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RESUMO

A sialorreia ¢ o extravasamento do excesso de saliva encontrado comumente em pacientes que
possuem doengas neurodegenerativas e a toxina botulinica tipo A (BTX-A) ¢ utilizada como
opcdo de tratamento para controlar a sialorreia, sendo aplicada no complexo submandibular-
sublingual. Este trabalho avaliou se o tratamento cronico com injecao intraglandular de BTX-
A, no complexo submandibular-sublingual de ratas promove alteragdes histoldgicas no tecido
hepatico e renal cortical. Foram utilizadas 21 ratas Wistar adultas, distribuidas em tré grupos:
Controle, sem tratamento (n=7); grupos BTX-12 (n=7) e BTX-35 (n=7), que receberam 3
aplicacdes de 2,5U de toxina botulinica tipo A em glandulas submandibulares direitas. O grupo
BTX-12 foi analisado 12 dias ap0s a terceira aplicagdo, enquanto o grupo BTX-35 foi analisado
aos 35 dias apos a terceira aplicagdo, totalizando 105 dias de tratamento. A andlise
histopatologica e histomorfométrica do parénquima hepatico e cortical renal dos rins coletados
de todos os grupos experimentais evidenciou alteragdes histopatolégicas hepdticas, como
hipertrofia de hepatdcitos, picnose, degeneragdes centrolobulares, infiltrado inflamatorio; e no
tecido renal promoveu diminuicdo do espaco capsular, glomerulopatias e degeneragdes nos
néfrons e tibulos contorcidos. A histomorfometria mostrou diminui¢ao do tamanho dos nicleos
dos hepatdcitos e também do corpusculo renal. Sendo assim, pode-se sugerir que a toxina
botulinica tipo A administrada em ratas para o tratamento cronico da Sialorreia tem potencial

hepatotoxico e nefrotoxico.

Palavras-chaves: Figado. Neurotoxina. Rim. Toxicidade.



ABSTRACT

Sialorrhea is the leakage of excess saliva commonly found in patients who have
neurodegenerative diseases and botulinum toxin type A (BTX-A) is used as a treatment option
to control sialorrhea, being applied to the submandibular-sublingual complex. This study
evaluated whether the chronic treatment with intraglandular injection of BTX-A in the
submandibular-sublingual complex of rats promotes histological changes in the hepatic and
renal cortical tissue. 21 adult Wistar rats were used, distributed in three groups: Control, without
treatment (n = 7); BTX-12 (n = 7) and BTX-35 (n = 7) groups, which received 3 applications
of 2.5U of botulinum toxin type A in right submandibular glands. The BTX-12 group was
analyzed 12 days after the third application, while the BTX-35 group was analyzed 35 days
after the third application, totaling 105 days of treatment. Histopathological and
histomorphometric analysis of the hepatic and renal cortical parenchyma of the kidneys
collected from all experimental groups showed hepatic histopathological changes, such as
hepatocyte hypertrophy, pycnosis, centrilobular degenerations, inflammatory infiltrate; and in
the renal tissue it promoted a decrease in the capsular space, glomerulopathies and
degenerations in the contorted nephrons and tubules. Histomorphometry showed a decrease in
the size of the hepatocyte nuclei and also in the renal corpuscle. Thus, it can be suggested that
botulinum toxin type A administered in rats for the chronic treatment of Sialorrhea has

hepatotoxic and nephrotoxic potential.

Keywords: Liver. Neurotoxin. Kidney. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

A hipersalivacdo ¢ a liberacdo descontrolada de saliva sobre a margem dos labios,
conhecida como sialorreia (JOST, 2016). O grande arsenal farmacoldgico que existe para o
tratamento da sialorreia associado a terapias convencionais como a fonoterapia ainda ndo sao
suficientes para corrigir o problema, dado a grande quantidade de efeitos colaterais dos
medicamentos que muitas vezes levam a desisténcia do tratamento e também a ineficiéncia das
terapias convencionais. Uma boa alternativa ¢ o uso de injegdes intraglandulares de toxina
botulinica tipo A (BTX-A) em glandulas salivares, visto que a toxina diminui a atividade
secretora da glandula (ELLIES et al., 1999; ALTER, 2010, et al., 2014; MIRANDA-RIUS et
al., 2015).

A toxina botulinica tipo A ¢ uma neurotoxina produzida por bactérias anaerobias
Clostridium botulinum e conta sete diferentes sorotipos denominados de A a G, que diferem
em sua atividade bioldgica, portanto, em poténcia e duracdo, sendo BTX-A o sorotipo com
maior tempo de agdo, com menos efeitos indesejaveis, e ¢ o mais estudado e com o qual ha
maior experiéncia clinica (CORTES-MONROY H. e SOZA B., 2013). (POLI ¢ LEBEDA,
2002). A utilizagdo terapéutica da toxina botulinica foi primeiramente estudada por Scott et al.
em 1973, em primatas e tornou-se a primeira toxina bioldgica a ser licenciada como droga para
tratamento de doencas humanas. A partir de 1989 a toxina botulinica foi aprovada para uso
clinico nos Estados Unidos pela Food and Drug Administration (FDA) (SPOSITO, 2004).

Atualmente é comercializada por varios fabricantes, na forma de p6 liofizavel e tendo
como estabilizante a albumina humana ou gelatina de origem bovina, este tltimo de utiliza¢ao
mais recente (PROSIGNE®, 2013 [bula]; BOTOX®, 2015 [bula]).

O uso da toxina botulinica tem crescido exponencialmente, mas na literatura ainda ndo
existe dados que esclarecam o processo de metabolizagdo e excre¢do deixando uma lacuna na
compreensdo de tais processos € consequentemente nos possiveis efeitos adversos a nivel
sistémico apds o uso terapéutico da toxina (RAVICHANDRAN et al., 2006; SIMPSON, 2013).

A caréncia de trabalhos na literatura sobre os efeitos sistémicos da BTX-A utilizada no
tratamento local da sialorreia, sobretudo nas fungdes hepaticas e renais, sustentaram a proposta
da presente pesquisa em avaliar e descrever as possiveis alteragdes na arquitetura tecidual do
figado e rins de ratos tratados com inje¢ao intraglandular de BTX-A. O aumento exponencial
do uso de BTX-A como tratamento para diversas doengas e também para o uso estético levanta

a reflexdo em relacdo as consequéncias sobre os possiveis efeitos colaterais no organismo a
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nivel sistémico. Desta forma ¢ notdrio que um estudo sobre a toxicidade da BTX-A a nivel
hepatico e renal visa contribuir para a ciéncia ao esclarecer duvidas em relagdo ao
comportamento da toxina em orgaos responsaveis pela metaboliza¢do e excre¢do de toxinas
ambientais. Assim faz-se necessario estudos que evidenciem os possiveis danos provocados
pela BTX-A a nivel sistémico, contribuindo desta forma para o melhor controle em relagdo as
dosagens e quantidade de aplicagdes em um mesmo paciente, resultando em maior qualidade

de vida.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar se o tratamento cronico com injecdo intraglandular de toxina botulinica tipo A
no complexo submandibular-sublingual de ratas promove lesdes no parénquima hepatico e

renal destes animais.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Analisar a morfometria (macroscopica) do figado e dos rins de ratas tratadas com BTX-
A;

e Observar e descrever as lesdes histopatoldgicas hepaticas e renais em ratas tratadas com
BTX-A

e Realizar estudo morfométrico em tecidos hepaticos e renais de ratas tratadas com BTX-

A.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Sialorreia

A sialorreia ¢ o acumulo de saliva na cavidade oral frequentemente encontrada em
pacientes com doencas neurodegenerativas e que evoluem com dificuldades no controle motor
oral, onde a produc¢do de saliva excede a habilidade dos sujeitos para transporta-la da boca para
o estdmago, provocando vazamento extraoral (MANRIQUE, 2005a; ZLOTNIK et al., 2015;
JOST, 2016). A hipersalivacdo ¢ considerada patoldgica a partir dos 4 anos de idade, pois antes
dessa idade ¢ comum durante o desenvolvimento do controle neuromuscular oral normal

(AUGUSTO e PEREZ, 2006; FAIRHURST e COCKERILL, 2011).

Existem duas formas de sialorreia: a relativa, resultante de disturbios na fase de
degluticao da saliva; e a absoluta, resultante de uma alteragdo neurogénica na inervacao da
glandula salivar pela hipersecre¢@o ou disfuncdo sensorial (ELLIES et al., 2002b; SPOSITO,
2004, WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008). Etiologicamente a sialorreia ¢ classificada em 3
categorias: 1) neuromuscular/disfuncdo sensorial, ocorre quando ha lesdo cerebral, doenca
neurodegenerativas entre outras; 2) hipersecrecdo de saliva, em casos de inflamacdes, fArmacos
e exposi¢ao toxica como ao mercurio; 3) anatdmica, como a macroglossia, incompeténcia oral
e defeitos cirurgicos da cabega e pescoco (CHAHUAN et al.,, 2012; DRESSLER, 2013;
MIRANDA-RIUS et al., 2015).

A sialorreia normalmente ¢ causada pela dificuldade, inabilidade ou deficiéncia de
degluticdo da saliva (sialorreia relativa) e ndo pela producdo excessiva de saliva como
comumente ¢ interpretado (SILVESTRE-RANGIL et al.,, 2011; DRESSLER, 2013;
MIRANDA-RIUS et al., 2015). Na sialorreia relativa alguns fatores clinicos influenciam para
estase salivar (acumulo de saliva na boca): a posi¢cdo da cabega, vedagdo de labio, o controle
voluntério sobre a lingua, tonicidade do pescogo resultando em mau posicionamento cabeca,
fase oral da degluti¢do anormal, reduzida percepg¢do sensorial de saliva e a idade mental do
paciente (BENEDICTIS, CARNIELLI, BENEDICTIS, 2009; MENDES et al., 2010;
HEFFERNAN e ADIL, 2015).

2.1.1 Complicacgodes da sialorreia



18

As complicacdes da hipersalivagdo podem chegar a ser fatais, como: asfixia (BHATIA,
MUNCHAU, BROWN, 1999); desidratagio por perda de fluidos, eletrolitos e proteinas
(MENINGAUD et al., 2006; YANG et al., 2006); alteragdes nutricionais (MARINA et al.,
2008); riscos de infecgdes pulmonares, inclusive pneumonia aspirativa (BHATIA,
MUNCHAU, BROWN, 1999; ELLIES et al., 2002a; WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008;
ISAIAS e DARIO, 2009; ALTER, 2010); infeccdo do trato aéreo superior (ALTER, 2010);
afogamento por aspiragdes recorrentes (ISATAS e DARIO, 2009).

Algumas complicagdes podem ser verificadas diariamente, como por exemplo: der-
matite facial e perioral (YANG et al., 2006; WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008; BLOEM et
al., 2009); aumento das infecgdes periorais e orais, maceragdo da pele, halitose, dificuldade de
higiene e riscos de aspiragdo (ELLIES et al., 2002a; HEINEN, 2008; WILKEN, ASLAMI,
BACKES, 2008; HORNIBROOK ¢ COCHRANE, 2012). A maceragdo da pele pode esta ao
redor da boca, queixo e pescogo e podem infectar-se secundariamente por bactérias (MARINA
et al., 2008; NEVILLE et al., 2016). A sialorreia ainda ode causar dificuldades para falar
(MENINGAUD et al., 2006; ALTER, 2010);

Pacientes portadores de sialorreia ainda sofrem com os transtornos psicossociais da
patologia, visto que enfrentam desordens como, imersdo por saliva em roupas, brinquedos,
livros escolares, e, em individuos com menos comprometimento cognitivo, a autoconsciéncia
e a depressio (MANRIQUE, 2005b; MENINGAUD et al., 2006; HORNIBROOK e
COCHRANE, 2012); limitacdes de atividades (MOLLER et al., 2011); perdas na fungdo
mastigatoria (MENINGAUD et al., 2006); além de estresse aos cuidadores (MOLLER et al.,
2011).

