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RESUMO

O paracetamol € um medicamento amplamente usado para alivio da dor e reducéo da
febre. Ele pode ser encontrado em forma sélida e liquida e € conhecido por suas
propriedades antipiréticas e analgésicas. No entanto, esse pode causar lesdes
hepaticas quando usado em doses excessivas. Isso ocorre devido a formagao de um
metabalito toxico chamado N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI), que danifica as
células do figado. Por esse farmaco ser comercializado de forma livre, sem
necessidade de receituario, ele fica disposto a populagcédo fazendo com que em muitos
casos, com uso irracional, cause danos a saude dos individuos. Com isso
guestionamentos sdo gerados para medidas farmacologicas e nao farmacoldgicas
para métodos terapéuticos dos danos causados pela overdose desse farmaco, onde
se entra o debate se a via autofagica diminuira a lesao hepatica. Nesse contexto, esse
trabalho se trata de uma hipétese, que propde que o jejum possa ativar a autofagia no
figado, resultando em uma maior eliminacdo de componentes danificados e em uma
melhor capacidade de reparacdo do tecido hepatico lesado pelo paracetamol.
Entretanto, é importante destacar que a hipdtese ainda requer investigagcoes
cientificas adicionais para ser completamente validada. Portanto, esses pensamentos
nos levam a estudos futuros com o objetivo de avaliar a hipétese mencionada e novas
estratégias terapéuticas para doengas hepaticas e outras condi¢gdes associadas ao
estresse celular, envolvendo a autofagia como método de tratamento.

Palavras-chave: Paracetamol; Hepatotoxicidade; N-acetil-p-benzoquinona imina.



ABSTRACT

Paracetamol is a widely used medication for pain relief and fever reduction. It can be
found in solid and liquid forms and is known for its antipyretic and analgesic properties.
However, it can cause liver damage when used in excessive doses. This occurs due
to the formation of a toxic metabolite called N-acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI),
which damages liver cells. Since this drug is available over-the-counter, without the
need for a prescription, it is readily available to the population, leading to, in many
cases, health damage through irrational use. This raises questions about
pharmacological and non-pharmacological measures for therapeutic methods for the
damage caused by overdoses of this drug, which brings up the debate on whether the
autophagic pathway will reduce liver injury. In this context, this work is a hypothesis
proposing that fasting may activate autophagy in the liver, resulting in greater
elimination of damaged components and better tissue repair capacity in the liver
damaged by paracetamol. However, it is important to note that the hypothesis still
requires additional scientific investigations to be fully validated. Therefore, these
thoughts lead us to future studies with the aim of evaluating the mentioned hypothesis
and new therapeutic strategies for liver diseases and other conditions associated with
cellular stress, involving autophagy as a treatment method.

Keywords: Paracetamol; Hepatotoxicity; N-acetyl-p-benzoquinone imine.
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1 INTRODUCAO

O paracetamol (para-acetil-aminofenol), também designado por acetaminofeno
(N-acetil-para-aminofenol) ou, mais corretamente, por N-(4-hidroxifenil)-etanamida,
segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) (Panico, 1993;
Antbnio, 2018), ele faz parte do grupo de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE’s),
por ser inibidor da ciclo-oxidase (COX), ndo seletivo para COX-1 e COX-2 e seletivo
para COX-3 que é expresso em maiores quantidades no cortex cerebral e no coragao
(lucas et al., 2018). Durante a sua metabolizacao no figado s&do produzidos metabdlitos
téxicos em pequenas quantidades o que permite que o sistema defensivo do proprio
figado os neutralize, mas quando consumido em doses muito altas uma grande
quantidade de substancias toxicas também é produzida, e o figado ndo consegue
neutraliza-las resultando em danos ao préprio 6rgao (Batlouni, 2010; Munoz-Garcia;
Andrade, 2011; Brayner et al., 2018).

Por ser um farmaco de venda livre no Brasil com excelente acdo analgésica,
antipirética e uma baixa atividade anti-inflamatéria, é bastante consumido pela
populacado em geral e isso tem se tornado elevado o seu indice de intoxicacao (Glinka;
Ribeiro, 2018). E entdo considerado que a sua automedicacdo é o problema mais
vigente. As principais justificativas para a utilizagdo de medicamentos de forma
indiscriminada sdo a necessidade de alivio imediato da dor e a dificuldade do acesso
ao sistema de saude publica (CRFSP, 2014).

O paracetamol desenvolve lesdo hepatica por via de seu metabdlito
intermediario, decorrente da biotransformacao hepatica. Na biotransformacao desse
farmaco, uma pequena fragao, apés N - hidroxilagdo mediada pelo citocromo P-450,
origina o N-acetil-benzoquinonaimina, que é altamente reativo. Normalmente, esse
metabdlito reage com o grupamento sulfidril da glutationa e é excretado quanto
mercapturato. No entanto, depois da administracao de altas doses de paracetamol,
ocorre saturacao nas reagoes de jungao com acido glicurdnico e sulfato, fazendo com
que esse metabolito, ao gastar cerca de 70% de glutationa hepatica, possa reagir com
as proteinas hepaticas, por meio de ligagbes covalentes, levando a necrose hepatica
(Oga; Camargo; Batistuzzo; 2008; Santa et al., 2016).

Como meio nao farmacoldgico para evitar esse efeito lesivo da overdose de
paracetamol, a autofagia atua diretamente na atuacéo de estresses ocasionados ao
corpo celular, onde as células atuam na degradacao e renovacao dos componentes

intracelulares endogenos e exdgenos, afim de manter o equilibrio celular homeostatico
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(Mancias, 2016; Conway et al., 2020). As vias de autofagia adquirem relevancia
fisiolégica mesmo em condi¢des basais e ndo estressantes. Com isso, a autofagia
relaciona-se diretamente a regulacao de programas de desenvolvimento (Mizushima
& Levine, 2010; Allen & Baehrecke, 2020), na manutencdo do potencial de
autorrenovagao das células-tronco (Chen et al, 2018; Dong et al, 2021), e na
diferenciacao celular e plasticidade (Boya et al, 2018; Clarke & Simon, 2019).
Consistente com essa nogao, o surgimento de estados de 'doenca' associados a
desregulacdo da autofagia pode ocorrer como resultado de mudangas nesses
aspectos centrais da biologia de um organismo.

Com isso, no estudo iremos analisar a hipotese se pratica do jejum possa ter
um efeito hepatoprotetor sobre as lesdes hepaticas formadas pelas altas dosagens do

paracetamol, por meio da ativacao das vias PISBK/AKT/mTOR ou AMPK.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 AUTOMEDICAGAO

Automedicacéo significa tomar medicamentos sem a intervengao de um meédico
ou outro profissional qualificado no diagnostico clinico, sem prescricdo ou qualquer
acompanhamento do tratamento. Isso pode ser devido, em parte, ao grande numero
de farmacias e drogarias que disponibilizam medicamentos com uma alta facilidade e
as praticas éticas e legalmente questionaveis de alguns estabelecimentos (Pereira et
al., 2021).

O Brasil € considerado como um dos maiores consumidores mundiais de
produtos farmacéuticos. Esse mercado atinge cerca de US$ 22,1 bilhées anualmente,
e a ampla disponibilidade aumenta o potencial de uso irracional de medicamentos.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 50% de todos os farmacos
sao prescritos, dispensados ou comercializados incorretamente, e metade dos
pacientes os utiliza de forma inadequada (Domingues et a/., 2015).

Como mencionado acima, ndo ha duvidas entao de que o mau uso de farmacos
€ a principal causa do aumento das intoxicagoées no Brasil e em outros paises (Bomfim
etal., 2022).

2.2 AINES (ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDES)

Dentre os farmacos amplamente utilizados pela populagdo temos os anti-
inflamatorios nao esteroidais (AINEs) sdo farmacos de uso terapéutico, devido as suas
propriedades analgésicas, anti-inflamatoérias e antitérmicas, seu uso terapéutico é de
grande interesse tanto para os profissionais de saude quanto para os pacientes
(Santos et al., 2021).

Essa classe de farmacos é classificada em inibidores nao-seletivos da COX e
inibidores seletivos da COX-2. Na atualidade sao conhecidos 3 tipos de COXs, sendo
elas COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1 é uma enzima constitutiva envolvida na
producao de prostaglandinas; a COX-2 é considerada nao constitutiva, tendo a sua
expressao ampliada em processos inflamatérios e a COX-3, sendo recentemente
descoberta (Santos et al., 2021).

A COX-3 é uma variante da COX-1, uma enzima que tem efeitos inibitorios

sobre analgésicos e antipiréticos e pode ser inibida por certos tipos de AINEs. Essa
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inibicdo pode ocorrer no processo primario pelo qual esses agentes reduzem a dor e
possivelmente a febre (Sandoval, 2017).

A COX 1 é produzida nas células dos rins, utero, estdmago e sistema nervoso
central. Essa isoforma é constantemente produzida por essas células e ndo requer
indugdo. A COX-2 é constitutivamente produzida, induzida e encontrada em
macrofagos, linfocitos, polimorfonucleares (PMNs) e endotélio vascular e como seu
homénimo COX-1, possivelmente (COX-2). Porque € ativado por citocinas e
desencadeia outros processos inflamatorios (Santos et al., 2021).

A COX-1 esta envolvida na producédo de prostaglandinas responsaveis por
responder a varios efeitos fisioldgicos, a COX-2 é expressa principalmente por células
envolvidas no processo inflamatorio e, diante desse estado inflamatdria, sua
expressdo aumenta por cerca de 20x. Assim como exposto na figura 1 (Santana,
2019).

