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Resumo

A toxina botulinica tipo A (BTX-A) tem sido utilizada como uma das opgoes de tratamento para controlar a sialorreia,
entretanto ainda ndo se conhece seus efeitos sistémicos apds tratamento crénico. Sendo assim, objetivou-se avaliar
alteragdes histopatoldgicas do parénquima hepatico e renal de ratas tratadas cronicamente com injecdo de toxina
botulinica tipo A no complexo submandibular-sublingual. Foram utilizadas 21 ratas Wistar adultas, distribuidas em trés
grupos com 7 animais cada: controle; grupos BTX-12 e BTX-35, que receberam 3 aplicagdes intercaladas de BTX-A.
O grupo BTX-12 e BTX-35 foram analisados aos 12 e 35 dias ap6s o tratamento, respectivamente. Foram realizadas as
andlises histopatoldgicas e histomorfométricas do figado e do rim de todos os animais dos grupos. No figado foi
observado alteracGes histopatoldgicas caracterizadas por hipertrofia de hepatdcitos, picnose, degeneracéo centrolobular
e infiltrado linfo-histiocitario, neutrofilico e nos rins foi observado diminuicdo do espaco capsular, glomerulopatias e
degeneragdes nos néfrons e tlbulos contorcidos. A histomorfometria revelou redugdo no tamanho dos nicleos dos
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hepatdcitos e também do glomérulo renal. Sendo assim, pode-se sugerir que a toxina botulinica tipo A administrada em
ratas para o tratamento da sialorreia tem potencial hepatotéxico e nefrotéxico.
Palavras-chave:Neurotoxina; Figado; Rim; Toxicidade; Histopatologia.

Abstract

Botulinum toxin type A (BTX-A) has been used as one of the treatment options to control sialorrhea, however its
systemic effects after chronic treatment are not yet known. Therefore, the objective was to evaluate histopathological
alterations of the hepatic and renal parenchyma of rats chronically treated with botulinum toxin type A injection in the
submandibular-sublingual complex. Twenty-one adult Wistar rats were divided into three groups with 7 animals each:
control; groups BTX-12 and BTX-35, which received 3 intercalated applications of BTX-A. The BTX-12 and BTX-35
groups were analyzed at 12 and 35 days after treatment, respectively. Histopathological and histomorphometric analyzes
of the liver and kidney of all animals in the groups were performed. In the liver, histopathological changes were observed
characterized by hypertrophy of hepatocytes, pyknosis, centrilobular degeneration and lymphohistiocytic, neutrophilic
infiltrate and in the kidneys, decreased capsular space, glomerulopathies and degenerations in nephrons and convoluted
tubules were observed. Histomorphometry revealed a reduction in the size of the hepatocyte nuclei and also of the renal
glomerulus. Therefore, it can be suggested that botulinum toxin type A administered to rats for the treatment of
sialorrhea has hepatotoxic and nephrotoxic potential.

Keywords: Neurotoxin; Liver; Kidney; Toxicity; Histopathology.

Resumen

La toxina botulinica tipo A (BTX-A) se ha utilizado como una de las opciones de tratamiento para controlar la sialorrea,
sin embargo, alin no se conocen sus efectos sistémicos después del tratamiento crénico. Por tanto, el objetivo fue evaluar
las alteraciones histopatoldgicas del parénquima hepético y renal de ratas tratadas cronicamente con inyeccidn de toxina
botulinica tipo A en el complejo submandibular-sublingual. Veintiin ratas Wistar adultas se dividieron en tres grupos
de 7 animales cada uno: control; grupos BTX-12 y BTX-35, que recibieron 3 aplicaciones intercaladas de BTX-A. Los
grupos BTX-12 y BTX-35 se analizaron a los 12 y 35 dias después del tratamiento, respectivamente. Se realizaron
analisis histopatoldgicos e histomorfométricos del higado y rifién de todos los animales de los grupos. En higado se
observaron cambios histopatolégicos caracterizados por hipertrofia de hepatocitos, picnosis, degeneracion
centrolobulillar e infiltrado linfohistiocitario, neutrofilico y en rifiones se observo disminucion del espacio capsular,
glomerulopatias y degeneraciones en nefronas y tlbulos contorneados. La histomorfometria revelé una reduccion del
tamarfio de los nucleos de los hepatocitos y también del glomérulo renal. Por lo tanto, se puede sugerir que la toxina
botulinica tipo A administrada a ratas para el tratamiento de la sialorrea tiene potencial hepatotdxico y nefrotéxico.
Palabras clave: Neurotoxina; Higado; Rifién; Toxicidad; Histopatologia.

