (Figura 3 A); Registro ECoG obtido apds 24 horas da
administragcdo de acetaminofeno (Figura 3 B); Tracado ECoG obtido 48 horas apds
administracdo de acetaminofeno (Figura 3 C); Registro ECoG obtido em 72 horas apos
administragdo do acetaminofeno (Figura 3 D); Registros obtidos 96 horas apds administragao

do acetaminofeno (Figura 3 E).
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Figura 4 - Grafico demonstrando a poténcias da atividade captado pelos eletrodos apds a
administracdo de acetaminifeno 1g/kg VO (Figura 4 A), Avaliacdo da poténcia da atividade
nas oscilagdes em delta apés administracido de acetaminofeno (Figura 4 B); Andlise das
poténcias das oscilagdes em theta (Figura 4 C). (***) indica diferenca estatistica para o
controle; (+++) indica diferenga estatistica para grupo AMP 24 horas; (###) indica diferenca
estatistica para o grupo AMP 48 horas; (**) indica diferenca estatistica para o grupo AMP 72
horas. Apés ANOVA e teste de Turkey, (*) P<0.05; (**) P<0.01; (***) P<0.001.

A média de oscilagdes cerebrais em delta para o grupo controle foi de 0.04863
+0.01062 mV2/Hz x 10 ® que n&o indicou diferenga estatistica para os grupos de
24 horas (0.04573 + 0.007410 mV?/Hz x 10 %) e 48 horas (0.04489 + 0.008746 mV?
/ Hz x 10 3). Para o grupo avaliado 72 horas apds a administragdo de acetaminofeno
a média foi 0.03494 + 0.008746 mV?/Hz x 10 * ndo apresentou diferenca estatistica
para o grupo avaliado 96 horas apds administracdo do acetaminofeno a média
0.02625 + 0.005277 mV?/ Hz x 10 3, porém estes grupos apresentaram diferenca
estatistica para o controle, 24 horas e 48 horas F (4-40)=13.38; P<0.0001 (Figura 4
B).

A média das oscilagbes cerebrais em theta para o grupo controle foi de
0.02932 + 0.002654 mV?/Hz x 10 3, ndo demonstrou diferenga estatistica para os
grupo 24 horas (0.02956 + 0.003664 mV?2/Hz x 10 2), 48 horas (0,02820 + 0.005300
mV2/ Hz x 10 3) e 72 horas (0.02742 + 0.003375 mV?/Hz x 10 3), porém todos os
grupos mantiveram diferenca estatistica para o grupo de 96 horas (0.01706 *
0.004002 mV?/Hz x 10 ®) F (4-40)=16.29; P<0.0001 (Figura 4 C).
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Figura 5 - Grafico demonstrando a poténcias nas oscilagdes em alfa apdés a administracdo de
acetaminofeno 1g/kg VO (Figura 5 A); Avaliagao da poténcia da atividade nas oscilagdes em
Beta apds administragcao de acetaminofeno (Figura 5 B); Analise das poténcias das oscilagdes
em Gamma (Figura 5 C). (***) indica diferenca estatistica para o controle; (+++) indica
diferenca estatistica para grupo AMP 24 horas; (###) indica diferenca estatistica para o grupo
AMP 48 horas; () indica diferenga estatistica para o grupo AMP 72 horas. Apos ANOVA e
teste de Turkey, (*) P<0.05; (**) P<0.01; (***) P<0.001.