Figura 1. Células que produzem a COX-1 e a COX-2.

COX-2
INDUZIDA
(of0) &) | « Macréfago

« Linfécitos

CONSTITUTIVA . Polimorres

« Estémago nucleares
« Rins « Endotélio

. (fexs Vascular
« SNC CONSTITUTIVA

* Rins
* SNC

Fonte: Autoria propria, 2023

2.3 PARACETAMOL

O paracetamol (Figura 2) € um medicamento amplamente utilizado como
analgésico e antipirético, tem um mecanismo de agao diferente, agindo principalmente
no sistema nervoso central para reduzir a percecdo da dor e a febre, sem inibir
diretamente as enzimas COX-1 ou COX-2 envolvidas na produ¢éo de prostaglandinas
(Silva, 2023), assim como em alguns mecanismos dos AINES (Silva, 2023).

Em muitos paises, ele € um farmaco com venda liberada sem receitas médicas.
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De acordo com a Food and Drug Administration dos EUA, aproximadamente 50
milhdes de adultos nos Estados Unidos fazem o uso constante de acetaminofeno. A
dosagem oral recomendada para individuos adultos esta entre 325 a 650 mg a cada 4
a 6 h, com uma dose diaria maxima recomendada de 4 g (Shan et al., 2018).

Embora o mecanismo de acao permaneca incerto, O APAP é classificado como
um AINE em raz&o da capacidade de inibicdo das COXs (Esh et a/,, 2021; Botting;
Ayoub, 2005). Como os demais AINEs, o APAP apresenta atividades antipiréticas e
antitérmicas, porém possui baixa atividade anti-inflamatéria (Chandrasekharan et al.,
2002). Acredita-se que esta contrariedade nas acgbes farmacoldgicas quando
comparados com os demais AINEs ocorre devido a capacidade de inibicdo da COX-3
no sistema nervoso central resultando nos efeitos antipiréticos e analgésicos do
farmaco (Torres, et al., 2019).

O paracetamol, sendo metaboliza no figado, a partir do mecanismo de primeira
passagem, também estimula o cérebro a regular a temperatura corporal. No entanto,
nao € utilizado como anti-inflamatério, pois ndo atua nos tecidos periféricos, sendo
pouco eficaz. Durante o metabolismo, o Acetaminofeno sofre desacetilacdo para
produzir aminas primarias, que sao entdo conjugadas com o acido araquiddnico,
formando a N-araquidonoilfenolamina (AM404), considerada um canabindides

endogeno (Domingos, 2019).

Figura 2 : Estrutura quimica do paracetamol.

A

TN 0

Fonte: Pubchem, sd.
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2.4 METABOLISMO HEPATICO

O figado € o 6rgao central no metabolismo dos farmacos e xenobidtico
transformando-os em metabdlitos mais polares e que possam ser eliminados pela
urina ou bile. Em geral, a metaboliza¢do ocorre em duas fases, | e Il. A fase | envolve
reacao de oxidacao, reducao e hidrélise, e os produtos originarios desta reacdo sao
em geral mais reativos e tdoxicos do que a droga original ou com potencial
carcinogénico. A fase Il envolve a conjugacéo e acetilagdo, tornando o composto mais
hidrofilico (Santos et al., 2016).

As enzimas envolvidas no metabolismo na fase Il, sdo a glicuronosiltransferase,
que insere o acido glicurénico a molécula do farmaco ou xenobidtico ocorrendo nos
reticulos endoplasmaticos dos hepatdcitos. Outra enzima € a n-acetiltransferase que
ocorre no citosol das células e insere um grupo acetil na molécula do farmaco ou
xenobidtico. Para receber o metabolismo da fase Il, a droga ou xenobibtico néo
necessariamente precisa ser metabolizada na fase |. E alguns compostos, ao serem
metabolizados na fase | ja podem ser eliminados, sem que tenham que receber
metabolismo na fase I, desde que o produto seja um composto inativo e ja polarizado
que possa ser eliminado pela urina ou bile (Santos et a/., 2016).

A hepatotoxicidade se deve ao acumulo de metabdlitos téxicos causados pela
deficiéncia de glutationa, mas também aos efeitos de eventos intracelulares como o
estresse oxidativo mitocondrial, formacdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, ativacao de proteinas de estresse, mediadores transcricionais de genes e
ativacao do sistema imunoldgico inato do figado. A falha mitocondrial parece ser o
evento final que anuncia a morte celular (Bachur et al., 2017).

Embora as vias apoptéticas sejam ativadas, a morte celular necrética
geralmente ocorre porque forca a morte celular com consequéncias irredutiveis de
danos mitocondriais. A zona de hepatécitos enriquecida com CYP2E1 é suscetivel a
danos, o que causa o padrdo centrolobular caracteristico da necrose hepatica
associada ao Acetaminofeno (Jozwiak, 2014; Hodgman et al., 2012; Bachur et al.,
2017).

A superdose de paracetamol pode causar disfungdo mitocondrial. Proteinas
mitocondriais modificadas e altos niveis de calcio citosolico prejudicam a respiracao
mitocondrial e o trifosfato de adenosina (ATP) e provocam o estresse oxidativo

mitocondrial através do aumento da producgao de peroxinitrito, um potente oxidante e
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nitrificador. Pode induzir um aumento nas disfun¢des mitocondriais, criando ligagoes
covalentes adicionais com proteinas celulares. Assim, ocorrem alteragcdes na
permeabilidade da membrana, levando a interrup¢cdo do potencial de membrana
mitocondrial, inibicdo da sintese de ATP, liberacdo de proteinas mitocondriais no
citoplasma e necrose dos hepatocitos (Instituto de Toxicologia/UFRJ, 2016).

A morte celular induzida pelo NAPQI leva primeiro a ativagdo das células de
Kupffer (macrofagos hepaticos fagocitarios), que entdo liberam citocinas como a
interleucina-12, interleucina-18 e fator de necrose tumoral; natural killers (NK) e
linfocitos do timo, podem ainda ser ativados. A ativacédo dessas células pode levar a
lesdo hepatica por meio da atividade citotoxica, que aumenta ainda mais a ativacao
das células de Kupffer e estimula a producao local de quimiocinas. Mediadores
inflamatorios, citocinas e quimioquinas, recrutam e acumulam neutréfilos no figado,
exacerbando assim a les&do hepatica (Graham et al., 2013; Bachur et al., 2017).

Sendo assim, doses toxicas de APAP levam ao comprometimento do
metabolismo energético e a diminuicdo da relacdo ATP/ADP. Essa disfuncao
mitocondrial esta causalmente relacionada ao estresse oxidativo apos a overdose de
APAP. Por outro lado, NAPQI excessivo gerado a partir de APAP pode reduzir os
niveis de GSH e prejudicar a fungcdo mitocondrial nos hepatdcitos. Por outro lado, o
dano mitocondrial também leva a superproducao de espécies reativas de oxigénio

(EROs), criando um ciclo vicioso (Shan et al., 2018).

2.5 HEPATOTOXICIDADE CAUSADA POR APAP

O reticulo endoplasmatico do figado contém varias enzimas microssémais
responsaveis pela biotransformacao de drogas (Vilela, 2012; Mezarobba et al., 2018).
O metabolismo do paracetamol ocorre por meio de reacdes de fase | e Ill, seguindo
trés mecanismos: conjugacao, sulfatacdo e oxidacdo. Na via oxidativa, o farmaco é
degradado pelas enzimas do citocromo P450 para gerar o metabdlito eletrolitico
altamente toxico n-acetil-p-benzoquinonaamina (NAPQI), que se liga a glutationa
hepatica (GSH) em doses terapéuticas. Isso produz compostos inativos que sao
excretados na urina (Mezarobba et al., 2018).

Quando a capacidade do figado para neutralizar o NAPQI com glutationa é
excedida, ocorre acumulo de NAPQI toxico, resultando em dano celular hepatico,
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inflamagao e potencial insuficiéncia hepatica aguda, causando um efeito toxico ao
tecido (Chao et al., 2018)

Mas, em condi¢cdes terapéuticas, o NAPQI se une ao GSH, formando
conjugados de cisteina e acido mercapturico e entdo sao eliminados do organismo,
nao ocorrendo nenhum processo hepatotdxico (Bachur et a/., 2017). A administragao
de altas doses (maiores que 4g/dia) altera o metabolismo e a excrecdo. As vias de
ligacdo e sulfatacdo hepaticas estdo saturadas e os processos metabdlicos sao
redirecionados para o sistema do citocromo P450 (Mezarobba et al., 2018). Assim, a
producdo de NAPQI e o consumo de glutationa aumentam significamente (Schuh,
2007; Mezarobba et al., 2018).

O aumento do NAPQI gera um aumento significativo no processo de estresse
oxidativo, causando uma necrose hepatica. Tendo em vista a essa perspectiva, a
autofagia vem a ser benéfica pois eliminaria organelas danificadas e proteinas
citoplasmaticas, causando uma melhora no tecido lesado pela overdose
medicamentosa do APAP (Ramachandran, 2017).

2.6 JEJUM

Nessa perspectiva o jejum pode, em alguns casos, oferecer um beneficio ao
reduzir a hepatotoxicidade, uma vez que a diminui¢ao da ingestao de alimentos pode
diminuir a carga metabdlica sobre o figado, permitindo que ele se recupere de danos
ou processos inflamatérios (Michalsen, 2010; Wang; Wu, 2022).