1. Introducéo

A neurotoxina botulinica tipo A (BTX-A) é uma exotoxina que pode causar paralisia muscular transitéria (Jiang et al.,
2014; Rhéaume, 2015), e tem sido amplamente utilizada em diversas situac@es clinicas, dentre elas a sialorreia que é vazamento
extraoral da saliva quando o paciente ndo consegue transporta-la da boca para o estbmago. Em tal caso, na tentativa de propiciar
melhor qualidade de vida a pacientes com doengas neurodegenerativas, as inje¢Oes percutaneas de BTX-A nas glandulas
parotidas e/ou submandibulares podem representar uma opgdo Util para diminuir a salivagdo nestes pacientes (Manrique, 2005;
Moller et al., 2011).

Estudos anteriores confirmam que a aplicacdo da toxina botulinica é uma alternativa terapéutica com minima invasao
para 0 manejo da sialorreia, 0 que repercute positivamente nas dificuldades com a higiene bucal, risco de aspiracdo resultante de
salivacdo retrégrada, pneumonia por aspiracdo potencialmente fatal, mas frequentemente, pode causar irritagdo da pele ou
infecco perioral (Arellano-Saldafia, 2014; Jost et al.,2016).

O aumento exponencial do uso de BTX-A como tratamento para diversas doencas levanta a reflexdo em relacdo as
consequéncias sobre os possiveis efeitos colaterais no organismo a nivel sistémico, visto que, a BTX-A consegue persistir por
longos periodos no corpo humano por ser muito estavel na circulagdo sanguinea devido ao seu baixo peso molecular. Assim
como por ndo haver evidéncias sobre sua disposi¢do no corpo intacto e processos como a absorgao, a distribuicdo da molécula

em todo o corpo, o0 metabolismo sistémico e a eliminagéo da molécula do corpo (Simpson, 2013).
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A BTX-A é comercialmente vendida na forma liofilizada estéril, utilizando-se como estabilizante a albumina humana
ou gelatina de origem bovina, este Gltimo utilizado mais recentemente e com a pretensdo de menor poder de difusédo tecidual
local (Prosigne®, 2013; Botox®, 2015).

Sendo assim, buscando suprir a caréncia de trabalhos na literatura sobre os efeitos sistémicos da BTX-A utilizada na
administracdo cronica para tratamento local da sialorreia, sobretudo nas funcdes hepaticas e renais, o presente estudo tem o
objetivo de avaliar e descrever as possiveis alteracdes teciduais do parénquima hepatico e renal de ratas Wistar tratadas com

injecdo de BTX-A no complexo submandibular-sublingual.

2. Metodologia

A pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob o processo de nimero 23076.023152/2014-14. Trata-se de um estudo do tipo
experimental, descritivo, analitico quantitativo, utilizando 21 ratas (Rattus norvegicus, variacdo albinus), adultas e saudaveis da
linhagem Wistar, com peso entre 200-340g e com livre acesso a dieta padrdo para roedores, mantidos em gaiolas com 4 animais,
com temperatura de 23 + 2 °C, respeitando o ciclo dia/noite de 12h cada. Todo o trabalho obedeceu as normas do Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Tratamento dos Animais