A média das oscilagdes cerebrais em alfa para o grupo controle foi de 0.01108
+ 0.001132 mV?/ Hz x 10 3, ndo demonstrou diferenca estatistica para os grupo 24
horas (0.01062 + 0.001621 mV2/ Hz x 10 2), 48 horas (0,01059 + 0.001091 mV?/ Hz
x 10 ) e 72 horas (0.01243 + 0.001235 mV?/ Hz x 10 3), porém todos os grupos
mantiveram diferenga estatistica para o grupo de 96 horas (0.01346 + 0.001853 mV?
/Hz x 10 ®) F (4-40)=7.159; P=0.0002 (Figura 5 A).
Para as oscilagcdes em beta o grupo controle (0.01111 £ 0.001048 mV?/Hz x
10 3), grupo 24 horas (0.01175 + 0.001319 mV2 / Hz x 10 3) e grupo 48 horas
(0.01043 + 0.001222 mV2 / Hz x 10 ®) n&o apresentaram diferencga estatistica. Para
0 grupo 72 horas com média de 0.008207 * 0.002229 mV?Hz x 10 * apresentou
diferenca estatistica para os grupos controle, tratado 24 horas e tratado 48 horas. Para
0 grupo 96 horas a média para beta foi de 0.006058 + 0.001360 mV? / Hz x 10 3,
apresentou diferenca estatistica para os grupos controle, 24 horas, 48 horas e 72
horas. F (4-40) = 22.21; P<0.0001 (Figura 5 B).
A média de oscilagbes cerebrais em Gamma para o grupo controle foi de
0.009525 + 0.0009545 mV?/ Hz x 10 ® que nao indicou diferenca estatistica para os
grupos de 24 horas (0.008946 + 0.0007535 mV?/Hz x 10 3), porém mantiveram
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diferenca estatistica para o grupo 48 horas (0.007572 + 0.001187 mV?/ Hz x 10 3).
Para o grupo avaliado 72 horas apés a administragdo de acetaminofeno a média foi
0.004577 + 0.001308 mV?/ Hz x 10 * apresentou diferencga estatistica para os grupos
controle, 24 horas e 48 horas. A média de oscilagbes gamma para o grupo de 96 horas
apo6s administragdo do acetaminofeno a média 0.002908 + 0.0006483 mV2/Hz x 10 3,
apresentou diferenca estatistica para o controle, 24 horas 48 horas e 72 horas. F (4-
40) = 73.22; P<0.0001 (Figura 5 C).

4.2 ALTERAGAO ELETROCARDIOGRAFICA
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Figura 6 — Eletrocardiograma controle em derivagao D-Il no rato (Figura6 A), Ampliagao do
registro em 1 segundo e nos tragos em vermelho representa os intervalos a serem
analisados: Intervalo R-R (ms), Intervalo P-Q (ms), Intervalo Q-T (ms), Duragao do complexo
QRS (ms) (Figura 6 B).

Atividade cardiaca do rato no grupo controle na derivagao D-1I demonstrando
a amplitude do registro com duracao de 10 segundos (Figura 6 A), apdés a
amplificacdo em 1 segundo, pode ser observado o ritmo sinusal, apresentando todas
as deflagragdes cardiacas, com atividade atrial representado pela onda P, atividade
ventricular representada pelo complexo QRS e repolarizagdo ventricular onda T
(Figura 6 B).
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Figura 7 — Eletrocardiograma na derivagao D-ll no rato com duragao de 10 segundos para o
grupo 24 horas (Figura 7 A), Ampliagcdo de 1 segundo demonstrando ritmo sinusal para o
grupo 24 horas (Figura 7 B), Tragado eletrocardiografico com duragéo de 10 segundos para

o grupo 48 horas (Figura 7 C), ampliagao do registro em 1 s demonstrando as deflagragées
cardiacas para o grupo 48 horas (Figura 7 D).

Os grupos que receberam acetaminofeno 1 g/kg VO avaliados 24 e 48 horas
(Figura 7 A, B, C e D), pode ser observado ritmo sinusal, com todas as deflagragdes

cardiacas com atividade cardiaca semelhante ao grupo controle.
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Figura 8 — Eletrocardiograma na derivagao D-II no rato com duragdo de 10 segundos para

o grupo 72 horas (Figura 8 A), ampliagdo de 1 segundo para o grupo 72 horas, demonstrando
as caracteristicas do tragado eletrocardiografico (Figura 8 B), tracado eletrocardiografico com

duracéo de 10 segundos para o grupo 96 horas (Figura 8 C), ampliagcao do registro em 1s

demonstrando as deflagragdes cardiacas para o grupo 96 horas (Figura 8 D).
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A partir das 72 horas de intoxicag&o foi mantido o ritmo sinusal (Figura 8 A e
B), porém, pode ser observada diminuigdo na atividade cardiaca quando comparada
ao controle (Figura 8 B). O grupo 96 horas apresentou diminuicdo da atividade
cardiaca, com ritmo sinusal (Figura 8 C e D). Uma das alteragdes nos registros foi o

formato da onda T que apresentou maior abertura e irregularidades (Figura 8).
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Figura 9 — Médias de frequéncia cardiaca (bpm) registradas nos grupos controle, 24 horas,
48 horas, 72 horas e 96 horas apds a administragao do acetaminifeno (Figura 9 A), Avaliagao
das médias de intervalos R-R (ms) dos eletrocardiogramas para os grupos (Figura 9 B),
Avaliagdo das meédias de intervalos P-Q (ms) para os grupos (Figura 9 C). (***) indica
diferenca estatistica para o controle; (+++) indica diferenca estatistica para grupo AMP 24
horas; (###) indica diferenca estatistica para o grupo AMP 48 horas; (***) indica diferenca
estatistica para o grupo AMP 72 horas. Apés ANOVA e teste de Turkey, (*) P<0.05; (**)
P<0.01; (***) P<0.001.