A ingestado alimentar atualmente é frequentemente realizada em uma base
diaria. dietas altamente cal6ricas e um estilo de vida sedentario prejudicam o
metabolismo do corpo, levando a taxas crescentes de obesidade, diabetes, doencas
cardiovasculares e derrame (Gill et al., 2015). Portanto, os pesquisadores comecaram
a estudar os efeitos de diferentes estratégias do jejum no corpo. O jejum pode ser
dividido em jejum de curto prazo, como jejum intermitente (JI) e jejum de longo prazo
(oito ou mais dias) (Wang; Wu, 2022).

O JI € um novo tipo de dieta. O JI determina que os individuos evitem comer
alimentos com alto teor calorico, e "intermitente" destaca a natureza do jejum
alternativo. O Jl inclui jejum de dias diferentes, ingestao de alimentos com restricao de
tempo, jejum durante todo o dia regimes de jejum modificados (Trepanowski et al.,
2017).
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Uma dieta programada significa que vocé deve jejuar por um determinado
periodo de tempo todos os dias e comer livremente no resto do tempo. Os métodos
comuns de alocacao de tempo sao 16/8 (16 h de jejum, 8 h de alimentacao livre), 18/6
(18 h de jejum, 6 h de alimentacao livre) e 20/4 (20 h de jejum, 4 h de alimentacao
livre) (Malinowski et al, 2019). O jejum modificado refere-se aos dias de jejum
prescritos por semana. Vocé comeu apenas cerca de 2.508 kg de calorias durante o
dia e o resto da semana ¢ livre (Malinowski et al,, 2019; Wang; Wu, 2022).

Acredita-se entdo que a dieta por JI influencie a regulacdo metabdlica por meio
de seus efeitos nos ciclos circadianos, na microbiota intestinal e na modificacdo dos
comportamentos do estilo de vida (dieta, atividade e sono). Devido a mudancas
nesses sistemas bioldgicos e fisioldgicos, cria um ambiente metabdlico hostil que
diminui a suscetibilidade ao desenvolvimento de obesidade, diabetes e doencas

cardiovasculares (Patterson et al., 2017).

2.7 AUTOFAGIA

A privagao nutricional, como ocorre durante o jejum, € conhecida por induzir a
ativacdo da via autofagica. Durante esse periodo de escassez de nutrientes, as células
desencadeiam mecanismos de autofagia como uma resposta adaptativa para reciclar
componentes celulares danificados ou desgastados, promovendo assim a
manutencao da homeostase e a eliminacao de agregados proteicos anémalos (Levine
et al., 2019; Gatica et al., 2018)

Resumidamente, a autofagia comega como uma membrana isolante, que
gradualmente se desenvolve em autofagossomos de membrana dupla e, em seguida,
sofre fusdo com lisossomos para amadurecer em autolisossomos. Logo apos os
materiais citoplasmaticos, incluindo autofagossomos, sdo degradados por enzimas
lisossOmicas (Mizushima et al.,, 2010; Shan et al., 2018).

Ha trés tipos de autofagia e seus métodos de relacdo a carga aos lisossomos
observadas, a macroautofagia, a microautofagia e autofagia mediada por chaperonas.
A macroautofagia € a forma regulada predominante de autofagia em resposta a
estimulos ambientais e fisioloégicos. Na microautofagia, o conteudo citoplasmatico é
engolfado diretamente pelos lisossomos. Ja na autofagia mediada por chaperonas,
por outro lado, envolve a translocacao assistida por chaperonas de proteinas substrato
(e possivelmente DNA/RNA) através das membranas lisossémicas (Kaushik et al,,
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2018; Fujiwara et al., 2017; Mizushima et al., 2020)

Na macroautofagia (denominada autofagia), parte do citoplasma é englobada
por uma fina membrana isolante, ou fagéforo, formando uma organela de membrana
dupla chamada dos autofagossomos. Quando a membrana externa do autofagossomo
e a membrana autofagossdmica dos lisossomos se fundem, as enzimas lisossémicas
degradam a membrana interna do autofagossomo e o material aprisionado. A
autofagia ja foi considerada um processo n&o seletivo, mas agora é classificada como
processo seletivo, envolvendo mitocOndrias danificadas (mitofagia), lisossomos
rompidos (lisofagia) e micrébios intracelulares (xenofagia) (Levine et al., 2019; Gatica
et al., 2018; Pohl et al., 2019; Mizushima et al., 2020)

A autofagia entdo degrada coletivamente muitas macromoléculas e organelas,
enquanto o proteassoma degrada sequencialmente as proteinas ubiquitinadas. Essas
duas principais vias de degradacao estao funcionalmente relacionadas e até mesmo
compartilham moléculas importantes. Por exemplo, a ubiquitina funciona ndo apenas
como um sinal para o proteassoma, mas também para macroautofagia/Autofagia (Pohl
etal., 2019)

2.7.1 VIAS AUTOFAGICAS E REGULAGCAO CELULAR

A autofagia inicia-se em niveis basais de condicoes fisioldgicas e também pode
ser regulada em resposta a estimulos de estresse, como hipoxia, privacao de
nutrientes, danos ao DNA e agentes citotoxicos (Kaur et al., 2015; Kroemer et al.,
2010; Antunes et al, 2018). A maquinaria molecular que media o processo de
autofagia é conservada evolutivamente em eucariotos superiores e € controlada por
genes especificos (genes ATG) originalmente caracterizados em leveduras
(Mizushima et al., 2011; Klionsky et a/., 2003; Antunes et al., 2018).

Cada etapa é controlada por diferentes complexos proteicos que sao regulados
pela ativacdo ou inativagao de diferentes vias de sinalizagéo responsivas ao estresse,
como: 1-proteina-alvo dos mamiferos rapamicina (mTOR), 2-proteina quinase ativada
por AMP (AMPK) e 3-fatores indutores de hipoxia (HIFs) (Galluzzi et al, 2017,
Antonioli et al.,, 2017; Antunes et al., 2018).

Sendo assim, a ativacao da autofagia esta, portanto, sob o controle de multiplos
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mecanismos de sinalizagdo, dois dos quais sdo mostrados na figura 3. Na presenca
de sinais de crescimento, a TOR quinase suprime o inicio da autofagia inibindo o
complexo quinase contendo ATG17 (Biolegend, 2023).

Em contraste, os sinais de estresse induzem a ativagao de Beclin-1, levando a
formacdo de membranas fagoforas, presumivelmente derivadas do reticulo
endoplasmatico (1). Muitas outras proteinas autofagicas entdo formam e alongam o
fagoforo (2), ligam as extremidades do fagéforo para completar o fagossomo ao redor
do conteudo citoplasmatico (3) e formam o fagossomo até que seja finalmente
destruido (4) (Biolegend, 2023).

Figura 3: Mecanismos de ativacdo da via da autofagia.
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Fonte: Biolegend, Inc. 2023

2.8 MECANISMO AUTOFAGICO IMPEDE A HEPATOTOXICIDADE POR APAP?

A bibliografia disponivel sobre o tema também inclui outros estudos relevantes
que corroboram a hipétese da relacao entre a autofagia e a lesao hepatica induzida
por APAP. Por exemplo, em um estudo realizado por Jiao et al. (2014), foi
demonstrado que a ativagcdo da autofagia por meio da administracdo de
Carbamazepina (CBZ) reduziu significativamente a gravidade da lesdo hepatica em
ratos expostos ao APAP. Além disso, o trabalho de Yan et al. (2016) fornece
evidéncias adicionais ao mostrar que a inibicao seletiva da autofagia agravou a
hepatotoxicidade causada pelo APAP em modelos experimentais. Esses estudos em
conjunto sugerem uma conexao crucial entre a autofagia e a patogénese da leséo
hepatica induzida por APAP, destacando a importancia da regulagcao adequada desse

processo para a protecao do figado contra danos téxicos (Ni ef a/., 2012; Shan et al.,
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2018).

Por outro lado, este estudo também descobriu que o RAPA nao teve efeito
sobre a ativacdo metabdlica do APAP, sugerindo que a rapamicina tem um efeito
protetor no metabolismo do APAP. A administracdo de rapamicina 2 h apds a
administracdo de APAP melhora significativamente a lesdo hepatica induzida por
APAP, apesar do metabolismo de APAP e da deple¢do de GSH no figado ja ocorrerem
(Ni et al,, 2012; Shan et al., 2018).

Este achado é importante porque a maioria das pessoas que fazem uso de altas
doses de APAP nao procuram atendimento médico até que tenha passado do estagio
metabdlico. Portanto, a inducao farmacoldgica da autofagia tem aplicacdes potenciais
no tratamento da hepatotoxicidade por APAP. (Igusa et al., 2012; Shan et al., 2018).

No geral, a ativagdo da autofagia na hepatotoxicidade do APAP pode
desempenhar um papel protetor, pois 0s aumentos induzidos por drogas na autofagia
podem atenuar significativamente a lesdo hepatica. Atualmente, o mecanismo pelo
qual o APAP induz a ativacao da autofagia € desconhecido. Nossa hipotese € que esta
€ provavelmente uma resposta compensatoria ao excesso de ERO apés a intoxicacao
por APAP. A autofagia é ativada por uma variedade de estimulos intracelulares, e as

ERO's sdo um desses gatilhos de autofagia (Shan et a/., 2018).