Os animais foram divididos em trés grupos com 7 animais cada: grupo controle (CN) sem quaisquer tratamentos; grupo
BTX-12, cujas glandulas submandibulares direitas receberam injecéo de 2,5 U de toxina botulinica tipo A (Prosigne®, Cristalia,
Itapira, SP, Brasil), reconstituida em 0,1 mL de solucdo de cloreto de sédio 0,9%, analisadas 12 dias ap6s a terceira aplicacéo;
grupo BTX-35, cujas glandulas salivares receberam o mesmo tratamento do grupo BTX-12 dias, porém foram analisadas 35 dias
apos a terceira aplicagdo, seguindo metodologia descrita por Wen, et al., (2009). A dose de toxina botulinica utilizada no presente
estudo foi escolhida ap6s um estudo piloto testando dose e intervalos, onde avaliou-se a eficacia em diminuir a secre¢do salivar
e a tolerancia do animal ap06s a repeticdo da dose.

Para o estudo, cada animal dos grupos BTX-12 e BTX-35 recebeu um total de trés aplicacGes intervaladas a cada 35
dias, sendo o tempo de andlise de cada grupo contado a partir do dia seguinte & Ultima aplicagdo, totalizando 105 dias de
tratamento. Para a realizagdo da injecéo intraglandular, os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (10 mg/kg
de peso — Ketamin®, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (0,5 mg/kg de peso — Rompum®, Bayer, Sdo Paulo
Brasil), na propor¢do de 1:1 associados na mesma seringa, de acordo com o peso dos animais e administrados por via
intramuscular. Foi realizada tricotomia e antissepsia da regido cervical dos animais com clorexidina 2% e, através do método de
palpacéo, procedeu-se com a injecdo apenas da glandula submandibular do complexo submandibular-sublingual do lado direito.

O figado e os rins foram coletados aos 12 dias (BTX-12) e 35 dias (BTX-35) ap0és a terceira aplicagdo, datas equivalentes
ao pico de acdo da droga e término desse efeito na estrutura glandular de ratos, respectivamente. Nas respectivas datas de analises,
apos eutandsia dos animais foi realizada uma inciséo na cavidade abdominal dos animais, para que o figado e os rins fossem
removidos (Moller & Vazquez, 2011). Apos a coleta dos 6rgdos, estes foram seccionados transversalmente e imediatamente
fixados em solugdo de formaldeido a 10% tamponado em solugdo tampéo de fosfato de sddio 0,1 M e pH 7.2, durante 24 horas

a temperatura ambiente, sendo posteriormente mantidos em geladeira a 4 °C por 16-20 horas.
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Avaliacao histopatolégica e histomorfométrica

Apbs a fixagdo, o material foi encaminhado para processamento histoldgico de rotina, onde foram desidratados em
concentragoes crescentes de etanol, diafanizados em xilol, incluidos em parafina, para posterior confecgdo dos blocos. O material
foi cortado a 5um em micrétomo rotativo RM 2125 (Leica®) para em seguida serem dispostos em laminas untadas com albumina
de Mayer. As preparacdes foram ento coradas pela hematoxilina e eosina (HE) e por Acido Periddico de Schiff (PAS - Periodic
Acid Schiff's) para proceder as analises histopatolégica e histomorfométrica (Tolosa et al., 2003; Junqueira & Carneiro, 2017).

A analise histopatoldgica foi realizada em microscopio éptico de luz. A analise descritiva e qualitativa foi realizada por
dois examinadores por meio de sistema duplo-cego. A analise histomorfométrica foi realizada no software Caseviewer através
de mensuragdes realizadas em imagens digitais obtidas em scanner Pannoramic MIDI 1l (3DHISTECH, Budapest, Hungary).
Nos rins foi aferidos 0 comprimento de 30 glomérulos renais por animal, tragando uma linha horizontal no plano equatorial do

tufo glomerular e nos figados foram aferidas a area e o perimetro dos nucleos de 90 hepatdcitos por animal.