A atividade cardiaca dos grupos foi feita a partir da analise eletrocardiografica
onde a frequéncia cardiaca para o grupo controle teve média de 358.3 + 10.31 bpm,
nao apresentou diferenga estatistica para os grupos 24 e 48 horas com médias
respectivas de 363.1 + 9.854 e 351.1 £ 10.54 bpm. A frequéncia cardiaca para o grupo
72 horas e 96 horas apresentaram meédia de 307.8 + 18,56 e 298.7 + 14.45 bpm,
apresentaram diferenga estatistica para os grupos controle, 24 horas e 48 horas (F(4,
40) = 48.92 P<0.0001) (Figura 9 A).

As médias de intervalo R-R nao apresentaram diferencga estatistica entre os
grupos controle, 24 horas e 48 horas com médias respectivas de 167.8 £ 5.333 ms,
166,7+ 2.784 ms e 168,3+ 4.213 ms. Para os grupos 72 horas e 96 horas
apresentaram médias de intervalo R-R de 202.2 £ 7.759 ms e 207.6 + 6.640 ms,
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apresentaram diferenca estatistica para os grupos controle, 24 horas e 48 horas (F(4,
40)=120,8; P<0.0001) (Figura 9 C).

A avaliagédo das médias do intervalo P-Q nao demonstraram diferengas
estatistica entre os grupos controle, 24 horas e 48 horas, que apresentaram médias
respectivas de 64.94+1.4434 ms, 65.19 + 0.9610 ms e 64.89 + 3.621 ms. Para os
grupos de 72 horas e 96 horas as médias foram de 72.21 + 5.028 ms e 71.08+4.959
ms, apresentaram diferenga estatistica para os grupo controle, 24 horas e 48 horas

(F(4, 40 )=9.134; P<0.001) (Figura 9 C).
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Figura 10 — Avaliacao das médias de duracao do complexo QRS (ms) para os grupos (Figura
10 A), Avaliagcao das médias de intervalos Q-T (ms) para os grupos (Figura 10 B). (***) Indica
diferenca estatistica para o controle; (+++) Indica diferenga estatistica para grupo AMP 24
horas; (###) Indica diferenga estatistica para o grupo AMP 48 horas; (") Indica diferenca
estatistica para o grupo AMP 72 horas. Apds ANOVA e teste de Turkey, (*) P<0.05; (**)
P<0.01; (***) P<0.001;( n=9).

Na analise da duracdo de QRS nao foram observadas diferencas entre os
grupos controle e 24 horas que apresentaram médias de 7.567 £ 0.3428 ms e 8.333
1 0.9460 ms. Para o grupo de 48 horas a média foi de 8.522 + 0.4466 ms, apresentou
diferenga estatistica para o grupo controle. O grupo de 72 horas apresentou média
9.332 £ 0.7513 ms apresentou diferenga estatistica para os grupos controle e 24
horas. A média de duragdo de QRS para o grupo de 96 horas foi de 9.857 + 0.6882
ms, apresentou diferenga estatistica para os grupos controle, 24 horas e 48 horas.

(F(4,40)=15.87; P<0.0001) (Figura 10 A).
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Para o intervalo Q-T os grupos controle, 24 horas e 48 horas apresentaram
meédias respectivas de 20.59 £ 0.8023 ms, 21.40 £ 1.145 ms e 21.91 £ 0.6990 ms nao
apresentaram diferenga estatistica. Para os grupos 72 horas e 96 horas as médias
foram de 23.89 £ 1.411 ms e 24.41 + 1.677 ms, apresentam diferenca estatistica para
0s grupos controle, 24 horas e 48 horas (F (4,40) = 16.72; P<0.0001) (Figura 10 B).