Todas as consequéncias justificam o tratamento da sialorreia, devendo ser alvo de
atengdo e gestdo, visto que a hipersalivagdo traz impactos negativos sobre funcdes
psicossociais, educacionais e fisicas, sendo um importante problema clinico, social e emocional
para criancas e adultos, muitas vezes embaragoso para os pacientes (HASSIN-BAER et al.,

2005; CAPACCIO et al., 2008).

2.1.2 Tratamento da sialorreia
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Diante do exposto, fica evidente que o tratamento da siolorreia precisa ser
multidisciplinar para garantir melhora do estado geral e da qualidade de vida do paciente
(WILKEN, ASLAMI, BACKES, 2008; ARELLANO-SALDANA et al., 2014), do ponto de
vista fisico, psicoldgico e social (OLIVEIRA FILHO, SILVA, ALMEIDA, 2016). Comumente
os tratamentos propostos para sialorreia sdo o uso de medicagdo anticolinérgica, terapia
oromotora e procedimentos cirargicos (SAVARESE et al., 2004). A grande problematica sobre
o melhor tratamento para sialorreia se da pelos indesejaveis efeitos colaterais de farmacos e
pelo beneficio limitado de algumas terapias convencionais (ELLIES et al., 1999; HASSIN-
BAER et al., 2005; ALTER, 2010).

As substancias farmacéuticas anticolinérgicas reduzem o volume de saliva na cavidade
oral, inibindo a producdo da mesma, sendo as mais utilizadas: atropina, benzotropina,
escopolamina, cloridrato benzexol e glicopirrolato (AUGUSTO e PEREZ, 2006; ELLIES et
al., 2006a; HORNIBROOK e COCHRANE, 2012). Em alguns casos, uma melhoria
significativa da fun¢@o salivar ndo tem sido observada apds a administracdo de drogas para
tratar a sialorreia (MIRANDA-RIUS et al., 2015). Os pacientes frequentemente interrompem
estes medicamentos orais, dado a quantidade de efeitos colaterais (ALTER, 2010), e por isso

sdo raramente indicados (HORNIBROOK e COCHRANE, 2012).

Os tratamentos convencionais incluem a fonoterapia (CRYSDALE et al., 1985;
CRYSDALE et al., 2006); fisioterapia funcional, fisioterapia motora orofacial e terapia de
comportamento (AUGUSTO e PEREZ, 2006; FAIRHURST e COCKERILL, 2011;
HEFFERNAN e ADIL, 2015); programa de alimentagdo e/ou estimulagao oral (WONG, SUN,
WONG, 2001); succgdo da saliva (XEREZ, 2008; YOUNG et al., 2011); tratamento cirargico
(FAIRHURST e COCKERILL, 2011; MONTGOMERY et al.,, 2016); e o tratamento
farmacoldgico (FAIRHURST e COCKERILL, 2011; MONTGOMERY et al., 2016). As
terapias comportamentais nao tém sido demonstradas como tao eficiente (HASSIN-BAER et

al., 2005).

De acordo com a literatura outro método terapéutico aceito como eficaz e seguro € o
uso da toxina botulinica tipo A (BTX-A) em injec¢des percutineas intraglandulares no complexo
submandibular visto que leva a diminui¢do da sialorreia, mantendo, dentre outros parametros,

a boa saude oral (CIFTC et al., 2013; VASHISHTA et al., 2013; ALVARENGA et al., 2016).

2.1.3 Toxina botulinica no tratamento da sialorreia
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A toxina botulinica tipo A (BTX-A) tem sido aplicada em glandulas salivares
(submandibular e pardtida) na pratica clinica, no tratamento da sialorreia (TRUONG e JOST,
2006), pois a utilizacdo da toxina para tratar sialorreia surgiu com a necessidade de uma forma
terapéutica mais conservadora, menos invasiva, sem que haja a realizagdo de procedimentos
cirargicos. Pode ser utilizada em pacientes que apresentam evidéncias cronicas de sialorreia,
sem resposta a terapia comportamental ou médica (BHAYANI e SUSKIND, 2008).

A BTX-A foi descrita como método eficaz de tratamento da sialorreia, sob a forma de
injecdo intraglandular em 1997 (SAVARESE et al., 2004), e tem sido cada vez mais utilizada
e difundida mesmo em quadros de sialorreia excessiva (CORSO et al., 2011; KHAN et al.,
2011). A toxina ¢ capaz de deprimir a atividade secretora das glandulas salivares, como uma
paralisia neurossecretora (BOTHWELL et al., 2002; ELLIES et al., 2004), porém tem duracao
do efeito terapéutico limitada, chegando apenas a alguns meses. No entanto, as inje¢des podem

ser repetidas na recorréncia da sialorreia (BREHERET et al., 2011).

O efeito terapéutico da BTX-A no tratamento da sialorreia tem duracdo média de
aproximadamente 3 meses, entretanto, ja foi observado que em alguns pacientes o sucesso
terapéutico, pode ser mais curto ou mais longo (ELLIES, QUONDAMATTEO, LASKAWI,
2007). A resposta inicial pode ser observada a partir do 3° ou 5° dia apds a aplicacdo da toxina
(DANIEL, 2015), com uma agao que pode se estender por até 6 meses (ELLIES et al., 2006b;
CH, 2010). Duragdes maiores de efeito estdo relacionadas também a doses maiores, porém,

nesses casos, pode-se ter reagdes adversas (GAMA, 2010).

Existem trés técnicas para aplicacdo da BTX-A nas glandulas salivares, sdo elas: a)
método palpatorio; que usa os marcos anatdmicos com palpagdo da glandula, b) aplicacao
orientada por ultrassonografia (USG) e c) aplicagdo orientada por eletromiografia (EMG)
(MONTGOMERY etal., 2014; DANIEL, 2015). Devido ao alto indice de variagdes anatdmicas
das glandulas salivares, ¢ preferivel o uso de aplica¢do orientada por USG (JOST, 2016;
QUEZADA-GAON et al., 2016). Isto também evita atingir os musculos adjacentes envolvidos
na mastigac¢ao, degluti¢@o e estruturas vasculares, permitindo identificar o melhor local para a

aplicagdo (ALTER, 2010; MATSUOKA et al., 2016).

Geralmente ¢ utilizado o ultrassom de tireoide e a injecdo de ambos os pares de
glandulas bilateralmente resulta em melhor sucesso. Uma agulha de insulina de 0,5 cm ¢

recomendada para fazer a aplica¢do da toxina. Com esta pequena agulha, a glandula pode ser
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facilmente injetada, evitando aplicar a BTX-A inadvertidamente em qualquer um dos musculos
subjacentes (ALTER, 2010), e evitando todas as areas vasculares mais profundas da glandula
(BANERIJEE, GLASSON, O’FLAHERTY, 2006; GERLINGER et al., 2007), eliminando

complicacdes na aplicacdo.

2.1.4 Efeitos adversos do tratamento da sialorreia com toxina botulinica

De acordo com a literatura os efeitos colaterais, quando existentes, sdo classificados
como locais e/ou sistémicos, estando alguns deles relacionados com o mecanismo de ag¢do da
propria droga (CARVALHO, JANKOVIC, PAPPERT, 2011). Em alguns casos, a BTX-A pode
provocar a producdo de uma saliva espessada (mudanga na viscoelasticidade de saliva), fazendo
com que a mastiga¢do e degluti¢do fiquem prejudicadas. Também sdo relatados sangramento,
hematoma e infeccdo no local da aplicagdo, além de inclinagdo facial temporaria, luxagdo
recorrente do osso mandibula, fraqueza musculo do masseter, lesdo do nervo facial e pode se
espalhar atingindo os musculos oculares (TAN et al., 2001; TURK-GONZALES e
ODDERSON, 2005; CORDIVARI et al., 2004; CH, 2010).

Os efeitos sistémicos ja relatados incluem nausea, fraqueza muscular, fadiga, mal-estar,
irritagdo, erupgdo cutanea, ptose e sintomas gripais (BAIZABAL-CARVALLO, JANKOVIC,
PAPPERT, 2011; CARVALHO, JANKOVIC, PAPPERT, 2011). A toxina tende a ter tropismo
por terminagdes nervosas colinérgicas, podendo causar enfraquecimento muscular longe do

local de aplicagdo (BRODSKY, SWOPE, GRIMES, 2012).

2.2 Toxina botulinica

Por mais de um século a BTX-A esteve associada apenas a intoxicagdo alimentar
causando uma doenga conhecida como “botulismo”, caracterizada por uma grave paralisia
muscular generalizada e bloqueio autondmico colinérgico (MIDURA, 1996; INTISO, 2012).
Cronologicamente a BTX-A vitimado muitos individuos ap6s um surto da doenga botulismo
no final do século XVIII e em 1817 Justinus Kerner iniciou as investigagdes na Alemanha,
descrevendo como causa do botulismo uma toxina atribuida a linguiga. Posteriormente, Muller,

em 1870, denomina a doenca de botulismo e em 1879 o professor e pesquisador belga Emille
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Pierre Van Ermengem, atribuiu a sua produgdo a esporos de um bacilo anaerdbio,
denominando-o de Bacillus botulinus, porém a bactéria so foi descrita mais de meio século apos
(VAN ERMENGEM, 1897; CARRUTHERS, 2002; BACHUR et al., 2009; COLHADO,
BOEING, ORTEGA, 2009). E por volta de 1949, foi visto que a toxina agia na juncao
neuromuscular (DIA et al., 2014). O uso da toxina botulinica teve seu uso terapéutico
consolidado na década de 90, quando se torna uma alternativa de tratamento reconhecido para

a espasticidade (CORTES-MONROY ¢ SOZA, 2014).

A toxina botulinica tipo A (BTX-A) ¢ uma proteina neurotdxica produzida como
produto do metabolismo fermentativo pela bactéria gram-positiva anaerobia, a Clostridium
botulinum (descrita por Prevot, 1953), presente na 4agua, na terra, ¢ em alimentos
industrializados enlatados (PREVOT, 1953; MELLING, HAMBLETON, SHONE, 1988;
POULAIN, POPOFF, MOLGO, 2008; WHO, 2013; MATAK, 2015). A BTX-A ¢ uma
exotoxina que causa paralisia muscular transitoria através do bloqueio pré-sinaptico da

liberagdo de acetilcolina na jungdo neuromuscular (JIANG et al., 2014; RHEAUME, 2015).

Por ser considerada a toxina mais potente e letal conhecida, sugere-se inclusive ser um
potencial agente de ameaga bioterrorista (CHENG et al., 2009), com sua dose letal mediana
(DL50) de aproximadamente 0,4 a 1 ng/kg de peso corporal (dependendo da espécie animal
considerada), sendo 10 milhdes de vezes mais toxico do que o cianeto (GILL, 1982; ZHANG
e VARNUM, 2012). Purificada, 10 a 100 pg/kg é o suficiente para levar a 6bito um
camundongo (GILL, 1982). Um tnico grama da toxina cristalina, uniformemente dispersa e
inalada, pode matar mais de um milhdo de pessoas (DHAKED et al., 2010). Porém ao mesmo
tempo torna-se segura quando utilizada dentro das doses recomendadas para as indicagdes
clinicas e estd entre as proteinas terapéuticas mais utilizadas anualmente por milhdes de

pessoas, especialmente para fins cosméticos (BACHUR et al., 2009; MATAK, 2014).

2.2.1 Aplicacio clinica

A BTX-A foi introduzida na pratica clinica incialmente para o tratamento de estrabismo,
e logo depois em uma variedade de condi¢des como na neurologia adulta e pediatrica, urologia,
odontologia, dermatologia, gastroenterologia e cirurgia plastica (SHAMEL et al., 2016). Foi a
primeira toxina bioldgica licenciada para o tratamento de doencas humanas sendo liberada para

administracdo em paciente pelo Food and Drug Administration (FDA) em 1989, classificando-
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a como droga segura e eficaz para o tratamento dos disturbios do movimento. A BTX-A entrou
para lista dos medicamentos seguros e eficientes nos anos 1990 pelo consenso do National
Institutes of Health (NIH) (SPOSITO, 2004; DHAKED et al., 2010; INTISO, 2012). Segundo
Matak e Lackovic (2015), a atividade pro-apoptotica e antitumoral pode ser a mais nova e

importante acdo BTX-A.