Andlise Estatistica

Para a analise estatistica foi construido um banco de dados no Microsoft Excel o qual foi exportado para o software
SPSS, versdo 18, onde foi realizada a analise. Para avaliar a normalidade do perimetro e da area dos ndcleos dos hepatocitos,
assim como o comprimento dos corpusculos renais, foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov. No caso em que a normalidade
foi indicada aplicou-se o teste ANOVA e o teste de Tukey para comparacao geral e multipla da média da medida entre 0s grupos
avaliados. No caso em que a normalidade ndo foi indicada foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis e o teste de Mann-Whitney
para comparacdo geral e maltipla da distribuicdo da medida entre os grupos avaliados, considerando o nivel de significancia de
5%.

3. Resultados
Analise Histopatoldgica

A analise histopatoldgica dos figados do grupo controle evidenciou um padrdo tecidual sem alteragGes evidentes, com
I6bulos preservados, sistema porta sem alteragdes e auséncia de infiltrados inflamatorios. Nos grupos tratados com BTX-A
(BTX-12 e BTX-35) foi observado a presenca de hepatite aguda a cronica multifocal discreta (Fig.1.A); os animais de ambos 0s
grupos apresentaram mecanismo de adaptacdo como hipertrofia de hepatdcitos multifocal moderada no grupo BTX-12 e difusa
moderada no grupo BTX-35, além de hipertrofia e hiperplasia de células de Kupffer focal moderada apenas no grupo BTX-12.
Em Ambos os grupos, os animais apresentaram degeneracdo hidrdpica centrolobular, sendo multifocal moderada em BTX-12 e
difusa moderada em BTX-35 (Fig.1.B). Também foi verificado congestdo de sinusoides e veias centrolobulares difusa discreta

no grupo BTX-35 e necrose de coagulacdo focal leve a moderada em ambos 0s grupos.
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Figura 1: Fotomicrografias do figado de ratas do grupo tratado com toxina botulinica tipo A analisado com 12 dias (A) e com
35 dias ap0s a apos a terceira aplicacdo (B); A: Presenca de infiltrado periportal neutrofilico histiocitario discreto (seta). B:
Degeneracdo centrolobular difusa moderada. Colorag¢do: Hematoxilina e Eosina.

* — 3 '
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Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Em relacdo aos rins os animais do grupo controle (CN) apresentaram um padrao tecidual sem alteracdo com a capsula
de Bowman preservada e o espago capsular de tamanho normal. Também foi possivel observar que os tdbulos contorcidos
proximais e distais ndo apresentaram quaisquer tipos de degeneracdo. N&o foi observada presenca de infiltrado inflamatério.
Todos os grupos que receberam tratamento crénico com BTX-A evidenciou alterages histopatoldgicas; como glomerulopatia
membranosa multifocal moderada no grupo BTX-12 (Fig.2.A) e difusa acentuada em BTX-35 e glomerulopatia
membranoproliferativa multifocal moderada em ambos os grupos (Fig.2.B). Tambeém foi possivel verificar a presenca de

cilindros hialinos intratubular multifocal discreto em BTX-12 e BTX-35.

Figura 2: Fotomicrografias do cortex renal de ratas tratadas com toxina botulinica tipo A analisado com 12 dias (A) e com 35
dias ap0s a terceira aplicacdo (B); A: Glomerulopatia membranosa (asterisco) e espessamentos das membranas (seta). B:
Glomerulopatia membranoproliferativa — espessamento da cépsula de Bowman (seta) e proliferacdo de células mesangiais

(asterisco). Coloragio: Acido Periddico de Schiff..

& ; - ~ -
ot D b =) Py

Fonte: Dados da pesquisa (2020).
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Os dois grupos tratados com BTX-A apresentaram nos néfrons, degeneracao hidrépica difusa discreta em BTX-12 e
moderada em BTX-35 e nos tdbulos contorcidos degeneracéo hidropica difusa moderada. Também foi observado infiltrado linfo-
histiocitario perivascular focalmente extenso moderado em BTX-12 e (Fig. 3. A) Glomerulonefrite focalmente extensa moderada
em BTX-35 (Fig. 3. B).