2.8.1 A AUTOFAGIA PROTEGE CONTRA A HEPATOTOXICIDADE POR ALTA
DOSAGEM DE APAP?

Apods a deplecdo de GSH, o NAPQI no figado reage com muitas proteinas
celulares, incluindo proteinas mitocondriais (Jaeschke e Baijt, 2006). Nesse viés, 0
APAP pode entdo causar dano mitocondrial e necrose de hepatécitos. Como um
mecanismo essencial para manter a homeostase celular, a autofagia pode limpar
Adutos Proteicos-APAP e mitocondrias danificadas, evitando assim a necrose
induzida por APAP (Ni et al., 2012; Shan et al., 2018; Antunes et al., 2018).

Doses toxicas de APAP podem ser metabolizadas em NAPQI no figado,
levando a degradacao hepatica de GSH e ligagao covalente a proteinas celulares e
mitocondriais. O resultado € o aumento da producdo de ERO's e disfungao
mitocondrial. Consequentemente, as mitocondrias danificadas podem levar a morte
celular necrotica, levando ao aumento da producao de ERO. Além disso, os Padrdes
Moleculares Associados a Danos (DAMP's) liberados de hepatocitos necroticos
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podem ativar respostas inflamatodrias e exacerbar ainda mais a lesdo hepatica, assim
como na figura 4 (Shan et al., 2018; Antunes et al., 2018)

Figura 4: ERO induz a autofagia e limpa mitocéndrias danificadas. Induzindo o
processo de mitofagia
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Fonte: Shan et al, 2018

Como uma resposta compensatoéria sob estresse oxidativo, as ERO's induzem
a autofagia e ajudam a limpar mitocondrias danificadas. Além disso, os ativadores de
autofagia podem induzir a mitofagia e ndo apenas reduzir a producdo de ERO
removendo mitocéndrias danificadas, mas também reduzir a inflamagao ao esgotar o

inflamassoma NLRP3 e reduzir os danos hepaticos (Shan et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar por meio de uma hipotese se o jejum esta envolvido na protecao
hepatica na lesao induzida por paracetamol por meio da via da autofagia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a agao do jejum na lesao hepatica induzida por paracetamol;

e Avaliar a agdo do jejum na ativacao da autofagia e protecao hepatica;

e Avaliar a via AKT/mTOR no papel do jejum na lesdo hepatica induzida por
APAP;

e Avaliar a via do AMPK no papel do jejum na lesao hepatica induzida por APAP.



25

4. METODOLOGIA

Trata-se de uma analise em hipotese médica baseada em fontes de dados
PubMed, Wef of Science e Scopus, sobre o envolvimento do jejum na protecao
hepatica na lesdo induzida por paracetamol por meio da via da autofagia, elucidada
sem restricdo temporal. Foram utilizados termos de busca especificos - autofagia,
jejum, AMPK e mTOR, hepatotoxicidade induzida e paracetamol - para identificar
estudos relevantes relacionados a hepatotoxicidade do paracetamol e aos efeitos do
jejum intermitente na regeneracao tecidual.

Apos a selecao dos artigos, eles foram analisados cuidadosamente para extrair
informacgdes pertinentes a hipétese em questdo. Com base na analise dos dados
obtidos, na revisdo dos artigos cientificos e pesquisas de campo, foi realizada uma
discussao sobre como esses dados sustentam a hipotese de que o jejum intermitente
pode ser uma abordagem terapéutica potencial para a regeneracao tecidual em casos

de hepatotoxicidade induzida por paracetamol.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Artigo que sera submetido a revista Medical Hypotheses
Qualis A4
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Resumo

O paracetamol é um farmaco antitérmico e analgésico amplamente utilizado na clinica, sendo
seguro e eficaz em doses terapéuticas. Contudo, quando utilizado de maneira excessiva,
resulta em lesdes hepaticas potencialmente fatais, constituindo uma das principais causas de
hepatite fulminante aguda. A hepatotoxicidade se da em razao da formacao de metabdlitos
altamente reativos que lesam os hepatécitos. Por ser um medicamento isento de prescricao,
ele fica disposto a populacao, fazendo com que, em muitos casos, 0 uso irracional, cause
danos a saude dos individuos. Nesse contexto, a hipotese deste trabalho propde que o jejum
duradouro possa ativar a autofagia no figado, resultando em uma maior eliminagdo de
componentes danificados € em uma melhor capacidade de reparacdo do tecido hepatico
lesado pelo paracetamol. Entretanto, € importante destacar que a hipotese ainda requer
investigacdes cientificas adicionais para ser completamente validada, onde o jejum ativa a via
autofagica como uma resposta adaptativa as condi¢des de restricao de nutrientes, permitindo
que as células reciclem componentes celulares danificados e mantenham um nivel de
funcionalidade mesmo em situagdes de privagao alimentar. Ao fazer isso, desempenha um
papel crucial na reparacao tecidual do tecido hepatico lesionado pelo uso excessivo do
paracetamol.

Palavras-Chaves: Autofagia; Jejum,; Hepatotoxicidade;, AMPK, mTOR

Abbreviations. APAP, Paracetamol, NAPQI, N-acetil-p-benzoquinona imina, mTOR, Proteina-
alvo dos mamiferos rapamicina, Jl, Jejum intermitente, mMTORC1, Alvo mamifero do complexo
rapamicina 1, AMPK, Proteina quinase ativada por AMP, AMP, Adenosina monofosfato, ULK1,
Levedura atgl, ATG13, Proteina 13 relacionada a autofagia, FIP200kDa, Proteina de
interacao da familia quinase de adesao focal de 200kDa, ATG101, Proteina 101 relacionada
a autofagia, ATP, Adenosina trifosfato, GS, Glicogénio sintase
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Introducao:

O paracetamol, também conhecido como acetaminofeno (APAP), € um farmaco de facil
acesso, que se apresenta na forma soélida (comprimido, capsulas e pastilhas), ou liquida
(gotas, solucdo e xarope), unico ou em associacao [1]. O paracetamol € um analgésico-
antifebril derivado do p-aminofenol que possui atividade antipirética, analgésica e uma baixa
atividade anti-inflamataéria [2]. O APAP foi desenvolvido em 1852, no entanto, somente no ano
de 1951 ele foi aprovado para pratica e atualmente se configura quanto um dos medicamentos
mais utilizados, com ou sem prescricao médica, tendo média atividade na analgesia, alta acao
contra a febre e baixa acdo anti-inflamatéria quando comparado com os demais anti-
inflamatdrios nao esteroides (AINEs) [3].

Quando utilizado em doses terapéuticas, o APAP é considerado seguro e eficaz [4]. No
entanto, 0 uso excessivo e inadequado, resulta na formacdo de um metabdlito toxico
altamente reativo, o N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI), que promove danos ao tecido
hepatico [5]. A faléncia hepatica ocasionada pela ingestao de doses superiores a 10g por dia
(em um adulto) [6]. Ainda esta associada a elevacao de marcadores bioquimicos de lesao
hepatica, como as transaminases [7].

Na pratica clinica, a N-acetilcisteina, um antioxidante precursor da glutationa, € a unica droga
utilizada como antidoto para a intoxicacao por APAP [8]. Contudo, apresenta limitagcoes
terapéuticas como perda de eficacia apés a fase inicial da intoxicacdo, necessidade de
administracao de altas doses em razao da baixa biodisponibilidade e reacbes adversas [9-10].
Em busca de estratégias que possam contrabalangar os efeitos adversos associados a
overdose de paracetamol (APAP), torna-se imperativo explorar tanto abordagens
farmacologicas quanto ndo farmacoldgicas. Nesse contexto, 0 jejum emerge como uma
alternativa com potencial promissor, em virtude de seus efeitos benéficos abrangentes em
diversas condicdes metabolicas [11].

Arelagao entre o jejum e a overdose de APAP pode residir na capacidade do jejum de modular
processos metabdlicos e de desintoxicacdo, possivelmente influenciando a forma como o
organismo lida com as substancias téxicas [8]. Ao considerar o crescente respaldo a utilizacéo
do jejum como intervencgao terapéutica ou preventiva em varias patologias, sua aplicagao no
contexto da overdose de APAP emerge como um campo de estudo intrigante, onde interacdes
complexas entre vias metabdlicas e vias de resposta a danos podem oferecer novos insights
sobre como mitigar os impactos da intoxicagdo por APAP [12].

Ademais, estudos em animais e humanos indicam que a restricao caldrica, como o jejum,
pode ativar vias metabodlicas e hormonais ligadas a longevidade e a cognigéo. Viabiliza
adaptacdes celulares por meio das vias sirtuina e proteina-alvo dos mamiferos rapamicina
(mTOR), fortalecendo a resisténcia a estresses metabodlicos e oxidativos. Além disso,

influencia positivamente a neuroplasticidade e a fungado sinaptica, potencialmente
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aprimorando a performance cognitiva. Essa abordagem pode oferecer alternativas para
intervencodes terapéuticas [6,13].

Sabe-se entdo que a pratica do jejum promove alteracdes em diferentes vias metabdlicas e
processos celulares, de que é a exemplo a autofagia, mecanismo catabdlico altamente
conservado responsavel pelo direcionamento de constituintes celulares aos lisossomos para
degradacéo [14-16].