O uso da BTX-A ¢ considerado seguro, visto que ndo existem casos relatados de morte
pelo uso terapéutico da toxina botulinica, e os efeitos adversos notificados sdo leves ou
moderados, e transitorios (CARRUTHERS ¢ CARRUTHERS, 2005b; BAIZABAL-
CARVALLO, JANKOVIC, PAPPERT, 2011).

A toxina ¢ sintetizada como uma mistura complexa de polipeptidicos neurotdxicos e
componentes ndo toxicos de proteinas e contam com diversos sorotipos classificados de A a G,
sendo as do tipo A e B que estdo disponiveis para uso médico e sdo comercializadas (SPOSITO,
2009; DIA et al., 2014). O tipo A ¢ o sorotipo com efeito de maior tempo de duragio, e o mais
estudado e com o qual ha maior experiéncia clinica (CORTES-MONROY E SOZA, 2013).
Tem como vantagens seus efeitos serem transitérios, ndo destrutivos, dependente da dose e

aplicagdo local, com o minimo de efeitos secundarios (MARCHESE et al., 2008).

2.2.2 Estrutura quimica e mecanismo de acio da toxina botulinica

A BTX-A ¢ uma exotoxina que pode atuar seletivamente sobre a membrana pré-
sinaptica de neurdnios motores colinérgicos periféricos (JIANG, et al., 2014). E uma mistura
de proteinas contendo a toxina botulinica e varias proteinas ndo-toxicas (proteinas
hemaglutinina e ndo-hemaglutinina), formando um verdadeiro complexo proteico (SPOSITO,
2004; ZHANG e VARNUM, 2012). E composta por um polipeptideo de cadeia dupla, com
uma cadeia pesada e uma cadeia leve unidas por uma ligacdo covalente dissulfidica (S-S),
protease-sensivel, e por ligagdes ndo covalentes, com massa molecular de aproximadamente
150kDa. A parte ativa da molécula da BTX-A pesa 150kDa e ¢ formada de duas por¢des: cadeia
leve com atividade catalitica (50kDa), e cadeia pesada (100kDa). A cadeia pesada apresenta
dois dominios: o de ligacdo (metade C-terminal da cadeia pesada) e o de translocacgdo

representado por Hn (metade N-terminal da cadeia pesada) (SPOSITO, 2009).
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O peso molecular ¢ um fator importante para determinar a difusdo da toxina no tecido
alvo, assim como vai ajudar na intensidade de sua toxicidade. As proteinas ndo-toxicas, tém a
funcdo de proteger a neurotoxina do efeito do meio acido e proteases através do trato
gastrointestinal, pois sdo estdveis em pH ligeiramente acido e dissociam em solugdes alcalinas
(CALLAWAY, AREZZO, GRETHLEIN, 2002; VOLLAND et al., 2008; DIA et al., 2014. A
diluicdo da toxina liofilizada pode influenciar na sua difusdo dentro do tecido alvo, aumentando
o raio de difusdo a medida que a diluicdo em solu¢do salina 0,9% (soro fisiologico) também

aumenta (AOKI, 2001).

O mecanismo de a¢do da a¢do da toxina botulinica inclui quatro etapas ap6s a difusdo
no espaco intersticial (TURTON, CHADDOCK, ACHARYA, 2002; COLHADO, BOEING,
ORTEGA, 2009):

1— Neurotropismo, ligacdo especifica pela cadeia pesada a receptores na membrana pré-

sinaptica dos nervos colinérgicos (nas terminagdes nervosas motoras).
2 — Endocitose: internalizacdo dependente de energia;
3— Translocagdo: a cadeia leve ¢ translocada do endossomo acido para o citosol;

4 — Clivagem enzimatica: a cadeia leve cliva proteinas especificas para a fusdo entre a
vesicula pré-sindptica da acetilcolina A (ACh) com a membrana pré-sindptica (toxicidade

intracelular).

A acdo da BTX-A pode ser bloqueada pela formacdo de anticorpos antitoxina (resposta
imune), que bloqueiam os efeitos terapéuticos da droga (anticorpos neutralizantes), sendo esta
considerado um obstaculo ao tratamento com esta droga (CARRUTHERS, 2002; COLHADO,
BOEING, ORTEGA, 2009; DHAKED et al., 2010; INTISO, 2012; CAVALLINI, 2014.

2.2.3 Comercializacio da Toxina Botulinica

Atualmente sdo comercializadas no mercado internacional, diferentes preparacdes
comerciais de toxina botulinica do tipo A, sendo as mais conhecidas: Botox®, Dysport®,
Prosigne®, Xeomin®. Todas sdo produtos biologicos, com diferentes formulagdes, potencias e
dosagens. A formulagdo americana Botox® é a mais antiga, servindo de base de comparagio
para as novas formulagdes que surgem no mercado farmacéutico, devido a seu perfil de

seguranga e sua eficacia.
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No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) liberou a BTX-A da
marca Prosigne® em 2003 para uso clinico (ANVISA, 2003). E uma formulagio de origem
chinesa, produzida pela empresa farmacéutica estatal Lanzhou Institute of Biological Products
— LIBP que extrai a toxina a partir da toxina bruta da cultura de cepas Hall de Clostridium

botulinum, cultivada em um meio contendo tripsina, caseina e extrato de levedura

(PROSIGNE®, 2013 [Bula]).

A Prosigne® consiste em um complexo cristalino de toxina ativa de alto peso molecular
e uma hemaglutinina associada. Como seu estabilizante ¢ utilizado a gelatina de origem bovina,
ao invés da albumina humana como as outras marcas, prometendo alta pureza e baixa
toxicidade. Uma U da Prosigne®, equivale, aproximadamente, cerca de 3 a 4 U da Dysport®, e
também, a 1U do Botox® (SHAN et al., 2013). E a tinica com a certificagio prions free
(SPOSITO, 2004; CRISTALIA, 2006; SPOSITO, 2010; PROSIGNE®, 2013 [Bula]). Em cada
frasco de Prosigne® de 50 ou 100 U (UI) temos 5 mg de gelatina, 25 mg de sacarose € 25 mg
de dextrana. No processo de purificacdo da BTX-A, uma quantidade estéril filtrada de 0,2
microns de toxina obtida ¢ e liofilizada para comercializagdo (CRISTALIA, 2006; SPOSITO,
2010;).

A gelatina de origem bovina utilizada como estabilizante para a toxina botulinica tipo
A promove a droga um menor poder de difusdo, conferindo maior seguranca, visto que a
albumina humana possui um grande poder de difusdo tecidual. A gelatina também ndo € capaz
de transmitir doengas infectocontagiosas, como doengas sexualmente transmissiveis, HIV,
HTVL, Hepatite B e C, ou seja, ndo tem capacidade de transmitir doengas prionicas, pois a

gelatina é certificada como “prion firee” (CRISTALIA, 2006).

A gelatina de origem animal ¢ um produto obtido da hidrdlise parcial da proteina
coldgeno, a principal proteina estrutural no tecido conjuntivo da pele e dos ossos.
Farmacologicamente a gelatina possui a vantagem de baixissimo potencial alergénico, alto grau
de biodisponibilidade e afinidade com o tecido das células (GELITA DO BRASIL, 2013). E
produzida a partir da pele suina (gelatina tipo A) ou da pele e osso bovino (gelatina tipo B)

(MORAES et al., 2008).

Em relagdo ao poder alergénico da gelatina, ndo existe na literatura estudos que
comprove que a associagdo gelatina-toxina botulinica produz maior efeito adverso, logo ndo se
pode afirmar que hd maior grau de alergia a gelatina. Entretanto a marca Prosigne® contraindica

o uso no tratamento de individuos com histérico de reacdes anafilaticas, o que ndo acontece
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com outras marcas, como Bofox®, que utiliza a albumina humana (PROSIGNE®, 2013 [bula];

BOTOX®, 2015 [bula]).

2.2.4 Metabolizacio e excrecao da toxina botulinica

Existe pouca informacdo disponivel sobre os mecanismos naturais ou
farmacologicamente induzidos para metabolizagdo e eliminagdo da toxina botulinica
(RAVICHANDRAN et al., 2006). De acordo com a literatura pequenas quantidades de toxinas
que sdo administradas com fins terapéuticos, e principalmente por sua aplicacdo local, ndo
permite avaliar fisiologicamente in vivo as taxas de absor¢do, distribui¢do, metabolismo e
excre¢ao (SAMPAIO, COSTA, FERREIRA, 2004; LEBEDA et al., 2010).

Estudos anteriores comprovaram que apds a aplicagdo da toxina botulinica e difusdo no
tecido ou 6rgao alvo a BTX-A excedente ¢ absorvida para a circulacdo sanguinea e pode
provocar efeitos sistémicos, mesmo que minimos (SPOSITO, 2004). Outro estudo apontou que
o sangue nao ¢ capaz de produzir alteracdes estruturais importantes na BTX-A e ndo interfere
na sua atividade enzimatica catalitica, mantendo a sua capacidade para bloquear a transmissao
neuromuscular. Neste estudo também foi observado que apenas 27% da droga presente na
corrente sanguinea estava ligada a albumina plasmadtica, restando mais de 70% livre para ser
redistribuida pelo organismo. E enquanto a toxina atinge seu tempo de meia-vida, ndo ha

evidéncia de metabolismo significativo sobre a mesma. (RAVICHANDRAN et al., 2006).

Alguns estudos ja demostraram que mesmo apds a aplicacdo da droga em musculatura
de ratos ocorre difusdo pelo musculo, sugerindo a metabolizacdo sistémica e excre¢ao urinaria
e esta metabolizagdo sistémica ocorreria através de proteases (SPOSITO, 2004). Quando a
toxina ¢ inativada por anticorpo, a depuragdo da mesma ocorre no figado e no bago, tornando-
se indisponivel para promover efeitos nas terminagdes nervosas (RAVICHANDRAN et al.,

2006).

O figado e os rins compdem parte importante na metabolizacdo, depuracao e excre¢ao
de substncias desconhecidas para o organismo. O figado ¢ capaz de destoxificar, excretar e
metabolizar substancias como, alcool, farmacos, hormdnios e produtos toxicos também. Os rins

ajudam o organismo a se livrar das toxinas ambientais, por meio da urina e participam
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ativamente no controle dos liquidos corporais para manter a homeostasia (TORTORA e

DERRICKSON, 2013).

2.3 Figado

O figado ¢ uma glandula e depois da pele o maior 6rgdo, situa-se nas partes cranial e
direita da cavidade abdominal, abaixo da cupula diafragmatica direita e apresenta uma
coloragdo vermelho-escuro (FRITSCH e KUHNEL, 2008; GOOS, 2012). Macroscopicamente
o figado apresenta as faces diafragmatica, que se relaciona com o diafragma; e a visceral que
estd em contato com o estdmago, o duodeno o rim e o colo. Na face visceral identifica-se 4
lobos: direito, esquerdo, caudado e quadrado e na face diafragmatica os lobos direito e esquerdo
apenas que sao separados pelo ligamento falciforme. O figado recebe a maior parte de sangue
pela veia porta hepatica, que conduz o sangue venoso do trato gastrintestinal, do pancreas e do
bago (DANGELO e FATTINI 2011; GOOS, 2012).

O componente estrutural basico do figado ¢ a célula hepética, ou hepatdcito. Sao células
epiteliais que estdo agrupadas em placas interconectadas. Em cortes histologicos, observa-se
que o figado ¢ formado por uma massa poligonal de tecido, os 16bulos hepaticos (JUNQUEIRA,
2017). Nos locais em que trés lobulos classicos entram em contato uns com 0s outros, 0s
elementos de tecido conjuntivo sdo mais abundantes e estas regides sdo denominadas espagos
porta (triades). Os espacos porta contém ramos pequenos da artéria hepatica, tributdrios
relativamente grandes da veia porta, dutos biliares interlobulares e vasos linfaticos (GARTNER
E HIATT, 2014).