Figura 3: Fotomicrografias do cortex renal de ratas tratadas com toxina botulinica tipo A analisado com 12 dias (A) e com 35
dias apés a terceira aplicacdo (B). A: Infiltrado linfo-histiocitario perivascular focalmente extenso moderado (seta). B:

Glomerulonefrite focalmente extensa moderada. Colorag¢iao: Hematoxilina e Eosina.

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Andlise Histomorfométrica

Na Tabela 1 é apresentada a mediana e amplitude interquartil do perimetro e da area dos nucleos dos hepatdcitos,
segundo o grupo de tratamento. Verifica-se maior mediana do perimetro e da area no grupo CN (mediana = 24,96 e 48,96,
respectivamente) seguido do grupo BTX-12 (mediana = 24,66 e 47,07) e o grupo BTX-35 (mediana = 23,98 e 45,33) apresentou

a menor mediana tanto para o perimetro como para a area.

Tabela 1: Mediana e amplitude interquartil do perimetro e da area dos nucleos dos hepatdcitos do figado dos animais avaliados,

segundo o grupo de tratamento.

Medida avaliada

Grupo avaliado

Perimetro Area
BTX-12 24,66 (2,38) 47,07 (9,88)
BTX-35 23,98 (2,73) 45,33 (10,23)
CN 24,96 (2,70) 48,96 (10,53)
p-valort <0,001 <0,001

!p-valor do teste de Kruskall-Wallis

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.
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A comparacédo da distribuicdo do perimetro e da area entre os grupos de tratamentos foi significativo (p < 0,001),
indicando que existe diferenca entre os grupos. Ainda, verificou-se que o CN apresenta um perimetro e area significativamente
maior (p < 0,001) que todos os demais grupos avaliados (Tabela 2).

Tabela 2: Teste de comparacéao? da distribuicdo do perimetro e da area dos nlcleos dos hepatécitos do figado entre os grupos de
tratamento.

Medida avaliada

Comparacdo realizada

Perimetro Area
BTX-12 x BTX-35 0,165 0,249
BTX-12 x CN <0,001 <0,001
BTX-35x CN <0,001 <0,001

Ip-valor do teste de Mann-Whitney

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Na Tabela 3 sdo apresentadas a média e desvio padrdo do comprimento dos corplsculos renais dos animais avaliados,
segundo o grupo de tratamento. Verificou-se maior média do comprimento dos corpusculos renais no grupo CN (média = 87,34)
seguido do grupo BTX-12 (média = 83,21) e BTX-35 (média = 81,34). O teste de comparacdo de média do comprimento entre
0s grupos de tratamentos foi significativo, indicando que o grupo CN apresenta um comprimento significativamente maior (p <
0,001), que todos os demais grupos avaliados (Tabela 4).

Tabela 3: Média e desvio padrdo do comprimento dos glomérulos renais dos animais avaliados, segundo o grupo de tratamento.

Medida avaliada

Grupo avaliado

Média Desvio padréo
BTX-12 83,21 15,47
BTX-35 81,34 14,04
CN 87,34 15,17
p-valort <0,001

Ip-valor do teste da ANOVA.

Fonte: Dados da pesquisa (2020).

Tabela 4: Teste de comparacdo da média dos glomérulos renais entre os grupos de tratamento.