O jejum emerge como um exercicio de saude promissor e, quando adequadamente
administrado, é indicado para a abordagem terapéutica e preventiva de enfermidades
vinculadas as sindromes metabdlicas [17]. Além disso, seu emprego tem suscitado interesse
como alternativa ndo farmacolégica no tratamento de condigdes neurodegenerativas, como a
doenca de Alzheimer, bem como em disturbios inflamatorios, incluindo doengas tumorais e
doencas autoimunes, exemplificando seu potencial multifacetado [18-22].

O jejum se desdobra em distintas abordagens, como o jejum intermitente, o qual oscila entre
periodos de alimentacao e inanicdo, o jejum hidrico, limitado a ingestao de agua, € o jejum a
base de sucos, que engloba apenas liquidos naturais [23]. Embora o jejum intermitente mostre
potenciais beneficios a saude, sua pratica pode chegar a gerar aspectos negativos para o
organismo. Um desses aspectos é a possibilidade de desequilibrios nutricionais, sendo esses
efeitos colaterais, de gravidade moderada. O maior risco do jejum intermitente (JI) € quando
é realizado com muita frequéncia ou por muitos dias consecutivos, o que pode levar a alguns
disturbios alimentares [24].

O jejum intermitente, ao alternar entre periodos de alimentacgao e restricao calorica, tem sido
relacionado a autofagia, um processo de degradacao celular. Durante o jejum, a escassez de
nutrientes pode estimular a ativacdo da autofagia como parte da resposta adaptativa das
células [25]. Sendo o processo celular responsavel pela degradacao de proteinas citosélicas
em excesso ou defeituosas e organelas de vida longa dentro dos lisossomos.
Resumidamente, a autofagia comeg¢a como uma membrana isolante, que gradualmente se
desenvolve em autofagossomos de membrana dupla e, em seguida, sofre fusdo com
lisossomos para amadurecer em autolisossomos. Logo apds os materiais citoplasmaticos,
incluindo autofagossomos, séo degradados por enzimas lisossémicas [26,27].

A ativagéo da autofagia induzida pela pratica do jejum demonstra a capacidade de amenizar
os efeitos dos danos oxidativos e da inflamacgéo, promovendo uma otimiza¢gdo do metabolismo
energético e potencializando os processos de reparo celular [25]. Com isso, relaciona-se
diretamente a regulagdo de programas de desenvolvimento [27,28], na manutencdo do
potencial de autorrenovagado das células-tronco [29,30], e na diferenciagdo celular e
plasticidade [31,32].
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Hipétese:

As células para sobreviverem adequadamente, precisam manter a homeostase, e um dos
recursos usados € a autofagia. Esse processo se caracteriza pela “autocanibalizacao” celular,
em que o organismo promove uma purificacao de estruturas celulares defeituosas. A literatura
mostra que o jejum esta associado a ativacdo autofagica, podendo ser util na prevencao ou
tratamento de disturbios que estejam associados ao mecanismo autofagico, ou em disturbios
em que a eliminacdo de metabolitos ou organelas defeituosas por autofagia possa reduzir o
processo lesivo. Sabe-se que a lesdo hepatica induzida por APAP pode ser atenuada com a
inducdo da autofagia, fazendo com que compostos ou processos que ativem essa via
intracelular sejam potenciais terapéuticos. Assim nés hipotetizamos que o jejum duradouro
possa promover atividade protetora através da ativagao de vias autofagicas, fazendo com que
se inicie a compensacao celular, e consequentemente a diminui¢cao do tecido hepético lesado

pelas altas dosagens de paracetamol.

Avaliagao da hipétese:

O processo de autofagia protege e atua como um sistema de defesa em diversas situagoes,
como doengas infeciosas. Quando as células sdo expostas ao estresse, seus sistemas podem
ser ativados para buscar nutrientes de que precisam para reciclagem e sobrevivéncia
imediatas. A destruicdo pode ocorrer quando ha estresse continuo [33].

As investigacoes e pesquisas empiricas conduzidas pelo cientista japonés Yoshinori Ohsumi
fundamenta-se no desempenho da autofagia como papel intrinseco na restauragao de tecidos
lesionados e na revitalizagdo celular. A laureacdo com o Prémio Nobel em 2016 reconheceu
suas descobertas e elucidagbes dos mecanismos subjacentes a autofagia, um processo
primordial que governa a degradacao e reciclagem dos constituintes celulares [33,34]. Suas
descobertas sugerem maneiras de prevenir doengas como o mau funcionamento genético e
falha na autofagia. Ele aponta que a autofagia tem sua indugdo associada ao aumento da
expectativa de vida nos organismos. “Jejuar, ou comer muito pouco, ativa a autofagia e
prolonga a vida util do organismo”, acrescentou [34].

A partir dessa perspectiva, o jejum induz alteragbes coordenadas nos mecanismos
metabdlicos e transcricionais. Apds 12-36 horas de jejum, o corpo humano entra no estado
fisiologico de cetose. A cetose, um estado metabdlico caracterizado pela elevada producao
de corpos cetdnicos devido a restricdo de glicose, exibe promissor potencial em aspectos
como controle ponderal e homeostase glicémica [35].

No entanto, em vista de uma perspectiva preocupante, emerge a indagacido acerca das
implicagcbes prolongadas desse estado, particularmente nas abordagens de restricdo de
carboidratos, e sua potencial associagdo com desregulagdes hepaticas e metabolismo lipidico

[36]. Evidéncias sugerem que a acumulagao excessiva de corpos cetdnicos pode precipitar a
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instauracdo de disturbios hepaticos, como esteatose hepatica ndo alcodlica, sugerindo a
necessidade premente de pesquisas abrangentes para esclarecer os vinculos entre cetose
prolongada e eventuais patologias hepaticas [37].

O JI é uma pratica que envolve a abstencao periddica de alimentos com alta densidade
caldrica, sendo a designacao "intermitente” uma alusdo a sua natureza alternada de jejum
[38]. O JI compreende varias modalidades, como jejum em dias alternados, restricado temporal
da ingestao alimentar, bem como regimes de jejum prolongado ao longo do dia [39]. Acredita-
se entdo que a dieta por Jl influencia a regulacdo metabdlica por meio de seus efeitos nos
ciclos circadianos, na microbiota intestinal e na modificacdo dos comportamentos do estilo de
vida (dieta, atividade e sono). Devido a mudangas nesses sistemas fisiologicos, cria um
ambiente metabdlico hostil que diminui a suscetibilidade ao desenvolvimento de obesidade,
diabetes e doencas cardiovasculares [38].

Nessa relacao, o estimulo da autofagia pelo jejum intermitente decorre da resposta adaptativa
as restricdes nutricionais durante os periodos de jejum. A escassez de nutrientes desencadeia
a regulacao descendente da via do alvo da rapamicina na mTOR, resultando na ativacao da
autofagia como um mecanismo para manter a homeostase celular [40].

Sendo assim a autofagia é o processo catabolico evolutivamente conservado que envolve a
degradacéo e reciclagem de organelas e proteinas danificadas para manter a homeostase
celular [41]. Esse mecanismo constitutivamente ocorre em niveis basais sob condicbes
fisioldgicas [42]. Contudo, pode ser regulada positivamente frente a uma diversidade de
eventos que comprometem o equilibrio interno do organismo, como a deple¢ao de nutrientes
e privacao de fatores de crescimento [43,44].

Durante entdo a caréncia nutricional e energética das células ha ativacdo da via autofagica,
mediante a isso, consequentemente ha dos dois sensores-chaves para iniciar esse processo,
o alvo mamifero do complexo rapamicina 1 (mTORC1) e a proteina quinase ativada por AMP
(AMPK) [41,45]. Tanto o mTORC1 quanto o AMPK regulam a atividade do complexo proteico
ULK1 (levedura Atg1), onde ULK1, proteina 13 relacionada a autofagia (Atg13), proteina de
interacado da familia quinase de adesao focal de 200kDa (FIP200) e proteina 101 relacionada
a autofagia (Atg101) sdo os componentes envolvidos na iniciagado da maquinaria autofagica
[45]. Nessa perspectiva, entdo o mTORC1 regula negativamente a autofagia fosforilando
diretamente ULK1 e inibindo a atividade de ULK1 [46]. Por outro lado, AMPK fosforila ULK,
ativando a ULK1 para promover a autofagia [44,47-50].

Com isso a Proteina Quinase Ativada por AMP (AMPK) e a autofagia sdo mediadas por vias
de sinalizagao intracelular. Onde a AMPK ¢é ativada quando ha um aumento nos niveis de AMP
(adenosina monofosfato) em relagao ao ATP (trifosfato de adenosina), o que geralmente
ocorre em situagdes de baixa disponibilidade de energia celular [51]. Essa ativagdo pode

induzir a autofagia, onde a AMPK desempenha um papel relevante na coordenacdo da
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resposta adaptativa das células a condicbes metabdlicas desafiadoras, como aquelas
ocorrentes durante o jejum, através da regulacao da autofagia [52,23].

Uma vez que a AMPK ¢é ativada principalmente por uma diminuicao no conteudo de energia
celular, seu efeito primario € inativar as vias metabolicas que consomem ATP, como as vias
anabdlicas da sintese de acidos graxos e colesterol [51]. Além disso, a AMPK estimula vias
metabolicas que geram ATP, como as vias catabdlicas de glicose e oxidacdo de acidos
graxos. Nesse contexto, a AMPK fosforila o glicogénio sintase (GS), que induz a degradacao
do glicogénio, aumentando os niveis de agucar no sangue e diminuindo a sintese de glicogénio
[53,54].