E o primeiro 6rgdo a ser exposto a substratos metabélicos e nutrientes e tem funcio de
oxidar ou conjugar substancias toxicas para torna-las inofensivas. Ele pode, entretanto, ser
seriamente lesionado por um excesso de tais substancias (ROSS, PAWLINA ¢ BARNASH,
2012). A desintoxica¢do pode ser realizada por oxidag¢do ou conjugagdo com acido glicurdnico
no tecido hepatico, ou pela a acetilagdo, como ocorre com as sulfonaminas, que assim sio

transformadas em compostos menos soluveis (DOUGLAS, 2006).

2.4 Rins

O rim ¢ um 6rgdo par, abdominal e retroperitoneal e estdo situados a direita e esquerda

da coluna vertebral. Apresenta uma forma de feijao com duas faces (anterior e posterior), duas
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margens (medial e lateral) e duas exterminadas denominadas polos e sobre o polo superior
situa-se a glandula supra-renal. Os rins sdo envolvidos por uma céapsula fibrosa que ¢
comumente envolvida por gordura que constitui a capsula adiposa, esta por sua vez encontra-
se envolvida pela fascia renal. Apresenta uma borda convexa e outra concava, na qual se situa
o hilo, onde entram e saem vasos sanguineos, entram nervos e saem os ureteres (Figura 19.1).
O hilo contém também tecido adiposo e os dois ou trés cdlices, que se reunem para forma a
pélvis renal, parte superior, dilatada, do ureter (FRITSCH e KUHNEL, 2008; DANGELO E
FATTINI, 2011; GOOS, 2012).

Internamente o rim apresenta duas regides distintas: uma regido mais externa castanho-
avermelhada, o cortex, e uma regido interna, a medula. No limite entre cortex e medula, existe
um sistema de vasos sanguineos, as artérias e veias arqueadas, que percorrem paralelamente a
superficie do rim e se ramificam para cima e para baixo para suprir o cortex e a medula (ROSS,
PAWLINA e BARNASH, 2012). A zona medular ¢ formada por 10 a 18 piramides medulares (de
Malpighi), cujos vértices provocam saliéncia nos calices renais. Essas saliéncias sdo as papilas,
sendo cada uma delas perfurada por 10 a 25 orificios (4rea crivosa) (JUNQUEIRA, 2017). O
cortex com cerca de 1 cm € denso e localiza-se sob a capsula fibrosa. Recobre a base das
pirdmides da medula renal como uma cépsula e projeta-se para entre as superficies laterais das
pirdmides renal formando as colunas renais. Cada pirdmide renal junto com seu cortex cortical
forma um lobo renal que é limitado pelas colunas renais (FRITSCH e KUHNEL, 2008).

Histologicamente, o rim exibe um arranjo complexo de tiibulos, um sistema vascular
extenso e ductos que coletam, modificam e conduzem a urina para o ureter para ser eliminada
do organismo (ROSS, PAWLINA ¢ BARNASH, 2012). Os tubulos renais formam a maior
parte do rim e comec¢am na substancia cortical, depois de varias circunvolugdes no cortex e na
medula terminam no 4pice das piramides renais por meio de aberturas nos calices renais
(GOOS, 2012). Cada tabulo urinifero ¢ envolvido por uma lamina basal, que se continua com
o escasso conjuntivo do rim e ¢ composto por duas por¢des funcionais e embriologicamente
distintas, o néfron e o tubulo coletor. Em cada rim ha cerca de 600 a 800 mil néfrons
(JUNQUEIRA, 2017).

O néfron ¢ conjunto de componentes funcionais formado pelo corpusculo renal e pelo
tubulo renal a ele agregado. O corpusculo renal consiste num novelo de vasos capilares, o
glomérulo, encerrado num célice de parede dupla, a capsula glomerular que ¢ o comecgo do
tubulo renal invaginado em forma de bolsa (FRITSCH e KUHNEL, 2008, GOSS, 2012). O

tubulo renal inicia-se pelo tubulo proximal com uma parte sinuosa (tibulo contorcido proximal)
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e uma parte reta tibulo reto proximal), seguido pelo tubulo intermediério (Alga de Henle), com
uma parte descendente e uma ascendente que se continua no tibulo distal que termina no tibulo
coletor (FRITSCH e KUHNEL, 2008).

O rim ¢ um 6rgdo complexo quanto a sua funcdo, j& que tem papel no mecanismo
homeostatico regulador do meio interno. O rim tem funcdo de: regulagdo de equilibrios
hidricos, acidobasico e eletrolitico; Eliminagdo de substancias urofinicas; regulacdo da pressao
sanguinea; influencia hormonal sobre a formagao de eritrocitos e influencia sobre o equilibrio
do célcio pela intervengdo no metabolismo da vitamina D (DOUGLAS, 2006 e SCHUNKE et.
al, 2019).
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 Desenho do estudo

A pesquisa foi realizada no Biotério do Nucleo de Cirurgia Experimental, no
Laboratério de Histologia da Pds-Graduagdo em Patologia da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), no Laboratorio de Patologia Oral da UFPE e no laboratoério de Histologia
do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). A pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob o
processo de ntmero 23076.023152/2014-14 (Anexo 1). Trata-se de um estudo do tipo
experimental, descritivo, analitico quantitativo que avaliou a toxicidade da BTX-A em figados
e rins de 35 ratas através de estudo histopatoldgico e morfométrico. Todo o trabalho obedeceu
as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e do National Institute

of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

3.2 Tratamento dos animais

Foram utilizadas 21 ratas (Rattus norvegicus, variagao albinus), adultas e saudaveis da
linhagem Wistar, com peso entre 200-340g, provenientes do Biotério do Departamento de
Nutricdo da UFPE. Para excluir influéncias hormonais, foram utilizadas ratas sexualmente
maduras com idade média de 4-6 meses. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno (49x34x16 cm) com 4 animais cada, em temperatura de 22 + 2°C, com ciclo
claro/escuro de 12/12 horas. Os animais tiveram livre acesso a dieta padrdo para roedores.
Todas as interveng¢des nos animais foram realizadas em horario fixo as 7hrs no mesmo biotério
onde eles estavam alojados.

Os animais foram aleatoriamente agrupados em trés grupos com 7 animais cada: grupo
controle (CN) sem quaisquer tratamentos; grupo BTX-12, cujas glandulas submandibulares
direitas receberam inje¢do de 2,5 U toxina botulinica tipo A (Prosigne®, Cristalia, Itapira, SP,
Brasil), reconstituida em 0,1 mL de solugdo de cloreto de so6dio 0,9%, foram analisadas 12 dias
apos a 3% aplicagdo; grupo BTX-35, cujas glandulas salivares receberam o mesmo tratamento

do grupo BTX-12 dias, porém foram analisadas 35 dias apos a 3* aplicagdo (WEN, YUAN e
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HOU, 2009)A dose de toxina botulinica utilizada no presente estudo foi escolhida apoés um
estudo piloto testando dose e intervalos, onde avaliou-se a eficacia em diminuir a secre¢ao
salivar e a tolerancia do animal ap0s a repeticao da dose.

Para o estudo, cada animal do grupo BTX-12, BTX-35, receberam um total de trés
aplicagdes com intervalo de 35 dias cada totalizando 105 de tratamento, sendo o tempo de
analise de cada subgrupo contado a partir do dia seguinte a ultima aplicacdo. Para a realizagdo
da aplicagdo da BTX-A foram realizados treinamentos do método de injegdo intraglandular por
palpacdo utilizando-se tinta tipo nanquim em animais do biotério destinados a eutanésia. 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,
Sao Paulo Brasil), na proporcao 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 palpagdo, procedeu-
se com a inje¢do apenas da glandula submandibular do complexo submandibular-sublingual do

lado direito.

3.3 Coleta do figado e dos rins

Os o6rgaos foram coletados aos 12 dias (CN e BTX-12) e 35 dias (BTX-35) apos a 3*
aplicacdo datas equivalentes ao pico de agdo da droga e término desse efeito na estrutura
glandular de ratos, respectivamente. Nas respectivas datas de andlises, apos anestesia dos
animais foi realizada uma incisdo na cavidade abdominal dos animais, para que o figado e os
rins fossem removidos (MOLLER e VAZQUEZ, 2011). Apos a coleta dos 6rgdos, os mesmos
foram seccionados transversalmente ¢ imediatamente fixados em solugdo de formaldeido a 10%
tamponado em solugdo tampdo de fosfato de sédio 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.

3.4 Confec¢ao das preparacoes histologicas

Ap6s a fixagdo, o material foi encaminhado para processamento, através da técnica
histologica convencional na seguinte sequéncia: desidratacdo em concentragdes crescentes de
etanol (70% a 100%, por 40 min), banho de alcool e xilol (proporcao de 1:1), diafanizagdo com

xilol (dois banhos de 40 min), embebic¢do (3 banhos de 1 h) e inclusdo em parafina histologica.
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Cortes histolégicos semisseriados (1:5) foram obtidos com aproximadamente Sum, através de
um micrétomo LEICA RM 2125 RT (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Alemanha),
utilizando-se navalha LEICA 818 (Leica Biosystems). Os cortes foram estirados em banho-
maria histolégico (Luptec, Sdo Carlos, SP, Brasil), dispostos em laminas de vidro e foram
colocados em estufa ] PROLAB 102 por aproximadamente 30 minutos a 37°C para secagem
do material. Os espécimes foram corados pela hematoxilina e eosina (HE) e por Acido
Periddico de Schiff (PAS - Schiff's Periodic Acid) seguindo o protocolo de coloragdo do
laboratorio de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia da UFRPE, em seguida
realizou-se a montagem em Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) (TIMM, 2005)
para posteriormente proceder as analises histopatoldgica e histomorfométrica (JUNQUEIRA e

CARNEIRO, 2017).

3.5 Analise histopatologica

As preparacdes histologicas coradas em hematoxilina e eosina (HE) e também por
Acido Periédico de Schiff (PAS - Schiff's Periodic Acid) foram observadas, analisadas
qualitativamente e fotografadas em fotomicroscopio binocular de luz LEICA ICC50 HD®
(Leica Microsystems, Sao Paulo, Brasil) acoplado a uma camera digital, conectado a um
computador com placa de captura de imagem (ATI) através do software de captura Leica LAS
EZ® (Leica Microsystems, Buffalo Grove, EUA). O software de captura Leica LAS EZ® (Leica
Microsystems) converteu as unidades de medida (pixels) em unidades de micrometros (p). Dois
examinadores calibrados, através do uso de mascaramento (estudo duplo-cego), fizeram a

descrigdo das estruturas hepaticas e renais.

3.6 Analise Histomorfométrica

A analise histomorfométrica foi realizada no software Caseviewer através de medigdes
realizadas em imagens digitais obtidas em scanner Pannoramic MIDI 1l (3DHISTECH,
Budapest, Hungary). Nos rins foram aferidos o didmetro de 30 glomérulos renais por animal,
tracando uma linha horizontal no plano equatorial do tufo glomerular e nos figados foram

aferidos area e perimetro dos ntcleos de 90 hepatdcitos por animal.