Comparacdo realizada E(;\r/r?rl;;rrlaggo
BTX-12 x BTX-35 0.641
BTX-12 x CN 0.020
BTX-35x CN <0.001

Ip-valor do teste de Tukey

Fonte: Dados da pesquisa (2020).
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Na literatura ndo existe dados que corroborem com os resultados encontrados no presente estudo, em consequéncia de
se desconhecer o processo de metabolizagdo e excrecdo da BTX-A, também ndo foi encontrado em nenhuma base de dados
informacoes referentes a hepatotoxicidade e nefrotoxicidade da BTX-A, contudo este trabalho norteia para uma possivel
compreensdo de tais processos. Os resultados desta pesquisa em consonancia com Simpson (2013), preenche parte da lacuna que
ha na necessidade de entender o processo de metabolizacdo e excrecdo da BTX-A. Simpson (2013), hipotetizou que a BTX-A
permanece por longos periodos no organismo porque seu titulo circulante é muito baixo para ser detectado com eficiéncia e
facilidade pelo figado. No presente estudo as analises histopatolégicas do figado indicam que os grupos tratados com BTX-A
sofreram alteracBes no seu parénquima tecidual, demonstrando também que o grupo BTX-35 apresentou lesdes mais severas que
0 BTX-12, o que pode indicar uma possivel dificuldade do figado, a longo prazo, em realizar a biotransformacao da toxina em
metabdlitos inativos para que a mesma seja eliminada.

Al-Saleem et al., (2017), demonstraram que ha um actimulo substancial de complexos anticorpo-antigeno no figado em
animais imunizados, pois a eliminagdo de imunocomplexos da circulacdo sanguinea provavelmente utiliza o sistema
complemento, no qual os imunocomplexos sdo opsonizados pelo C3b e se ligam ao Receptor do Complemento 1 (CR1) na
superficie das hemdcias, a partir do qual sdo entregues aos macréfagos no figado e no bago. Entretanto o processo de
metabolizacdo da toxina ainda ndo foi esclarecido e logo surge a hipdtese se este acimulo provocado pela associagéo ao anticorpo
poderia aumentar as lesGes a nivel hepatico, visto que no presente estudo ficou comprovado que a toxina provoca lesdo hepética
em animais ndo imunizados, ou seja, a toxina é capturada pelo figado sem a necessidade de anticorpos.

Existe uma preocupacdo global significativa com relacdo lesdo hepética induzida por drogas (DILI) e a Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMA) e a Agéncia de Medicamentos e Alimentos dos Estados Unidos (FDA) alertam que os
métodos existentes para avaliar o DILI séo insuficientes (Grudzinski et al., 2019; Thakkar et al., 2020). A BTX-A ainda ndo se
encontra na lista de drogas capazes de induzir lesdo hepatica, contudo, os achados histopatolégicos e histomorfométricos
encontrados neste trabalho pode sugerir que a BTX-A provoca DILI. Ja foi observado, no uso de outras drogas, necrose
centrolobular com infiltrados lobulares de células inflamatérias, sugerindo hepatite aguda induzida por medicamento apés
administracdo de metilpredinisolona na pulsoterapia (Kimura et al., 2020) e com malatido incluindo aumento proeminente de
sinusoides, infiltracdo de células mononucleares, dilatacdo, hemorragia e necrose (Selmi et al., 2018). Necrose hepéatica também
foi descrita no uso de cisplatino, metotrexato e por acetaminofeno (lorga & Dara, 2019; Zheng et al., 2019; Un et al., 2020;
Wolverton & Vuppalanchi, 2020). O tratamento crdnico com BTX-A apresentou padrdo tecidual semelhante, dado que foi
verificado no grupo BTX-12 presencas de hepatite aguda e cronica, degeneracdo centrolobular multifocal e necrose de
coagulagdo. O grupo BTX-35 além dos mesmos achados que o grupo analisado com 12 dias também apresentou congestdo de
sinusdides e veias centrolobulares difusa.