Por fim, 0 mecanismo final pelo qual a AMPK estimula a autofagia é através da inibicdo da
proteina-alvo dos mamiferos rapamicina (mTOR). O mTOR, uma serina/treonina quinase, é
um regulador mestre do metabolismo celular. A mTOR regula o crescimento e a proliferacao
celular [46,55]

O mTOR forma entdo dois complexos de sinalizacdao distintos, o complexo mTOR 1
(mTORC1) e 0 mTORC2. O mTORC1 integra a sinalizacao de nutrientes e fatores de
crescimento para promover o metabolismo anabdlico, como sintese proteica e lipidica, e inibir
vias catabdlicas, como a biogénese lisossomal e a autofagia. O mTORC2 regula a
sobrevivéncia celular, o metabolismo e a organizacao do citoesqueleto via quinases da familia
AGC [47,56-58].

Com relacao a essas vias metabdlicas relacionadas a autofagia, tem sido demonstrado que a
ativacdo do processo autofagico via inducdo da AMPK por diferentes estratégias terapéuticas
favorece a formacgao dos autofagossomos para a promoc¢ao do processo de reparagao tecidual
e remocao de mitocdndrias lesadas [59-61]. Além de promover a ativagcdo de vias
antioxidantes e pro-sobrevivéncia como a do fator nuclear eritroide 2 [62,63]. Dessa forma, as
evidéncias acerca do papel da autofagia na lesao hepatica por APAP sugerem que a indugao
da autofagia é necessaria para a restricdo das areas de necrose, promog¢ao da sobrevivéncia
dos hepatécitos e a regeneracao hepatica [64,65].

Vendo o potencial do processo autofagico em doencgas hepaticas, pesquisadores estudaram
as vias moleculares e os mecanismos envolvidos na autofagia durante o reparo do figado.
Identificar os principais reguladores da autofagia e entender como eles afetam a regeneragéo
hepatica pode levar ao desenvolvimento de potenciais alvos terapéuticos para doengas
hepaticas, como a hepatite medicamentosa [64,66]. No contexto do reparo do figado, a
autofagia tem sido um assunto de interesse entre cientistas e pesquisadores médicos [67,68].
A autofagia pode ser regulada positivamente como um mecanismo de protegao quando o
figado é danificado por varios fatores, como xenobioéticos, toxinas, infecgdes, dentre outros
[69,70]. Estudos tém demonstrado ativagao da autofagia na fisiopatologia da lesdo hepatica

por paracetamol, promovendo a remoc¢ao de mitocéndrias danificadas e remoc¢ao dos adutos
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de proteina-NAPQI [64,66]. Além do mais, a deficiéncia de autofagia agrava o dano induzido
pelo APAP por meio do aumento de espécies reativas de oxigénio, do processo inflamatorio e

despolarizagcao mitocondrial, agravando a hepatotoxicidade [71,72].

Consequéncia da hipétese e discusséo:

A hipotese propde que o jejum ativa a autofagia, um processo celular de degradacédo e
reciclagem de componentes danificados, levando a diminui¢do do tecido hepatico lesado pelo
paracetamol. A inducdo da autofagia pelo jejum prolongado pode promover a regeneracao
celular e melhorar o reparo do figado danificado por altas doses do medicamento. Isso poderia
ter implicag6es no tratamento de danos hepaticos.

A possivel comprovagao dessa hipétese teria consequéncias significativas. Em primeiro lugar,
abriria caminho para novas abordagens de tratamento para danos hepaticos causados por
drogas hepatotoxicas, como o paracetamol. Além disso, o jejum realmente ativa a autofagia e
prolonga a vida util do organismo, podendo representar estratégias para melhorar a saude
metabdlica. Pois é durante o jejum, com a escassez de nutrientes, que ocorre a ativacao da
autofagia, envolvendo a degradacéo e reciclagem de componentes celulares danificados. Por
fim, a compreensdo do papel do jejum em doencas hepaticas poderia levar ao
desenvolvimento de formas e prescricdes mais eficazes para tratar problemas relacionados
ao figado. No entanto, € importante enfatizar que essas conclusdes dependem de pesquisas
cientificas mais aprofundadas para confirmar a validade e extensao dessas afirmacgdes.
Nessa perspectiva tem-se que durante o jejum, ocorre a queda da insulina e aumento do
glucagon a fim de inibir a mTOR e ativar a enzima AMP-activated protein kinase (AMPK)
devido & mudanca na relagdo AMP/ATP nas células. Isso ativa ULK1, iniciando a formagé&o de
autofagossomos por invaginagao da membrana celular, que degrada componentes celulares
disfuncionais. Autofagossomos se unem a lisossomos, formando autofagolisossomos, onde
enzimas degradam conteudos em nutrientes reutilizaveis, dando inicio ao processo autofagico
e consequentemente mantendo a homeostase celular.

Além do mais, estudos futuros sao encorajados a investigar a relagao entre a pratica do jejum
prolongado e a ativagdo da autofagia celular, conforme proposto na hipétese anterior. Se
comprovada, essa associagao pode ter implica¢des importantes na promoc¢éo da regeneracéo
celular e no reparo de tecidos danificados, como o figado. Além disso, o entendimento dos
mecanismos moleculares e das vias de sinaliza¢do envolvidas na autofagia durante o jejum
prolongado poderia fornecer insights valiosos para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas inovadoras para doengas hepaticas e outras condigdes relacionadas ao estresse
celular. Dessa forma, elucidar o papel da autofagia induzida pelo jejum poderia abrir caminho
para novas abordagens de tratamento que visem otimizar a saude metabdlica e

potencialmente prolongar a expectativa de vida.
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Jejum Vias

e Autofagia Hepatdcito

Figura 1. Diagrama esquematico que descreve a relagao do jejum com a ativagdo da via
autofagica com o intuito de induzir a reparacgao do tecido hepatico lesado pelo uso excessivo
do paracetamol. A ilustracao retrata as vias que aumentam devido a privacgao nutricional, no
modelo esquematizado as vias da Proteina Quinase Ativada por Adenosina Monofosfato
(AMPK), Quinase 1 Semelhante a unc-51 (ULK1), Proteina Relacionada a Autofagia (ATG) e
Proteina supressora tumoral (p53), no outro lado ocorre a inibicdo do proteina-alvo dos
mamiferos rapamicina (mMTOR) ativando assim o processo autofagico nos hepatécitos
lesados.
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6 CONCLUSAO

A hipo6tese de que o jejum e a autofagia podem trazer reparo tecidual no tecido
hepatico lesado pelas altas dosagens de paracetamol € uma perspectiva promissora,
mas requer mais investigagcées para confirmar sua eficacia e estabelecer diretrizes
seguras para sua aplicagdo. O desenvolvimento de abordagens terapéuticas
baseadas nessa hipotese poder potencialmente fornecer novas opgdes para o
tratamento de lesbes hepaticas, através de um método seguro, barato e eficaz, que é

a autofagia.
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Medical Hypotheses is a forum for ideas in medicine and related biomedical sciences. It will publish
interesting and important theoretical papers that foster the diversity and debate upon which the
scientific process thrives. The Aims and Scope of Medical Hypotheses are no different now from what
was proposed by the founder of the journal, the late Dr David Horrobin. In his introduction to the first
issue of the Journal, he asks 'what sorts of papers will be published in Medical Hypotheses? and goes
on to answer 'Medical Hypotheses will publish papers which describe theories, ideas which have a great
deal of observational support and some hypotheses where experimental support is yet fragmentary'.
(Horrobin DF, 1975 Ideas in Biomedical Science: Reasons for the foundation of Medical Hypotheses.
Medical Hypotheses Volume 1, Issue 1, January-February 1975, Pages 1-2.). Medical Hypotheses was
therefore launched, and still exists today, to give novel, radical new ideas and speculations in medicine
open-minded consideration, opening the field to radical hypotheses which would be rejected by most
conventional journals. Papers in Medical Hypotheses take a standard scientific form in terms of style,
structure and referencing. The journal therefore constitutes a bridge between cutting-edge theory
and the mainstream of medical and scientific communication, which ideas must eventually enter if
they are to be critiqued and tested against observations.

Submitted manuscripts will be reviewed by the Editor and external reviewers to ensure their scientific
merit. All reviewers will be fully aware of the Aims and Scope of the Journal and will be judging the
premise, originality and plausibility of the hypotheses submitted. The journal publishes 12 issues a
year, the publication frequency is monthly.
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BIOBASE/Current Contents/Life Sciences, EMBASE Excerpta Medica, Index Medicus, Medical
Documentation Service, Reference Update, Research Alert, Science Citation Index, SciSearch UMI
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AUTHOR INFORMATION PACK 22 Sep 2023 www.elsevier.com/locate/mehy 1



ABSTRACTING AND INDEXING

ADONIS

BIOSIS Citation Index
Chemical Abstracts

Elsevier BIOBASE

Current Contents - Life Sciences
Embase

Medical Documentation Service
Reference Update

Research Alert

Science Citation Index

Web of Science

UMI Microfilms

Russian Academy of Sciences

EDITORIAL BOARD

Co Editors-in-Chief

Mehar S. Manku, Birmingham, United Kingdom

Neurology, Pharmacy, Clinical Pharmacology

Sachin Sarode, Pune, India

Dental Surgery, Oral Pathology, Oral Microbiology, Carcinogenesis, Oncology, Salivary gland lesions

Founding Editor
David F. Horrobin

Associate Editors

Maximos Frountzas, National and Kapodistrian University of Athens School of Medicine, Athens, Greece
Surgical Oncology, Biostatistics, Surgery, Clinical Trials, Minimally Invasive Technologies

Mao Yang, Jishou University School of Pharmacy, Laboratory of Disorders Genes and, Department of
Pharmacology, Jishou, China

Clinical medicine, Basic medicine, Medical genetics, Pharmacology, Clinical pharmacotherapy

Editorial Advisory Board

Megha Agrawal, All India Institute of Medical Sciences, Bathinda, Bathinda, India

Neurophysiology, Lifestyle medicine, Cognitive neuroscience

Gonzalo E. Aranda-Abreu., University of Veracruzana Center for Brain Research, Xalapa, Mexico

SARS-CoV-2, Neurodegeneration, Molecular Biology.