3.7 Analise Estatistica
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Para analise dos dados foi construido um banco na planilha eletronica Microsoft Excel
a qual foi exportada para o software SPSS, versao 18, onde foi realizada a andlise. Para avaliar
a normalidade do perimetro e da 4rea dos nucleos dos hepatocitos, assim como comprimento
dos corpusculos renais, foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov. No caso em que a
normalidade foi indicada aplicou-se o teste da ANOVA e o teste de Tukey para comparagao
geral e multipla da média entre os grupos avaliados. No caso em que a normalidade ndo foi
indicada foram aplicados o teste de Kruskal-Wallis e o teste de Mann-Whitney para comparagao
geral e multipla da distribui¢do da média entre os grupos avaliados, considerando o nivel de

significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Histopatologica

A anadlise histopatologica dos figados do grupo controle evidenciou um padrao tecidual
sem alteragdes evidentes, com lobulos preservados, sistema porta sem alteragdes e auséncia de
infiltrados inflamatérios. Nos grupos tratados com BTX-A (BTX-12 e BTX-35) foi observado
a presenca hepatite aguda e cronica multifocal discreta (Figl.a); ambos os grupos apresentaram
mecanismo de adaptagdo como hipertrofia de hepatdcitos multifocal moderada no grupo BTX-
12 e difusa moderada no grupo BTX-35 e hipertrofia e hiperplasia de células de Kupffer focal
moderada apenas no grupo BTX-12. Ambos os grupos apresentaram degeneragdo hidropica
centrolobular multifocal moderada em BTX-12 e difusa moderada em BTX-35 (Figl.B).
Também foi verificado congestao de sinusdides e veias centrolobulares difusa discreta no grupo
BTX-35 e necrose de coagulagdo focal de leve a moderada em ambos os grupos.

Em relagdo aos rins o grupo controle (CN) apresentou um padrao tecidual sem alteragao
com corpusculos renais sem alteragdes, a capsula de Bowman preservada e o espago capsular
de tamanho normal. Também foi possivel observar que os tibulos contorcidos proximais e
distais ndo apresentaram quaisquer tipos de degeneracdo. Nao foi observado presenca de
infiltrados. Todos grupos que receberam tratamento cronico com BTX-A evidenciou alteragdes
histopatologicas; como glomerulopatia membranosa multifocal moderada no grupo BTX-12
(Fig.2.A) e difusa acentuada em BTX-35 e glomerulopatia membrano-proliferativa multifocal
moderada em ambos os grupos (Fig.2.B). Também foi possivel verificar a presenga de cilindros
hialinos intratubular multifocal discreto em BTX-12 e BTX-35. Os dois grupos tratados com
BTX-A apresentou degeneragao hidropica nos nefrons difusa discreta em BTX-12 e moderada

em BTX-35 e nos tubulos contorcidos difusa moderada.

Figura 1: Fotomicrografias de figados de ratas do grupo tratado com toxina botulinica tipo A analisado com 12

dias (A) e com 35 dias apos a ap6s a 3° aplicagdo (B); A: Presenca de infiltrado periportal neutrofilico histiocitario
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discreto (seta). B: Degeneracdo centrolobular difusa moderada. Coloracido: Hematoxilina e Eosina. Aumento:
400x.

Figura 2: Fotomicrografias do cortex renal de ratas tratadas com toxina botulinica tipo A analisado com 12 dias
(A) e com 35 dias ap6s a ap6s a 3° aplicagdo (B) A- Glomerulopatia membranosa (asterisco) e espessamentos das
membranas(seta). B- Glomerulopatia membrano-proliferativa — espessamento da capsula de Bowman (seta) e

proliferagdo de células mesangiais (asterisco). Coloragdo: Acido Periédico de Schiff. Aumento: 400x.

Figura 3: Fotomicrografias do cortex renal de ratas tratadas com toxina botulinica tipo A analisado com 12 dias
(A) e com 35 dias apos a apds a 3° aplicagdo (B). A: Infiltrado linfo-histiocitario perivascular (seta). B:

Glomerulonefrite aguda. Colorac¢iio: Hematoxilina e Eosina. Aumento: 400x.

4.2 Analise Histomorfométrica

Na tabela 1 temos a mediana e amplitude interquartil do perimetro e da area dos nticleos
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. O teste de comparag@o da distribui¢do do

perimetro e da area entre os grupos de tratamentos foi significativo (p-valor <0,001), indicando
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que existe diferenca relevante entre os grupos. Ainda, verificou-se que o CN apresenta um
perimetro e area significativamente maior (p-valor < 0,001) que todos os demais grupos
avaliados (Tabela 2).

Na tabela 3 temos a média e desvio padrao do comprimento dos corpusculos 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 comparagdo de média do comprimento entre os grupos
de tratamentos foi significativo, indicando que o grupo CN apresenta um comprimento

significativamente maior (p-valor < 0,001), que todos os demais grupos avaliados (Tabela 4).

Tabela 1: Mediana e amplitude interquartil do perimetro e
da éarea dos nucleos dos hepatdcitos do figado dos animais
avaliados, segundo o grupo de tratamento.

Grupo avaliado Medida avaliada
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-valor! <0,001 <0,001

!p-valor do teste de Kruskall-Wallis

Tabela 2: Teste de comparagdo’ da distribui¢do do perimetro
e da area dos nticleos dos hepatocitos do figado entre os
grupos de tratamento.

Comparagdo realizada Medida avaliada
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

'p-valor do teste de Mann-Whitney




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

Grupo avaliado Medida avaliada
Média Desvio
padrio
BTX-12 83,21 15,47
BTX-35 81,34 14,04
CN 87,34 15,17
p-valor! <0,001

'p-valor do teste da ANOVA.

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

Comparagdo realizada p-valor' da
comparac¢io
BTX-12 x BTX-35 0,641
BTX-12x CN 0,020
BTX-35x CN <0,001

!p-valor do teste de Tukey

37



38

5. DISCUSSAO

Na literatura ndo existe dados que corroborem com os resultados encontrados no
presente estudo, em consequéncia de se desconhecer o processo de metabolizacdo e excre¢ao
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 conhecer o destino da toxina desde o momento em que ela entra no corpo
até que ela seja eliminada. Segundo o autor, processos como absorc¢ao de toxina, distribui¢do
da molécula por todo o corpo, metabolismo sistémico da toxina e elimina¢do da molécula do
corpo sdo areas inexploradas propiciado pelo intenso desejo de obter uma explicagdo completa
para a acdo de toxinas em células individuais, como por exemplo hepatocitos e corpusculos

renais.

No presente estudo as andlises histopatologicas do figado indicam que os grupos tratados
com BTX-A sofreu alteracdes na sua arquitetura tecidual, apontando também que o grupo BTX-
35 mostrou-se levemente mais alterado que o grupo BTX-12, o que pode indicar uma possivel
dificuldade do figado a longo prazo em realizar a biotransformag¢do da toxina em metabolitos

inativos para que a mesma seja eliminada.

Simpson (2013) hipotetizou que a BTX-A permanece por longos periodos no organismo
por que seu titulo circulante ¢ muito baixo para ser detectado com eficiéncia e facilidade pelo
figado. Al-Saleem et al. (2008; 2017) demonstraram em estudos anteriores que em animais
imunizados a depuracdo da toxina da circulagdo geral é rapida e ha um acumulo substancial de
complexos anticorpo-antigeno no figado, e que isto facilita o processo de deteccdo da toxina
pelo figado. Entretanto o processo de metabolizagdo da toxina ainda nao foi esclarecido e logo
surge a hipotese se este acumulo provocado pela associagdo ao anticorpo poderia aumentar as
lesdes a nivel hepatico, visto que ja no presente estudo ficou comprovado que a toxina provoca
lesdo hepatica em animais ndo imunizados, ou seja, a toxina ¢ capturada pelo figado sem a

necessidade de anticorpos.

Existe uma preocupagdo global significativa com relagdo lesdo hepdtica induzida por
drogas (DILI) no que se refere ao desenvolvimento de drogas e a revisdo regulatdria, devido ao
sucesso limitado dos modelos pré-clinicos existentes. (THAKKAR et al., 2020). Mundialmente
o DILI ¢ uma das principais causas de insuficiéncia hepatica e a Agéncia Europeia de

Medicamentos (EMA) e a Agéncia de Medicamentos e Alimentos dos Estados Unidos (FDA)
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alertam que os métodos existentes para avaliar o DILI sdo insuficientes e que alguns dos
biomarcadores translacionais de hepatotoxicidade devem ser recolocados (GRUDZINSKI et
al., 2019). A BTX-A ainda ndo se encontra na lista de drogas capazes de induzir lesdo hepatica
por falta de estudos que evidenciem caracteristicas comum de DILI, contudo, os achados
histopatologicos e morfométricos encontrados neste trabalho pode sugerir que a BTX-A
provoca DILI e deve constar nas listas internacionais de medicamentos que promovem lesdao

hepatica.

Investigacdes anteriores demonstraram que a bidpsia hepatica revelou necrose
centrolobular com infiltrados lobulares de células inflamatorias, sugerindo hepatite aguda
induzida por medicamento apods administragio de metilpredinisolona na pulsoterapia
(KIMURA et al, 2020). O mesmo ocorreu apds tratamento com malatido que mostrou danos
graves no tecido hepatico, incluindo aumento proeminente de sinuséides, infiltracdo de células
mononucleares, dilatagdo, hemorragia e necrose (SELMI et al., 2018). Também ja foi
demonstrado que a cisplatina causa muitas estruturas anormais, como infiltracao inflamatoria e
necrose no figado (UN et al., 2020). A necrose induzida por acetaminofeno também tem sido
extensivamente estudada (IORGA e DARA, 2019; ZHENG et al., 2019). E cada vez mais
reconhecido que a doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica subjacente pode estar associada a
doenga hepdtica cronica em pacientes em uso de metotrexato para psoriase (WOLVERTON e
VUPPALANCHI, 2020). O tratamento cronico com BTX-A apresentou padrdao tecidual
semelhante, dado que foi verificado no grupo BTX-12 presenca 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

sinusoides e veias centrolobulares difusa.

Durante a patogénese da DILI, os macrofagos hepaticos desempenham um papel central
e no grupo BTX-12 foi observado moderada presenca de células de kupfer (KCs). De acordo
com Shan e Ju (2019) a DILI induz a ativagao de KCs, o que resulta na liberacdo de citocinas
inflamatorias e quimiocinas. Esse modo de acdo inicia a infiltragdo de mondcitos no figado,
que se diferenciam em macrdofagos. Bhaijee e Anders (2017) diz que histologicamente, a DILI
se manifesta em quatro principais padroes de lesdo: inicia-se com hepatite aguda predominante
por inflamagdo, em seguida hepatite aguda predominante por necrose, depois hé a tentativa de
reparo da hepatite aguda e por ultima 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 coagulagdo, porém ndo foi observado caracteristicas de reparo como
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figuras de mitose e hepatdcitos binucleados, o que pode indicar que a toxina pode progredir

para uma hepatite cronica.

Segundo Wolverton e Vuppalanchi, (2020), os principais aspectos para o diagndstico da
DILI sdo: (a) associacdo temporal com o medicamento implicado, (b) desaprovacao, ou seja,
melhora com a descontinuagdo, (c) exclusdo de etiologia competitiva e (d) reexposicdo, se
ocorreu inadvertidamente. Na presente pesquisa verificou-se que o grupo BTX-35 apresentou
intensidade maior das lesdes hepaticas em relagdo ao grupo BTX-12, o que esta em consonancia
com o primeiro aspecto, ou seja, quanto maior a duracdo do tratamento com BTX-A maior o
aumento das lesdes. Nao foi possivel avaliar se a descontinuag¢do do tratamento com BTX-A
ocasionaria em melhora, visto que os animais sofreram eutandasia logo ap6s a 3* aplicacdo. Estes
mesmos animais nao tinham outra etiologia que comprometesse o figado e também nao
sofreram reexposi¢do. Isto posto, fica evidente que a BTX-A induz a DILI e que deve ser
considerada como medicamento hepatotoxico, embora este trabalho ndo tenha realizado testes
de funcdo hepatica, visto que em muitos casos os testes de fun¢do estdo sem alteragdes, mas

com histopatoldgico positivo.