Durante a patogénese da DILI, os macréfagos hepaticos desempenham um papel central e no grupo BTX-12 foi
observado moderada presenca de células de Kupffer (KCs). De acordo com Shan & Ju (2019), a DILI induz a ativacdo de KCs,
0 que resulta na liberacdo de citocinas inflamatérias e quimiocinas. Esse modo de acdo inicia a infiltragdo de mondcitos no
figado, que se diferenciam em macréfagos. Bhaijee e Anders (2017), diz que histologicamente, a DILI se manifesta em quatro
principais padrdes de lesdo: inicia-se com hepatite aguda predominante por inflamacéo, em seguida hepatite aguda predominante
por necrose, depois ha a tentativa de reparo da hepatite aguda e por Gltima hepatite sincicial de células gigantes. O tratamento
cronico com BTX-A revelou a presenca de hepatite aguda por infiltrado neutrofilo e linfo-histiocitario e necrose de coagulagéo,
porém nao foi observado caracteristicas de reparo como figuras de mitose e hepatocitos binucleados, o que pode indicar que a

toxina pode progredir para uma hepatite cronica.
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Na presente pesquisa verificou-se que o grupo BTX-35 apresentou intensidade maior das lesGes hepaticas em relagdo
ao grupo BTX-12, o que estd em consonancia Wolverton e Vuppalanchi (2020), que afirma que a associagdo temporal com o
medicamento implicado é um dos principais aspectos para o diagndstico do DILI. Esses autores ainda afirmaram, que outros
aspectos para este diagnéstico melhora com a descontinuacdo, a exclusdo de etiologia competitiva e a reexposi¢do, porém, no
atual estudo, ndo foi possivel avaliar se a descontinuacdo do tratamento com BTX-A ocasionaria melhora, visto que as analises
ocorreram 12 e 35 dias ap0s a 32 aplicacdo. Entretanto, os animais desta pesquisa ndo tinham outra etiologia que comprometesse
o figado e ndo sofreram reexposicdo. Sendo assim, fica evidente que a BTX-A pode induzir o DILI e pode ser considerada como
medicamento hepatotoxico diante das alteracGes histopatoldgicas evidentes neste trabalho.

Em relag8o a morfometria ndo houve diferenca significativa entre BTX-12 e BTX-35, mas nos animais de ambos 0s
grupos que receberam tratamento crénico apresentaram diferenca significativa em relagdo ao grupo controle. Os resultados
identificaram que no figado os nucleos dos hepatdcitos de todos o0s grupos tratados diminuiram em rela¢do ao grupo controle
sugerindo a ocorréncia de apoptose. Al-Qadhi et al., (2021), em seu trabalho com folhas de CathaedulisForsk, observaram
caracteristicas semelhantes as encontradas nesta pesquisa, tipicas de apoptose, como encolhimento nuclear ou arredondamento
celular. As KCs foram encontradas com intensidade moderada na histopatologia dos grupos tratados com BTX-A, sendo mais
um indicativo de apoptose. A morte celular no DILI é provavel apoptose mediada por receptor de morte e o resultado de um
sistema imunoldgico inato e adaptativo ativado, composto por outros fatores do hospedeiro, como genética, sexo, idade e
capacidade de tolerancia imunoldgica (lorga & Dara, 2019).

Em relagdo aos rins a andlise histopatoldgica evidenciou que os grupos tratados com BTX-A apresentou sinais
sugestivos de nefrotoxicidade, em razdo da intensa degeneragéo hidrépica nos néfrons e nos tubulos contorcidos, e também pela
grande presenca de lesbes inflamatdrias glomerulares em todos os grupos tratados como, as glomerulopatias membranosa e
membranoproliferativa, sugerindo que a BTX-A compromete o funcionamento do rins, visto que um vasto dano crdnico na
bidpsia renal prediz uma perda mais réapida da funcéo renal.