Chandra Bartholomeusz, The University of Texas MD Anderson Cancer Center, Houston, Texas, United States

of America

Breast Neoplasms, Ovarian Neoplasms, Apoptosis

Ramesh Bhonde, Dr D Y Patil Vidyapeeth University, Pune, India

Stem Cells, Diabetes, Islet Biology, Stem cells, Regeneration, Islet biology, Exosomes, tissue

engineering

Philippe Charlier, Paris-Saclay University, Gif sur Yvette, France

Medical anthropology, Evolutionary medicine, Retrospective diagnosis, Paleopathology.

Undurti Narasimha Das, UND LIfe Sciences, R & D, Shaker Heights, Ohio, United States of America

Clinical immunology, Endocrinology

Monica Gulati, Lovely Professional University, Phagwara Sub-district, Punjab, India

Formulation development, Analytical method development, Biotherapeutics

Grzegorz R. Juszczak, Institute of Genetics and Animal Biotechnology Polish Academy of Sciences, Jastrzebiec,

Poland

Brain mechanisms of the stress response, Problem solving, Cognition, Consciousness,
Hallucinations, Psychosis

Mario U. Pérez-Zepeda, Mexico's National Institute of Geriatrics, Mexico City, Mexico

Aging, Frailty, Geriatric care

Vilayanur Ramachandran, University of California San Diego, Department of Psychiatry, La Jolla, California,

United States of America

Neurology, Autism

Fulvio Alexandre Scorza, Federal University of Sao Paulo, SAO PAULO, Brazil

Neurology, Epilepsia

AUTHOR INFORMATION PACK 22 Sep 2023 www.elsevier.com/locate/mehy 2



Amit Srivastava, The Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, Maryland, United States of
America
Neurodegeneration, Neuroinflammation, Vascular Biology, Regenerative Medicine

AUTHOR INFORMATION PACK 22 Sep 2023 www.elsevier.com/locate/mehy 3



GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

The purpose of Medical Hypotheses is to publish interesting theoretical papers. The journal will
consider radical, speculative and non-mainstream scientific ideas provided they are coherently
expressed.

Medical Hypotheses is not, however, a journal for publishing workaday reviews of the literature, nor
is it a journal for primary data (except when preliminary data is used to lend support to the main
hypothesis presented). Many of the articles submitted do not clearly identify the hypothesis and
simply read like reviews.

These notes are designed to help authors formulate an article for Medical Hypotheses in such a way
that the article is clearly distinguishable from a review. These are guidelines only and the Editor is
happy to accept other formats provided that the principal requirements are met.

An hypothesis

Roughly speaking, an hypothesis should be an organized logical structure (or model) that accounts
for (some) known facts, and which has real world consequences that are (in principle) observable.

The consequences of an hypothesis constitute predictions that may be tested against observations and
experiments to determine whether some of them are (apparently) fulfilled. Most articles for Medical
Hypotheses should fulfil the requirements of an hypothesis, and the logic of the proposals should be
clearly stated and evaluated.

Medical Hypotheses is a general journal and articles need to be intelligible to a wide audience in
medicine and bioscience, including those who may not be specialists in the field. Clarity of presentation
and concision are key requirements.

Abstract/ Summary

The abstract should present the paper in microcosm. It should contain explicit details of the hypothesis
being advanced, the main lines of supporting evidence and the most important implications.

Introduction/Background

The introduction should be a concise introduction to the scientific area to be addressed, supported
by appropriate references and should set the scene for the hypothesis. The introduction should not
be an attempt to review the evidence in detail.

The Hypothesis/Theory

The hypothesis needs to be set out in explicit detail. Typically it should be clear why and how the
hypothesis is different from current thinking, how the idea has evolved, and why it is important. The
scientific logic of the hypothesis should be clearly evident (eg. the steps in its causal assumptions).

Evaluation of the hypothesis/idea

The proposed hypothesis should be evaluated in the light of known and published information.
Generally, this entails an evaluation of both evidence in support and evidence (apparently) against
the hypothesis. Only relevant, and critically evaluated, papers should be cited. An hypothesis should,
if correct, have implications and make predictions. These predictions are (in principle) amenable to
further observation and experimentation that could tend to confirm or refute the hypothesis. Typically,
authors would be expected to indicate how their hypothesis might be tested.

Empirical data
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Inclusion of extensive new data is not usually acceptable in Medical Hypotheses papers. However, at
the Editor's discretion, pilot data may be included when it is required for support of the proposed
hypothesis, and when it is unlikely to be published in its own right.

Consequences of the hypothesis and discussion

The importance of the hypothesis may need to be stated explicitly, with a discussion of the potential
implications for the area of science under discussion if the hypothesis were to be confirmed.

Research article (Regular hypotheses research papers) Short Communication Correspondence

Research article (Regular hypotheses research papers):

Presentation and discussion of a biomedically or clinically motivated approach that has required
the development of innovative novel hypothesis or hypotheses. As described in the AIMS of Scope,
Medical Hypotheses is a forum for ideas in medicine and related biomedical sciences. What motivated
to develop a novel hypothesis may be discussed, but the new hypothesis be discussed so that
generalizability is clear with citations of already published research, ideally with an assessment of
its range of applicability. Propose future research directions or a critique with the range of problems
for which it may not be an appropriate solution. There should be a methodological approach that
summarize its introduction, clinical applications, uses, successes, and limitations of the hypothesis.
Article should be adequately cited with recent publications. Please choose the article type "FLA
Hypotheses Article" during the submission process. For further details see guide for authors.

Short Communication:

These are articles, generally shorter than research papers, that tend to discuss previously published
articles or a theme that is an important area of focus for the hypothesis basis of biomedical/clinical
research and its application.

Correspondence:
Medical Hypotheses welcomes correspondence, especially when letters are linked to previous
publications in the journal. Alternatively, letters can summarise extensions of previous work, draw
attention to new evidence relating to theories, describe new ideas, or make general comments
concerning the journal or its field of interest. Letters should be 400 words maximum length, inclusive
of any references.

You can use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the journal for
review. Please check the relevant section in this Guide for Authors for more details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
e E-mail address
e Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

¢ Title page

¢ Include abstract and keywords

¢ All figures (include relevant captions)

¢ All tables (including titles, description, footnotes)

e Ensure all figure and table citations in the text match the files provided

¢ Indicate clearly if color should be used for any figures in print

Graphical Abstracts / Highlights files (where applicable)

Supplemental files (where applicable) )

e A competing interests statement is provided. If the authors have no competing interests, please
declare that the author/authors have no conflict of interest.

¢ A funding statement to be provided. If the authors have not received any funding for their paper,
please declare that no funding received.
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e A consent statement/ethical approval for the paper if Laboratory experiments including animals/
Human studies was performed. 'If your study does not require it, then please state this: Consent
statement/Ethical approval: Not required'..

Further considerations

e Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

¢ All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet

¢ Journal policies detailed in this guide have been reviewed

e Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements

For further information, visit our Support Center.

BEFORE YOU BEGIN

Please see our information on Ethics in publishing.

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organizations
that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include
employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent applications/
registrations, and grants or other funding. Authors should complete the declaration of competing
interest statement using This template and upload to the submission system at the Attach/Upload
Files step. If there are no interests to declare, please choose the first option in the template. More
information.More information.

The below guidance only refers to the writing process, and not to the use of Al tools to analyse and
draw insights from data as part of the research process.

Where authors use generative artificial intelligence (AI) and Al-assisted technologies in the writing
process, authors should only use these technologies to improve readability and language. Applying the
technology should be done with human oversight and control, and authors should carefully review and
edit the result, as Al can generate authoritative-sounding output that can be incorrect, incomplete or
biased. Al and Al-assisted technologies should not be listed as an author or co-author, or be cited as
an author. Authorship implies responsibilities and tasks that can only be attributed to and performed
by humans, as outlined in Elsevier’s AI policy for authors.

Authors should disclose in their manuscript the use of Al and Al-assisted technologies in the writing
process by following the instructions below. A statement will appear in the published work. Please
note that authors are ultimately responsible and accountable for the contents of the work.

Disclosure instructions

Authors must disclose the use of generative Al and Al-assisted technologies in the writing process by
adding a statement at the end of their manuscript in the core manuscript file, before the References
list. The statement should be placed in a new section entitled ‘Declaration of Generative Al and Al-
assisted technologies in the writing process’.

Statement: During the preparation of this work the author(s) used [NAME TOOL / SERVICE] in order
to [REASON]. After using this tool/service, the author(s) reviewed and edited the content as needed
and take(s) full responsibility for the content of the publication.