Em relagdo a morfometria ndo houve diferenca significativa entre BTX-12 ¢ BTX-35,
mas ambos os grupos que receberam tratamento cronico apresentaram diferenca significativa
em relacdo ao grupo controle negativo. Os resultados identificaram que no figado os nticleos
dos hepatocitos de todos os grupos tratados diminuiram em relagdo ao grupo controle. A
picnose, encolhimento do nticleo de uma célula (BOGLIOLO, 2013) pode ser um indicio de
apoptose nos grupos tratados com toxina botulinica. A apoptose envolve encolhimento,
desmontagem nuclear e fragmentacdo da célula em corpos acidofilicos discretos com
membranas plasmaticas intactas, que sdo rapidamente fagocitadas pelas células de Kupfer
vizinhas (SURIAWINATAME E THUNG, 2011). As KCs foram encontradas com intensidade
moderada na histopatologia dos grupos tratados com BTX-A, sendo mais um indicativo de
apoptose. A atividade antiproliferativa da BTX-A j4 foi relatada em estudos que avaliaram o
potencial pré-apoptotico em neoplasias de mama e prostata (KARSTENSY, 2009; BANDALA,
2013). A morte celular no IDILI ¢ provavel apoptose mediada por receptor de morte € o
resultado de um sistema imunoldgico inato e adaptativo ativado, composto por outros fatores
do hospedeiro, como genética, sexo, idade e capacidade de tolerancia imunolégica (IORGA e

DARA, 2019).
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Notoriamente este trabalho conseguiu comprovar que a BTX-A tem acdo toxica sobre o
figado podendo causar lesdes que causam insuficiéncia hepatica através de andlises
histopatologica e morformétrica, porém ainda sdo necessarios testes bioquimicos de funcdo
hepatica para asseverar os dados obtidos até o momento. Sugere-se ainda uso da técnica de
imunohistoquimica para avaliacdo de morte celular por apoptose. Contudo, o presente estudo
serve como precursor para investigacdes que ainda sdo necessarias em relacdo a possivel

hepatotoxicidade da BTX-A.

Em rela¢do aos rins a andlise histopatoldgica evidenciou que os grupos tratados com
BTX-A apresentou sinais de nefrotoxicidade, em razdo da intensa degeneragdo hidropica nos
néfrons e nos tubulos contorcidos, e também pela grande presenca de lesdes inflamatorias
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 cronico na bidpsia renal prediz uma perda mais rapida da fungao renal.

Estudos anteriores identificaram que as toxinas presentes no veneno do escoripido H.
gentili no rim mostrou degenera¢do no espaco de Bowman, com inchago glomerular e no
veneno da serpente tigre australiana em dois animais domésticos promoveu alteragdes
hidrdpicas no tecido renal e espagos expandidos de Bowman contendo um eosinofilico amorfo
palido foi sugestivo de proteintria. (JACOBY-ALNER etal,, 2011; EL-HIDAN et al.,, 2015). No
presente estudo a BTX-A promoveu lesdes semelhantes, como ocorreu no grupo avaliado
aos 12 dias que apresentou degeneragdo hidrdpica nos nefrons difusa discreta em BTX-12 e
moderada em BTX-35 e nos tibulos contorcidos difusa moderada. Também houve aumento da
capsula de Bowman como ocorreu com o veneno da serpente em felinos, contudo neste trabalho
foi verificado que tal aumento foi provocado por uma diminui¢ao do tufo glomerular, o que
sugere uma perda de fungao renal (EADON, et al., 2020).

Substancias como chumbo, glutamato monossadico e cloreto de mercurio ja sdo
conhecidos na literatura cientifica por sua agdo 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 formagdo de células cariomegalicas
contendo inclusdes intranucleares no epitélio tubular proximal. Os resultados destes estudos em
comparagdo com os danos causados ao tecido renal tanto glomerular quanto tubular durante o
tratamento com BTX-A refor¢a ainda mais o potencial nefrotéxico da toxina mesmo que ainda
sejam necessarios testes de funcdo renal (EL-NEWESHY et al., 2011; CONTINI et al., 2017;
SCHYMAN et al., 2020) .
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O tratamento com BTX-A também promoveu o desenvolvimento de glomerulopatias,
como glomerunefrite membranosa (GNM) e glomerulonefrite membranoproliferativa (GNMP)
visto que o aumento de neutréfilos dentro do tufo glomerular ¢ designado por glomerulonefrite
proliferativa e a inflamagdo grave do tufo pode levar a proliferagdo de células mesangiais e
epiteliais, com formagao de locais de adesdo entre as camadas visceral e parietal da cépsula de
Bowman, denominada de glomerulonefrite membranosa (WALLIG et al., 2018).

A glomerulonefrite membranoproliferativa denota uma combinagdo de proliferacdo de
células mesangiais e espessamento da membrana basal e ¢ responsavel por aproximadamente
7-10% de todos os casos confirmados por bidpsia de glomerulonefrite e sua incidéncia vem
diminuindo devido a uma menor ocorréncia de infec¢des virais e bacterianas que podem causar
a doenca devido a antigenemia cronica (WALLIG et al., 2018; KAARTINEN et al, 2019). Nao
existe dados na literatura sobre nefrotoxidade da BTX-A, logo seria interessante testes de
fun¢do renal para afirmar com veeméncia que a substancia testada nesse trabalho ¢ nefrotoxica.
Entretanto um modelo que incorpora caracteristicas histopatoldgicas de amostras de biopsia
renal melhorou a previsdo de insuficiéncia renal e pode ser clinicamente valioso sobre a
trajetoria futura da taxa estimada de filtragdo glomerular e de acordo com este modelo podemos
considerar que a BTX-A pode causar insuficiéncia renal (EADON, et al., 2020.).

Outro ponto a ser considerado em relagdo as glomerulonefrites presentes durante o
tratamento com BTX-A ¢ que as infec¢des também podem ter efeitos diretos nas células
glomerulares, isso principalmente associado a suscetibilidade genética (COUSER &
JOHNSON, 2014). Obviamente que as doses utilizadas neste estudo sdo consideradas
terapéuticas para algumas doencgas e neste estudo em especifico para controle da sialorreia,
contudo a BTX-A ¢ uma toxina que provoca infeccdo e talvez estas doses reaplicadas diversas
vezes possam promover algum nivel de infeccdo. Ainda se faz necessario estudos
complementares para elucidar estas hipoteses.

A andlise histomorfométrica dos rins, indicou que todos os grupos apresentaram um
leve grau de atrofia em relagdo ao controle, o que pode ser um indicativo de morte celular,
embora ainda seja necessario a realizacdo da técnica de imunohistoquimica para asseverar os
resultados deste trabalho. Existem muitas duvidas a cerca dos danos causados ao metabolismo
e a excrecdo da BTX-A no tratamento de intimeras patologias, mas com os resultados aqui

apresentados pode-se considerar que a BTX-A tem acdo hepatotoxica e nefrotoxica.
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6. CONCLUSAO

A escassez da literatura em relacdo a toxicidade da BTX-A dificulta a corroboracao dos
achados histopatoldgicos e histomorfométricos encontrados neste estudo, logo pode-se sugerir
que: de acordo com os resultados histopatologicos obtidos, a Toxina Botulinica Tipo A tem
potencial hepatotoxico e nefrotoxico, devido ao alto grau de lesdes encontradas no parénquima
hepatico e renal cortical. A andlise histomorfométrica indicou que houve diminui¢do do
perimetro e area dos nucleos dos hepatocitos € do comprimento dos glomérulos renais
avaliados, revelando que a BTX-A pode promover atrofia em tecido hepatico e renal. Diante
do exposto acima fica evidente a necessidade de estudos complementares para avaliar os niveis
de toxicidade da BTX-A, entretanto este estudo norteia para a compreensdo da disposi¢cdo da

BTX-A no organismo longe do sitio de aplicacao.
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RESUMO
A toxina botulinica tipo A (BTX-A) tem sido utilizada como uma das op¢des de tratamento
para controlar a sialorreia, entretanto ainda ndo se conhece seus efeitos sistémicos apos
tratamento cronico. Este trabalho avaliou se o tratamento cronico com inje¢ao intraglandular

de toxina botulinica tipo A e o estabilizante utilizado, a gelatina de origem bovina, no complexo
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submandibular-sublingual de ratas promove alteracdes histopatologicas no metabolismo
hepatico e renal. Foram utilizadas 21 ratas Wistar adultas, distribuidas em cinco grupos com 7
animais cada: controle, sem tratamento; grupos BTX-12 e BTX-35, que receberam 3 aplicagdes
intercaladas de BTX-A. O grupo BTX-12 foi analisadoo 12 dias apds o tratamento, enquanto
o grupo BTX-35 foi analisado 35 dias apds aplicagdo. Foram realizadas as andlises
histopatologicas e histomorfométricas do parénquima hepéatico e cortical renal coletados de
todos os grupos. Foram encontradas alteracdes histopatoldgicas hepaticas e renais, como
hipertrofia de hepatocitos, picnose, degeneracdes centrolobulares, infiltrado inflamatorio,
diminui¢do do espaco capsular, glomerulopatias e degeneragcdes nos néfrons e tubulos
contorcidos. A histomorfometria mostrou diminui¢do do tamanho dos nucleos dos hepatécitos
e também do corptsculo renal. Sendo assim, pode-se sugerir que a toxina botulinica tipo A

administrada em ratas para o tratamento da sialorreia tem potencial hepatotoxico e nefrotoxico.

Palavras-chaves: Neurotoxina, Figado, Rim, Toxicidade

ABSTRACT

A botulinum toxin type A (BTX-A) has been used as one of the treatment options to control a
sialorrhea, but it still does not meet its systemic effects after chronic treatment. This work
analyzed the chronic treatment with intraglandular injection of botulinum toxin type A and the
stabilizer used, a gelatin of bovine origin, without complex submandibular-sublingual ration
that promotes histopathological changes in hepatic and renal metabolism. 21 adult Wistar rats
were used, distributed in five groups with 7 animals each: control, without treatment; BTX-12
and BTX-35 groups, which received 3 interleaved BTX-A applications. The BTX-12 group
was analyzed 12 days after treatment, while the BTX-35 group was analyzed 35 days after
application. They were performed as histopathological and histomorphometric analyzes of the
hepatic and renal cortical parenchyma collected from all groups. Hepatic and renal
histopathological alterations were found, such as hepatocyte hypertrophy, pycnosis,
centrilobular  degenerations, inflammatory infiltrate, decreased capsular space,
glomerulopathies and degenerations in neon and twisted tubules. Histomorphometry showed a
decrease in the size of the hepatocyte nuclei and also in the renal corpuscle. Therefore, you can
suggest what type of botanical toxin is administered in doses for the treatment of sialorrhea

with hepatotoxic and nephrotoxic potential.
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INTRODUCAO

A neurotoxina botulinica tipo A (BTX-A) é uma exotoxina que pode causar paralisia
muscular transitdria (Jiang et al., 2014; Rhéaume, 2015), e tem sido amplamente utilizada em
diversas situacdes clinicas, dentre elas a sialorreia que ¢ vazamento extraoral da saliva quando
o paciente ndo consegue transporta-la da boca para o estdmago. Em tal caso, na tentativa de
propiciar melhor qualidade de vida a pacientes com doengas neurodegenerativas, as injecdes
percutaneas de BTX-A nas glandulas parétidas e/ou submandibulares podem representar uma
opgao util para diminuir a salivagdo nestes pacientes (Manrique, 2005; Moller et al, 2011).
Estudos anteriores confirmam que a aplicacdo da toxina botulinica ¢ uma alternativa terapéutica
com minima invasdo para o manejo da sialorreia, o que repercute positivamente nas
dificuldades com a higiene bucal, risco de aspiragdo resultante de salivagdo retrograda,
pneumonia por aspiragdo potencialmente fatal, mas frequentemente, pode causar irritacao da

pele ou infeccdo perioral (Arellano-Saldana, 2014; Jost et al., 2016).

O aumento exponencial do uso de BTX-A como tratamento para diversas doencas
levanta a reflexdo em relagdo 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 estdvel 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 absor¢do, a distribuicdo da molécula em todo o corpo, o metabolismo

sistémico e a eliminag¢do da molécula do corpo (Simpson, 2013).