LesBes renais semelhantes as observadas nos grupos BTX-A 12 dias, degeneracdo hidrdpica nos néfrons difusa,
variando de discreta a moderada, respectivamente, tibulos contorcidos essa lesdo foi difusa moderada e aumento na espessura
da céapsula de Bowman, foram descritas por Jacoby-Alner et al., (2011), o quais utilizando veneno de escorpido verificaram
degeneracdo no espaco de Bowman, com inchaco glomerular; e EI-Hidan et al., (2015), estudando o serpente tigre australiana,
apresentaram alteragdes hidrdpicas no tecido renal e espagos expandidos de Bowman contendo um eosinofilico amorfo pélido
foi sugestivo de proteindria. J4 0 aumento na espessura da capsula de Bowman foi observado por Eadon et al., (2020), utilizando
0 veneno da serpente em felinos, contudo neste trabalho foi verificado que tal aumento foi provocado por uma diminuicdo do
tufo glomerular, o que sugere uma perda de funcéo renal.

Substancias como chumbo, glutamato monossadico e cloreto de mercurio ja sdo conhecidos na literatura cientifica por
sua acdo nefrotoxica ao causar ledes leves a moderadas nos niveis glomerular e tubular, como inicio de necrose, fibrose
intersticial com acumulo de células mononucleares, glomérulos degenerados e formacéo de células cariomegélicas contendo
inclusdes intranucleares no epitélio tubular proximal. Os resultados destes estudos em comparag¢do com os danos causados ao
tecido renal tanto glomerular quanto tubular durante o tratamento com BTX-A reforca ainda mais o potencial nefrotoxico da
toxina mesmo que ainda sejam necessarios testes de funcéo renal (EI-Neweshy et al., 2011; Del Carmen Contini et al., 2017;
Schyman et al., 2020).

O tratamento com BTX-A sugere o desenvolvimento de glomerulopatias, como glomerulonefrite membranosa (GNM)
e glomerulonefrite membranoproliferativa (GNMP) visto que o aumento de neutréfilos dentro do tufo glomerular é designado

por glomerulonefrite proliferativa e a inflamagéo grave do tufo pode levar & proliferacéo de células mesangiais e epiteliais, com
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formagcdo de locais de adesdo entre as camadas visceral e parietal da capsula de Bowman, denominada de glomerulonefrite
membranosa, conforme descrito por Wallig et al., (2018).

N&o encontramos dados na literatura sobre nefrotoxicidade da BTX-A, entretanto um modelo que incorpora
caracteristicas histopatolégicas de amostras de bidpsia renal melhorou a previséo de insuficiéncia renal e pode ser clinicamente
valioso sobre a trajetoria futura da taxa estimada de filtracdo glomerular e de acordo com este modelo pode-se sugerir que a
BTX-A pode causar insuficiéncia renal, como descrito por Eadon et al., (2020). Outro ponto a ser considerado em relagdo as
glomerulonefrites presentes durante o tratamento com BTX-A é que as infec¢cdes também podem ter efeitos diretos nas células
glomerulares, isso principalmente associado a suscetibilidade genética (Couser & Johnson, 2014).

A analise histomorfométrica dos rins indicou que todos os grupos apresentaram um leve grau de atrofia dos glomérulos
em relacdo ao grupo controle, o que pode ser um indicativo de morte celular. Existem muitas duvidas acerca dos danos causados
ao metabolismo e a excre¢do da BTX-A no tratamento de inimeras patologias, mas com os resultados aqui apresentados pode-

se considerar que a BTX-A tem acdo hepatotdxica e nefrotoxica.

4. Concluséo

A escassez de informacdes na literatura é evidente com relacdo a hepatotoxidade e nefrotoxicidade da toxina botulinica
tipo A (BTX-A) tornando dificil a possivel corroboragéo com nossos achados histopatoldgicos e histomorfométrico. Desta forma,
baseado nas analises realizadas sugere-se que a BTX-A apresenta um possivel potencial hepatotéxico que pode levar ao
surgimento de DILI e também nefrotdxico sugestivo de glomerulopatias.

A complementacdo com algumas técnicas como imunohistoquimica e microscopia eletrdnica de transmissdo (MET)

serdo realizadas para contribuir com as analises em relacdo ao potencial hepatotoxico e nefrotéxico da BTX-A.
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