This declaration does not apply to the use of basic tools for checking grammar, spelling, references
etc. If there is nothing to disclose, there is no need to add a statement.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except in
the form of an abstract, a published lecture or academic thesis, see 'Multiple, redundant or concurrent
publication' for more information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible authorities where
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the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form, in
English or in any other language, including electronically without the written consent of the copyright-
holder.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing policy.
Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see 'Multiple,
redundant or concurrent publication' for more information).

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to differences,
and promotes equal opportunities. Content should make no assumptions about the beliefs or
commitments of any reader; contain nothing which might imply that one individual is superior to
another on the grounds of age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health
condition; and use inclusive language throughout. Authors should ensure that writing is free from bias,
stereotypes, slang, reference to dominant culture and/or cultural assumptions. We advise to seek
gender neutrality by using plural nouns ("clinicians, patients/clients") as default/wherever possible
to avoid using "he, she," or "he/she." We recommend avoiding the use of descriptors that refer
to personal attributes such as age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or
health condition unless they are relevant and valid. When coding terminology is used, we recommend
to avoid offensive or exclusionary terms such as "master", "slave", "blacklist" and "whitelist". We
suggest using alternatives that are more appropriate and (self-) explanatory such as "primary",
"secondary", "blocklist" and "allowlist". These guidelines are meant as a point of reference to help
identify appropriate language but are by no means exhaustive or definitive.

Reporting guidance

For research involving or pertaining to humans, animals or eukaryotic cells, investigators should
integrate sex and gender-based analyses (SGBA) into their research design according to funder/
sponsor requirements and best practices within a field. Authors should address the sex and/or gender
dimensions of their research in their article. In cases where they cannot, they should discuss this
as a limitation to their research's generalizability. Importantly, authors should explicitly state what
definitions of sex and/or gender they are applying to enhance the precision, rigor and reproducibility
of their research and to avoid ambiguity or conflation of terms and the constructs to which they
refer (see Definitions section below). Authors can refer to the Sex and Gender Equity in Research
(SAGER) guidelines and the SAGER guidelines checklist. These offer systematic approaches to the use
and editorial review of sex and gender information in study design, data analysis, outcome reporting
and research interpretation - however, please note there is no single, universally agreed-upon set of
guidelines for defining sex and gender.

Definitions

Sex generally refers to a set of biological attributes that are associated with physical and physiological
features (e.g., chromosomal genotype, hormonal levels, internal and external anatomy). A binary sex
categorization (male/female) is usually designated at birth ("sex assigned at birth"), most often based
solely on the visible external anatomy of a newborn. Gender generally refers to socially constructed
roles, behaviors, and identities of women, men and gender-diverse people that occur in a historical
and cultural context and may vary across societies and over time. Gender influences how people view
themselves and each other, how they behave and interact and how power is distributed in society. Sex
and gender are often incorrectly portrayed as binary (female/male or woman/man) and unchanging
whereas these constructs actually exist along a spectrum and include additional sex categorizations
and gender identities such as people who are intersex/have differences of sex development (DSD) or
identify as non-binary. Moreover, the terms "sex" and "gender" can be ambiguous—thus it is important
for authors to define the manner in which they are used. In addition to this definition guidance and
the SAGER guidelines, the resources on this page offer further insight around sex and gender in
research studies.

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
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for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service

This journal uses the Elsevier Article Transfer Service to find the best home for your manuscript. This
means that if an editor feels your manuscript is more suitable for an alternative journal, you might
be asked to consider transferring the manuscript to such a journal. The recommendation might be
provided by a Journal Editor, a dedicated Scientific Managing Editor, a tool assisted recommendation,
or a combination. If you agree, your manuscript will be transferred, though you will have the
opportunity to make changes to the manuscript before the submission is complete. Please note that
your manuscript will be independently reviewed by the new journal. More information.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (see
more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version
of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission
from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a
'License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of gold open access articles is
determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Permissions Information

Written permission to reproduce borrowed material (illustrations and tables) must be obtained from
the original publishers and authors, and submitted with the typescript. Borrowed material should be
acknowledged in the captions in this style: 'Reproduced by the kind permission of ... (publishers)
from ... (reference)".

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement, it is recommended
to state this.

Please visit our Open Access page for more information.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a mixture of
these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to eliminate possible
grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English may wish to use the
Language Editing service available from Elsevier's Language Services.
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Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Submit your article
Please submit your article via https://www.editorialmanager.com/ymehy/default.aspx

Referees

Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of 3 potential
referees. For more details, visit our Support site. It is required that potential referees not be from
the same institution as the authors. Please only supply the names of referees who can commit to the
review, if invited. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the suggested
reviewers are used.

PREPARATION

For questions about the editorial process (including the status of manuscripts under review) or for
technical support on submissions, please visit our Support Center.

This journal operates a single anonymized review process. All contributions will be initially assessed by
the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of
two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor is responsible
for the final decision regarding acceptance or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors
are not involved in decisions about papers which they have written themselves or have been written
by family members or colleagues or which relate to products or services in which the editor has
an interest. Any such submission is subject to all the journal's usual procedures, with peer review
handled independently of the relevant editor and their research groups. More information on types
of peer review.

What is peer review?
Peer review helps validate research, establish a method by which it can be evaluated, and increase
networking possibilities within research communities

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see
also the Guide to Publishing with Elsevier). Note that source files of figures, tables and text graphics
will be required whether or not you embed your figures in the text. See also the section on Electronic
artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check'
functions of your word processor.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Vitae

Submit a short (maximum 100 words) biography of each author, along with a passport-type
photograph accompanying the other figures. Please provide the biography in an editable format (e.g.
Word), not in PDF format.
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e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your hame between
parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries about
Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given and that contact details
are kept up to date by the corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

The abstract is the most important section of the paper since it will be widely and freely disseminated
by scientific indexing systems, and will be read far more often than the whole paper. Great care should
therefore be taken to provide an informative abstract which summarizes the main argument of the
paper. The maximum length allowed is 400 words. The abstract should not contain any references,
because it will sometimes be disseminated in isolation from the rest of the paper. Please ensure that
you submit your abstract within the first page of your manuscript.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy];
the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutes
of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, submit the name of the institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, it is recommended to include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or
not-for-profit sectors.

Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.
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Math formulae

Although we do not encourage presentation of mathematically derived hypotheses, however minimum
math formulae may be presented. Please submit math equations as editable text and not as images.
Present simple formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics.

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide captions to illustrations separately.

e Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

e Submit each illustration as a separate file.

e Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color vision.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi. All line illustrations should present a crisp black image on an even white background. The
illustrations should be 127 x 173 mm (5 x 7 in) in size, or no larger than 203 x 254 mm (8 x 10 in).
Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF) or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) in addition to color reproduction in print. Further
information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.
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Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table cells.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following elements: author name(s), dataset title, data repository, version (where available), year,
and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly
identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.

Preprint references

Where a preprint has subsequently become available as a peer-reviewed publication, the formal
publication should be used as the reference. If there are preprints that are central to your work or that
cover crucial developments in the topic, but are not yet formally published, these may be referenced.
Preprints should be clearly marked as such, for example by including the word preprint, or the name
of the preprint server, as part of the reference. The preprint DOI should also be provided.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management software products. These include all products that support Citation Style Language
styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and bibliographies
will be automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide. If you use
reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting
the electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software.

Reference style

Refernce style: 3 Vancouver Numbered

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual authors
can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear
in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1]3J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci. Commun.
163 (2010) 51-59. https://doi.org/10.1016/j.5¢c.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:
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[2] J. van der Geer, J.A.]. Hanraads, R.A. Lupton, 2018. The art of writing a scientific article. Heliyon.
19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

[3] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[4] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S. Jones, R.Z.
Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York, 2009, pp. 281-304.
Reference to a website:

[5] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK. http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003 (accessed 13 March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] [6] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese oak wilt
disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1, 2015. https://doi.org/10.17632/
xwj98nb39r.1.

Reference to software:

[7] E. Coon, M. Berndt, A. Jan, D. Svyatsky, A. Atchley, E. Kikinzon, D. Harp, G. Manzini, E. Shelef,
K. Lipnikov, R. Garimella, C. Xu, D. Moulton, S. Karra, S. Painter, E. Jafarov, S. Molins, Advanced
Terrestrial Simulator (ATS) v0.88 (Version 0.88), Zenodo, March 25, 2020. https://doi.org/10.5281/
zenodo.37272009.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the "Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication where
appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research data refers
to the results of observations or experimentation that validate research findings, which may also
include software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related
to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement
about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to
the "References" section for more information about data citation. For more information on depositing,
sharing and using research data and other relevant research materials, visit the research data page.

This journal enables you to publish research objects related to your original research — such as data,
methods, protocols, software and hardware - as an additional paper in a Research Elements journal.

Research Elements is a suite of peer-reviewed, open access journals which make your research objects
findable, accessible and reusable. Articles place research objects into context by providing detailed
descriptions of objects and their application, and linking to the associated original research articles.
Research Elements articles can be prepared by you, or by one of your collaborators.

During submission, you will be alerted to the opportunity to prepare and submit a manuscript to one
of the Research Elements journals.

More information can be found on the Research Elements page.
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Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission.
This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access
or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why during the submission process,
for example by stating that the research data is confidential. The statement will appear with your
published article on ScienceDirect. For more information, visit the Data Statement page.

AFTER ACCEPTANCE

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with their proof
corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online
proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to
MS Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions
from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing
you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for
sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is
accepted for publication. Corresponding authors who have published their article gold open access
do not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article will
be published.

© Copyright 2018 Elsevier | https://www.elsevier.com
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