A BTX-A ¢é comercialmente vendida na forma liofilizada estéril, utilizando-se como
estabilizante a albumina humana ou gelatina de origem bovina, este Ultimo utilizado mais
recentemente e com a pretensdo de menor poder de difusdo tecidual local (Prosigne® 2013;
Botox®, 2015). Por conseguinte, o presente estudo foi motivado a fim de avaliar toxicidade e
descrever as possiveis alteragdes na arquitetura tecidual do parénquima hepéatico e renal de ratas
tratadas com injecdo intraglandular de BTX-A e gelatina de origem bovina no complexo
submandibular-sublingual de ratas wistar. E assim sendo suprir a caréncia de trabalhos na
literatura sobre os efeitos sistémicos da BTX-A utilizada na administragdo cronica para

tratamento local da sialorreia, sobretudo nas fungdes hepéticas e renais.
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MATERIAS E METODOS

Desenho do Estudo

A pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro
de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob o processo de
namero 23076.023152/2014-14 (Anexo 1). 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 injegdo de 2,5 U toxina botulinica tipo A (Prosigne®, Cristalia, Itapira, SP, Brasil),
reconstituida em 0,1 mL de solugdo de cloreto de sodio 0,9%, foram analisadas 12 dias apos a
3* aplicacdo; grupo BTX-35, cujas glandulas salivares receberam o mesmo tratamento do grupo
BTX-12 dias, porém foram analisadas 35 dias ap6s a 3" aplicacdo (Wen, Yuan e Hou, 2009). A
dose de toxina botulinica utilizada no presente estudo foi escolhida apds um estudo piloto
testando dose e intervalos, onde avaliou-se a eficicia em diminuir a secrecdo salivar e a
tolerancia do animal apds a repeti¢cao da dose.

Para o estudo, cada animal do grupo BTX-12, BTX-35 receberam um total de 3
aplicagoes intervaladas a cada 35 dias, sendo o tempo de analise de cada subgrupo contado a
partir do dia seguinte a ultima aplicacdo, totalizando 105 dias de tratamento. Para a realizagao
da injecdo 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¢io 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 palpacdo, procedeu-se com a injecdo apenas da glandula submandibular do complexo
submandibular-sublingual do lado direito.

Os 6rgaos foram coletados aos 12 dias (BTX-12) e 35 dias (BTX-35) apds a 3* aplicagdo

datas equivalentes ao pico de acdo da droga e término desse efeito na estrutura glandular de
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ratos, respectivamente. Nas respectivas datas de andlises, apds anestesia dos animais foi
realizada uma incisdo na cavidade abdominal dos animais, para que o figado e os rins fossem
removidos (Moller e Vazquez, 2011). Apos a coleta dos 6rgdos, os mesmos foram seccionados
transversalmente e imediatamente fixados em solucdo de formaldeido a 10% tamponado em
solugdo tampao de fosfato de so6dio 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.

Avaliagdo Histologica e Histomorfométrica

Ap6s a fixacdo o material foi encaminhado para processamento, através da técnica
histologica convencional na seguinte sequéncia: desidratacdo em concentragdes crescentes de
etanol, diafanizagdo com xilol, embebig¢ado e inclusdo em parafina, microtomia, estiramento em
banho-maria histologico e dispostos em laminas untadas com albumina de Mayer, secagem em
estufa por aproximadamente 30 minutos a 37°C. Logo ap0s as preparagdes foram coradas pela
hematoxilina e eosina (HE) e por Acido Periédico de Schiff (PAS - Schiff's Periodic Acid) para
proceder as analises histopatologica e histomorfométrica (Junqueira e Carneiro, 2017).

O diagnostico histopatologico foi realizado pela observagdo em microscopio binocular
de luz sob foco fixo e clareza de luz. A analise descritiva e qualitativa foi realizada por dois
examinadores calibrados, e através do uso de mascaramento (estudo duplo-cego). A analise
histomorfométrica foi realizada no software Caseviewer através de medigdes realizadas em
imagens digitais obtidas em scanner Pannoramic MIDI I (3DHISTECH, Budapest, Hungary).
Nos rins foram aferidos o comprimento de 30 glomérulos renais por animal, tragando uma linha
horizontal no plano equatorial do tufo glomerular e nos figados foram aferidos area e perimetro

dos nucleos de 90 hepatocitos por animal.

Analise Estatistica

Para analise dos dados foi construido um banco na planilha eletronica Microsoft Excel
a qual foi exportada para o software SPSS, versao 18, onde foi realizada a andlise. Para avaliar
a normalidade do perimetro e da 4rea dos nucleos dos hepatocitos, assim como comprimento
dos corpusculos renais, foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov. No caso em que a
normalidade foi indicada aplicou-se o teste da ANOVA e o teste de Tukey para comparagao
geral e multipla da média da medida entre os grupos avaliados. No caso em que a normalidade

ndo foi indicada foram aplicados o teste de Kruskal-Wallis e o teste de Mann-Whitney para
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comparacdo geral e multipla da distribui¢do da medida entre os grupos avaliados. Todas as

conclusdes foram tiradas considerando o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Analise Histopatologica

A anadlise histopatologica dos figados do grupo controle evidenciou um padrao tecidual
sem alteragdes evidentes, com lobulos preservados, sistema porta sem alteragdes e auséncia de
infiltrados inflamatérios. Nos grupos tratados com BTX-A (BTX-12 e BTX-35) foi observado
a presenca hepatite aguda e cronica multifocal discreta (Fig.1.A); ambos os grupos
apresentaram mecanismo de adaptagcdo como hipertrofia de hepatdcitos multifocal moderada
no grupo BTX-12 e difusa moderada no grupo BTX-35 e hipertrofia e hiperplasia de células de
Kupffer focal moderada apenas no grupo BTX-12. Ambos os grupos apresentaram degeneracao
hidrépica centrolobular 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 de leve a moderada em ambos os
grupos.

Em relacdo aos rins o grupo controle (CN) apresentou um padrdo tecidual sem alteragao
com corpusculos renais sem alteragdes, a capsula de Bowman preservada e o espago capsular
de tamanho normal. Também foi possivel observar que os tibulos contorcidos proximais e
distais ndo apresentaram quaisquer tipos de degeneracdo. Nao foi observado presenca de
infiltrados. Todos grupos que receberam tratamento cronico com BTX-A evidenciou alteragdes
histopatologicas; como glomerulopatia membranosa multifocal moderada no grupo BTX-12
(Fig.2.A) e difusa acentuada em BTX-35 e glomerulopatia membrano-proliferativa multifocal
moderada em ambos os grupos (Fig.2.B). Também foi possivel verificar a presenca de cilindros
hialinos intratubular multifocal discreto em BTX-12 e BTX-35. Os dois grupos tratados com
BTX-A apresentou degeneragao hidropica nos nefrons difusa discreta em BTX-12 e moderada
em BTX-35 e nos tibulos contorcidos difusa moderada.

Analise Histomorfométrica
Na tabela 1 temos a mediana e amplitude interquartil do perimetro e da area dos
nicleos dos hepatocitos, 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
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BTX-12 (mediana = 24,66 ¢ 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. O teste de comparagado da distribuigao
do perimetro e da area entre os grupos de tratamentos foi significativo (p-valor < 0,001),
indicando que existe diferenca relevante entre os grupos. Ainda, verificou-se que o CN
apresenta um perimetro e 4rea significativamente maior (p-valor < 0,001) que todos os demais
grupos avaliados (Tabela 2).

Na tabela 3 temos a média e desvio padrao do comprimento dos corpusculos 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 comparagdo de média do comprimento entre os grupos
de tratamentos foi significativo, indicando que o grupo CN apresenta um comprimento

significativamente maior (p-valor < 0,001), que todos os demais grupos avaliados (Tabela 4).

DISCUSSAO

Na literatura ndo existe dados que corroborem com os resultados encontrados no
presente estudo, em consequéncia de se desconhecer o processo de metabolizacdo e excre¢ao
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 conhecer o destino da toxina desde o momento em que ela entra no corpo
até que ela seja eliminada. Segundo o autor, processos como absorc¢ao de toxina, distribui¢do
da molécula por todo o corpo, metabolismo sistémico da toxina e elimina¢do da molécula do
corpo sdo areas inexploradas propiciado pelo intenso desejo de obter uma explicagdo completa
para a acdo de toxinas em células individuais, como por exemplo hepatocitos e corpusculos

renais.

No presente estudo as analises histopatoldgicas do figado indicam que os grupos tratados
com BTX-A sofreu alteracdes na sua arquitetura tecidual, apontando também que o grupo BTX-
35 mostrou-se levemente mais alterado que o grupo BTX-12, o que pode indicar uma possivel
dificuldade do figado a longo prazo em realizar a biotransformacao da toxina em metabolitos

inativos para que a mesma seja eliminada.

Simpson (2013) hipotetizou que a BTX-A permanece por longos periodos no organismo
por que seu titulo circulante ¢ muito baixo para ser detectado com eficiéncia e facilidade pelo

figado. Al-Saleem et al. (2008; 2017) demonstraram em estudos anteriores que em animais
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imunizados a depuracdo da toxina da circulagdo geral ¢ rapida e ha um acumulo substancial de
complexos anticorpo-antigeno no figado, e que isto facilita o processo de deteccdo da toxina
pelo figado. Entretanto o processo de metabolizagdo da toxina ainda nao foi esclarecido e logo
surge a hipotese se este acumulo provocado pela associagdo ao anticorpo poderia aumentar as
lesdes a nivel hepatico, visto que ja no presente estudo ficou comprovado que a toxina provoca
lesdo hepatica em animais ndo imunizados, ou seja, a toxina ¢ capturada pelo figado sem a

necessidade de anticorpos.

Existe uma preocupagdo global significativa com relagdo lesdo hepatica induzida por
drogas (DILI) no que se refere ao desenvolvimento de drogas e a revisdo regulatéria, devido ao
sucesso limitado dos modelos pré-clinicos existentes. (THAKKAR et al., 2020). Mundialmente
o DILI ¢ uma das principais causas de insuficiéncia hepatica 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 sdo insuficientes e que alguns dos
biomarcadores translacionais de hepatotoxicidade devem ser recolocados (GRUDZINSKI et
al., 2019). A BTX-A ainda ndo se encontra na lista de drogas capazes de induzir lesdo hepatica
por falta de estudos que evidenciem caracteristicas comum de DILI, contudo, os achados
histopatologicos e morfométricos encontrados neste trabalho pode sugerir que a BTX-A
provoca DILI e deve constar nas listas internacionais de medicamentos que promovem lesdao

hepatica.

Investigacdes anteriores demonstraram que a bidpsia hepatica revelou necrose
centrolobular com infiltrados lobulares de células inflamatorias, sugerindo hepatite aguda
induzida por medicamento apods administragio de metilpredinisolona na pulsoterapia
(KIMURA et al, 2020). O mesmo ocorreu apds tratamento com malatido que mostrou danos
graves no tecido hepatico, incluindo aumento proeminente de sinuséides, infiltracdo de células
mononucleares, dilatagdo, hemorragia e necrose (SELMI et al., 2018). Também ja foi
demonstrado que a cisplatina causa muitas estruturas anormais, como infiltracao inflamatoria e
necrose no figado (UN et al., 2020). A necrose induzida por acetaminofeno também tem sido
extensivamente estudada (IORGA e DARA, 2019; ZHENG et al., 2019). E cada vez mais
reconhecido que a doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica subjacente pode estar associada a
doenga hepdtica cronica em pacientes em uso de metotrexato para psoriase (WOLVERTON e
VUPPALANCHI, 2020). O tratamento cronico com BTX-A apresentou padrdo tecidual
semelhante, dado que foi verificado no grupo BTX-12 presenca de hepatite aguda e cronica,

degeneracdo centrolobular multifocal e necrose de coagulagdo. O grupo BTX-35 além dos
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mesmos achados que o grupo analisado com 12 dias também apresentou congestdo de

sinusoides e veias centrolobulares difusa.