4.3 ELEVAGAO DAS TRANSAMINASES (ALT E AST)

Para avaliagéo da fungéao hepatica apds administragédo de acetaminofeno 1g/kg
VO, foi feito a medida de atividade da ALT, para o grupo controle a média foi de
36.47+ 7.881 U/L, ndo demonstrou diferenga estatistica para o grupo 24 horas com
média de 39.80+ 12.67 U/L. Para o grupo 48 horas a atividade da ALT teve média de
81.85+£15.87 U/L, apresentou diferenga estatistica para os grupos controle e 24 horas.
Para o grupo 72 horas a média foi 76,84 +12.23 U/L, apresenta diferenca estatistica
para os grupos controle, 24 horas e 48 horas. Para o grupo de 96 horas a média de
atividade foi de 99.00 £12.77 U/L apresentou diferenga estatistica para os grupos
controle, 24 horas, 48 horas e 72 horas. (F(4,40)=43.07; P<0.0001) (Figura 11 A) .
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Figura 11 — Demonstra a média de atividade de ALT (U/L) nos grupos controle, 24 horas, 48
horas, 72 horas e 96 horas (Figura 11 A), Avaliagdo das médias de atividade de AST (U/L),
para os grupos (Figura 11 B). (***) indica diferenga estatistica para o controle; (+++) indica
diferenca estatistica para grupo AMP 24 horas; (###) indica diferenca estatistica para o grupo
AMP 48 horas; () indica diferenga estatistica para o grupo AMP 72 horas. Apés ANOVA e
teste de Turkey, (*) P<0.05; (**) P<0.01; (***) P<0.001 ;( n=9).

Para avaliagdo da atividade da fungdo hepatica apdés administracdo do

acetaminofeno foi avaliado a atividade da AST, para o grupo controle a média foi
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61.60+7.159 U/L, ndo apresentou diferenga estatistica para o grupo 24 horas
(74.48£14.13 U/L). Para o grupo 48 horas a média foi de 89.69+9,892 U/L demonstrou
diferenga estatistica para o grupo controle. A atividade da AST para os grupos 72
horas e 96 horas tiveram médias respectivas de 147.1 £ 29.65 U/L e 158.6 + 25.85
U/L e tiveram diferenca estatistica para os grupos controle, 24 horas e 48 horas (F(4,
40)= 45.57 P<0.0001) (Figura 11 B).

5. DISCUSSAO

Observou-se redugdo progressiva da poténcia da eletrocorticografia de acordo
com a progressao do tempo de observagao apos a administracédo do acetaminofeno
1g/Kg por via oral. No grupo tratado com acetaminofeno, a poténcia média foi cerca
de 50% mais baixa na amplitude das oscilagdes cerebrais em relagdo ao controle.

Os resultados observados primeiramente nos registros eletrocorticograficos
demonstraram variagdes significativas para onda gamma a partir das 48 horas de
observagdo. Em 72 horas, as ondas gamma, beta e delta apresentaram diferengas
significativas quando comparadas ao grupo controle. Em todos os tipos de ondas
(alpha, beta, delta, gamma e theta) houve diferenga significativa as 96 horas apos a
aplicagao.

E importante destacar que, dentre as variagdes encontradas, somente a onda
alpha apresentou aumento de sua atividade, enquanto as demais apresentaram
reducdo. A onda alpha é a onda dominante durante a vigilia, sendo associada ao
tempo da percepgédo visual, estado de consciéncia, inibicdo cognitiva sensorial e
coordenacao social (LEFEBVRE et al., 2018).

Pacientes com dor crénica demonstraram elevacao da amplitude de poténcia,
especialmente de ondas de baixa frequéncia, como as ondas delta e theta, em areas
cerebrais como o cortex pré-frontal e o cortex somatossensorial primario. Em ratos,
foi demonstrado que as dores de origem neuropatica apresentam aumento de
amplitude em regido somatossensorial primaria (LEBLANC et al., 2016). Outra area
cerebral implicada no processamento da dor € o ventral-posterolateral do talamo
(LEBLANC et al., 2014).

Nossos achados sao correspondentes aos efeitos analgésicos centrais
promovidos pelo acetaminofeno. Acredita-se que estes efeitos estejam relacionados
a interferéncia na via de dor descendente serotoninérgica, por meio do receptor 5-

hidroxi-triptamina tipo 3 (5-HT3), observado em modelos animais (ALLOUI et al., 2002;
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ANDERSON, 2008). Outra hipotese é a acao indireta sobre as vias serotoninérgicas
pela diminuicdo da sintese de prostaglandinas (PG) por meio do receptor EP3
(GRAHAM; SCOTT, 2005). No entanto, as acdes do acetaminofeno no sistema
nervoso central ainda sao pouco esclarecidas e precisam de mais estudos (GHANEM
et al., 2016).

A reducdo das ondas cerebrais beta, delta, gamma e theta (Figuras 4 e 5),
encontrada neste estudo, sugerem que o acetaminofeno ou qualquer de seus
metabdlitos podem afetar direta ou indiretamente as vias envolvidas na geragao
desses ritmos, podendo inibir as fungdes associadas as oscilagbes cerebrais e
corroborando o fato de que a droga age como um inibidor do SNC.