Durante a patogénese da DILI, os macrofagos hepaticos desempenham um papel central
e no grupo BTX-12 foi observado moderada presenca de células de kupfer (KCs). De acordo
com Shan e Ju (2019) a DILI induz a ativagdo de KCs, o que resulta na liberacdo de citocinas
inflamatorias e quimiocinas. Esse modo de acdo inicia a infiltragdo de mondcitos no figado,
que se diferenciam em macrdéfagos. Bhaijee e Anders (2017) diz que histologicamente, a DILI
se manifesta em quatro principais padroes de lesdo: inicia-se com hepatite aguda predominante
por inflamagdo, em seguida hepatite aguda predominante por necrose, depois hé a tentativa de
reparo da hepatite aguda e por ultima 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 coagulagdo, porém ndo foi observado caracteristicas de reparo como
figuras de mitose e hepatdcitos binucleados, o que pode indicar que a toxina pode progredir

para uma hepatite cronica.

Segundo Wolverton e Vuppalanchi, (2020), os principais aspectos para o diagndstico da
DILI sdo: (a) associacdo temporal com o medicamento implicado, (b) desaprovacado, ou seja,
melhora com a descontinuagdo, (c) exclusdo de etiologia competitiva e (d) reexposicdo, se
ocorreu inadvertidamente. Na presente pesquisa verificou-se que o grupo BTX-35 apresentou
intensidade maior das lesdes hepaticas em relagdo ao grupo BTX-12, o que esta em consonancia
com o primeiro aspecto, ou seja, quanto maior a duracdo do tratamento com BTX-A maior o
aumento das lesdes. Nao foi possivel avaliar se a descontinuag¢do do tratamento com BTX-A
ocasionaria em melhora, visto que os animais sofreram eutandasia logo ap6s a 3* aplicacdo. Estes
mesmos animais nao tinham outra etiologia que comprometesse o figado e também nao
sofreram reexposi¢do. Isto posto, fica evidente que a BTX-A induz a DILI e que deve ser
considerada como medicamento hepatotoxico, embora este trabalho ndo tenha realizado testes
de funcdo hepatica, visto que em muitos casos os testes de fun¢do estdo sem alteragdes, mas

com histopatoldgico positivo.

Em relagdo a morfometria ndo houve diferenca significativa entre BTX-12 ¢ BTX-35,
mas ambos os grupos que receberam tratamento cronico apresentaram diferenca significativa
em relacdo ao grupo controle negativo. Os resultados identificaram que no figado os nticleos
dos hepatocitos de todos os grupos tratados diminuiram em relagdo ao grupo controle. A

picnose, encolhimento do nticleo de uma célula (BOGLIOLO, 2013) pode ser um indicio de
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apoptose nos grupos tratados com toxina botulinica. A apoptose envolve encolhimento,
desmontagem nuclear e fragmentacdo da célula em corpos acidofilicos discretos com
membranas plasmaticas intactas, que sdo rapidamente fagocitadas pelas células de Kupfer
vizinhas (SURIAWINATAME E THUNG, 2011). As KCs foram encontradas com intensidade
moderada na histopatologia dos grupos tratados com BTX-A, sendo mais um indicativo de
apoptose. A atividade antiproliferativa da BTX-A j4 foi relatada em estudos que avaliaram o
potencial pré-apoptoético em neoplasias de mama e prostata (KARSTENSY, 2009; BANDALA,
2013). A morte celular no IDILI ¢ provavel apoptose mediada por receptor de morte € o
resultado de um sistema imunoldgico inato e adaptativo ativado, composto por outros fatores
do hospedeiro, como genética, sexo, idade e capacidade de tolerancia imunolégica (IORGA e

DARA, 2019).

Notoriamente este trabalho conseguiu comprovar que a BTX-A tem acdo toxica sobre o
figado podendo causar lesdes que causam insuficiéncia hepatica através de andlises
histopatologica e morformétrica, porém ainda sdo necessarios testes bioquimicos de funcdo
hepatica para asseverar os dados obtidos até o momento. Sugere-se ainda uso da técnica de
imunohistoquimica para avaliacdo de morte celular por apoptose. Contudo, o presente estudo
serve como precursor para investigacdes que ainda sdo necessarias em relacdo a possivel

hepatotoxicidade da BTX-A.

Em relagdo aos rins a andlise histopatoldgica evidenciou que os grupos tratados com
BTX-A apresentou sinais de nefrotoxicidade, em razdo da intensa degeneragdo hidropica nos
néfrons e nos tubulos contorcidos, e também pela grande presenca de lesdes inflamatorias
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 cronico na bidpsia renal prediz uma perda mais rapida da fun¢ao renal.

Estudos anteriores identificaram que as toxinas presentes no veneno do escoripido H.
gentili no rim mostrou degeneragdo no espaco de Bowman, com inchago glomerular e no
veneno da serpente tigre australiana em dois animais domésticos promoveu alteragdes
hidrdpicas no tecido renal e espagos expandidos de Bowman contendo um eosinofilico amorfo
palido foi sugestivo de proteintria. (JACOBY-ALNER etal,, 2011; EL-HIDAN et al.,, 2015). No
presente estudo a BTX-A promoveu lesdes semelhantes, como ocorreu no grupo avaliado
aos 12 dias que apresentou degeneragdo hidrdpica nos nefrons difusa discreta em BTX-12 e

moderada em BTX-35 e nos tabulos contorcidos difusa moderada. Também houve aumento da
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capsula de Bowman como ocorreu com o veneno da serpente em felinos, contudo neste trabalho
foi verificado que tal aumento foi provocado por uma diminui¢ao do tufo glomerular, o que
sugere uma perda de fungao renal (EADON, et al., 2020).

Substancias como chumbo, glutamato monossadico e cloreto de mercurio ja sdo
conhecidos na literatura cientifica por sua agdo 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 formagdo de células cariomegalicas
contendo inclusdes intranucleares no epitélio tubular proximal. Os resultados destes estudos em
comparagdo com os danos causados ao tecido renal tanto glomerular quanto tubular durante o
tratamento com BTX-A refor¢a ainda mais o potencial nefrotéxico da toxina mesmo que ainda
sejam necessarios testes de funcdo renal (EL-NEWESHY et al., 2011; CONTINI et al., 2017;
SCHYMAN et al., 2020) .

O tratamento com BTX-A também promoveu o desenvolvimento de glomerulopatias,
como glomerunefrite membranosa (GNM) e glomerulonefrite membranoproliferativa (GNMP)
visto que o aumento de neutréfilos dentro do tufo glomerular ¢ designado por glomerulonefrite
proliferativa e a inflamacdo grave do tufo pode levar a proliferagdo de células mesangiais e
epiteliais, com formagdo de locais de adesdo entre as camadas visceral e parietal da cépsula de
Bowman, denominada de glomerulonefrite membranosa (WALLIG et al., 2018).

A glomerulonefrite membranoproliferativa denota uma combinagdo de proliferacao de
células mesangiais e espessamento da membrana basal e ¢ responsavel por aproximadamente
7-10% de todos os casos confirmados por bidpsia de glomerulonefrite e sua incidéncia vem
diminuindo devido a uma menor ocorréncia de infecg¢des virais e bacterianas que podem causar
a doenca devido a antigenemia cronica (WALLIG et al., 2018; KAARTINEN et al, 2019). Nao
existe dados na literatura sobre nefrotoxidade da BTX-A, logo seria interessante testes de
fun¢do renal para afirmar com veeméncia que a substancia testada nesse trabalho ¢ nefrotoxica.
Entretanto um modelo que incorpora caracteristicas histopatoldgicas de amostras de biopsia
renal melhorou a previsdo de insuficiéncia renal e pode ser clinicamente valioso sobre a
trajetoria futura da taxa estimada de filtragdo glomerular e de acordo com este modelo podemos
considerar que a BTX-A pode causar insuficiéncia renal (EADON, et al., 2020.).

Outro ponto a ser considerado em relagdo as glomerulonefrites presentes durante o
tratamento com BTX-A ¢ que as infec¢des também podem ter efeitos diretos nas células
glomerulares, isso principalmente associado a suscetibilidade genética (COUSER &

JOHNSON, 2014). Obviamente que as doses utilizadas neste estudo sdo consideradas
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terapéuticas para algumas doencgas e neste estudo em especifico para controle da sialorreia,
contudo a BTX-A ¢ uma toxina que provoca infeccdo e talvez estas doses reaplicadas diversas
vezes possam promover algum nivel de infeccdo. Ainda se faz necessario estudos
complementares para elucidar estas hipoteses.

A andlise histomorfométrica dos rins, indicou que todos os grupos apresentaram um
leve grau de atrofia em relagdo ao controle, o que pode ser um indicativo de morte celular,
embora ainda seja necessario a realizacdo da técnica de imunohistoquimica para asseverar os
resultados deste trabalho. Existem muitas duvidas a cerca dos danos causados ao metabolismo
e a excre¢do da BTX-A no tratamento de inumeras patologias, mas com os resultados aqui

apresentados pode-se considerar que a BTX-A tem acdo hepatotoxica e nefrotoxica.

CONCLUSAO

A escassez da literatura ¢ evidente com relacdo a hepatotoxidade e nefrotoxicidade da
toxina botulinica tipo A tornando dificil a possivel corroboracdo com nossos achados
histopatologicos e histomorfométrico. Desta forma, sugere-se que a BTX-A apresenta potencial
hepatotoxico e nefrotdxico, porém ainda serd necessario estudos complementares para

confirmar os resultados deste trabalho.
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ANEXOS

TABELAS

Tabela 1: Mediana e amplitude interquartil do perimetro e
da éarea dos nucleos dos hepatdcitos do figado dos animais
avaliados, segundo o grupo de tratamento.

Grupo avaliado Medida avaliada
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-valor! <0,001 <0,001

!p-valor do teste de Kruskall-Wallis

Tabela 2: Teste de comparagao’ da distribui¢do do perimetro
e da area dos nticleos dos hepatocitos do figado entre os
grupos de tratamento.

Comparagdo realizada Medida avaliada
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

'p-valor do teste de Mann-Whitney

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

Grupo avaliado Medida avaliada
Média Desvio
padrio
BTX-12 83,21 15,47
BTX-35 81,34 14,04
CN 87,34 15,17
p-valor! <0,001

'p-valor do teste da ANOVA.
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Tabela 4: Teste de comparagdo da média dos glomérulos
renais entre os grupos de tratamento.

Comparagdo realizada p-valor' da
comparacgio
BTX-12 x BTX-35 0,641
BTX-12x CN 0,020
BTX-35x CN <0,001

!p-valor do teste de Tukey
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FIGURAS

Figura 1: Fotomicrografias de figados de ratas do grupo tratado com toxina botulinica tipo A analisado com 12
dias (A) e com 35 dias apos a ap6s a 3° aplicagdo (B); A: Presenca de infiltrado periportal neutrofilico histiocitario
discreto (seta). B: Degeneracdo centrolobular difusa moderada. Coloracido: Hematoxilina e Eosina. Aumento:
400x.

Figura 2: Fotomicrografias do cortex renal de ratas tratadas com toxina botulinica tipo A analisado com 12
dias (A) e com 35 dias apds a apds a 3° aplicagdo (B) A- Glomerulopatia membranosa (asterisco) e espessamentos
das membranas(seta). B- Glomerulopatia membrano-proliferativa — espessamento da capsula de Bowman (seta) e

proliferagdo de células mesangiais (asterisco). Coloragdo: Acido Periédico de Schiff. Aumento: 400x.

Figura 3: Fotomicrografias do cortex renal de ratas tratadas com toxina botulinica tipo A analisado com 12 dias
(A) e com 35 dias apos a apds a 3° aplicagdo (B). A: Infiltrado linfo-histiocitario perivascular (seta). B:

Glomerulonefrite. Coloragao: Hematoxilina e Eosina. Aumento: 400x.
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www.ccb.ufpe.br

(L\N

Recife, 16 de margo de 2017.
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Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
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