Quanto ao registro eletrocardiografico, no grupo acetaminofeno, observou-se
diminuicao da atividade cardiaca e alteragcdes nos intervalos R-R, P-Q e Q-T apés 72
e 96 horas, além de aumento de duragcdo do QRS a partir de 48 horas da
administracdo de dose téxica aguda, mantendo ritmo sinusal. No estudo, também foi
identificado alteragdes no formato da onda T, a qual apresentou maior irregularidades
e abertura.

Apesar do nosso estudo ter encontrado alteragcbes nos registros
eletrocardiograficos e na atividade cardiaca, esse assunto ainda € muito divergente,
pois além da escassez de pesquisas nao foi encontrado consenso na literatura quanto
aos possiveis danos cardiacos relacionados a intoxicagdo por acetaminofeno. Por
exemplo, os estudos desenvolvidos por Kakarla et al (2010) e Mccrae et al (2018), ndo
identificaram mecanismos do paracetamol relacionado ao aumento do risco
cardiovascular ou de possiveis alteragdes eletrocardiograficas.

Em nossos resultados, o aumento da atividade de ALT e AST observado foi
estatisticamente significativo a partir de 48 horas da administragdo da dose toxica de
acetaminofeno quando comparado ao grupo controle, apresentando um maior
aumento nos grupos de 72 horas e 96 horas (Figura 11).

As transaminases, aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) s&o utilizadas como sensiveis marcadores de danos
teciduais, principalmente danos hepatocelulares decorrentes de toxicidade por drogas
ou doengas, observando-se o aumento da atividade dessas enzimas no sangue. A
leséo hepatica induzida por drogas, promove liberagao de proteinas enzimaticas do

tecido danificado na circulagdo sanguinea, diante disso, os niveis sanguineos das
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transaminases aumentam significativamente, podendo variar de 10 a 100 vezes acima
do valor de normalidade (KOBAYASHI, SUZUKI, SUGAI, 2020).

No presente estudo, semelhante a literatura, os ratos submetidos a dose toxica
de acetaminofeno de 1g/kg de peso corporal exibiram aumento das atividades das
transaminases AST e ALT, indicando que esta dosagem de acetaminofeno configurou
danos hepaticos. O dano hepatico prejudica a fungdo de transporte dos hepatdécitos,
produzindo danos a membrana plasmatica resultando em extravasamento e perda da
integridade celular, além do aumento da atividade enzimatica de AST e ALT
(LLAVENIL S. et al., 2016).

6. CONCLUSAO

Este estudo demonstrou as alteragées eletrofisiolégicas no sistema nervoso
central, cardiaco e hepatico apdés a administragao via oral de dose toxica (1g/kg) de
acetaminofeno. As alteragdes hepaticas aqui descritas corroboram com os danos
hepaticos, ja amplamente conhecidos, decorrentes da toxicidade do acetaminofeno,
demonstrado pelo aumento dos niveis das transaminases AST e ALT. Com relagéo
as alteragbes eletrocardiograficas, observou-se redugdo da atividade cardiaca e
alteragcado nos segmentos eletrocardiograficos, mantendo o ritmo sinusal.

No sistema nervoso central, observou-se uma redugdo progressiva da
amplitude de todas as ondas cerebrais na eletrocorticografia (beta, delta, gamma e
theta), com exceg¢do da onda alpha, que apresentou aumento de atividade. A redugao
da maioria das ondas cerebrais corrobora com a ideia de a droga atuar como inibidora
do sistema nervoso central, correspondendo aos efeitos analgésicos centrais
promovidos pela mesma.

Todas as varidaveis analisadas apresentaram suas alteragdes mais
significativas a partir de 72h da administracdo da dose téxica do acetaminofeno.
Porém, apesar dos nossos resultados apontarem para alteragbes semelhantes a
literatura, no que diz respeito ao dano hepatico resultar em dano cerebral,
principalmente por meio da encefalopatia hepatica, ndo é possivel afastar a
possibilidade da intoxicacdo por acetaminofeno causar um dano cerebral direto,
considerando, ainda, que as principais alteragdes eletrofisioldgicas e hepaticas
ocorreram no mesmo intervalo de tempo de observagéo.

Os resultados das alteragdes eletrofisiolégicas e das enzimas hepaticas aqui

descritos sao de importante contribuicdo com estudos futuros que visarao definir, com
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mais detalhes, os efeitos toxicos associados a superdosagem desse analgésico e

antipirético de prescrigao livre amplamente utilizado no mundo.
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