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RESUMO - Monocrotalina, alcaloide toxico obtido de plantas do género crotalaria, pode ter potencial efeito toxico em érgaos do corpo humano, como rins, pulmdes, corago,
figado e outros efeitos. O objetivo deste estudo foi avaliar o dano renal causado pela exposi¢ao a monocrotalina. Trata-se de estudo experimental em ratos divididos em 4
grupos, um dos quais recebeu injecao de soro fisiologico e os outros trés inoculagio de monocrotalina, com tempos diferentes para sacrificio; subsequentemente, estudo
histologico foi feito a fim de evidenciar as lesdes renais. Em conclusio, constatou-se que houve lesao renal. Contudo, ndo foi possivel afirmar o mecanismo exato responsavel
por elas, ou seja, se foram decorrentes da acao toxica direta da monocrotalina, ou se, também, esteve relacionado a outros fatores sistémicos.

DESCRITORES - Hipertensdo arterial pulmonar. Dano renal. Monocrotalina.

INTRODUCAO

Plantas do género Crotalaria pertencem a familia Legu-
minosae e contém mais de 600 espécies*'®. Desenvolvem-se
principalmente em zonas tropicais e subtropicais. As espécies
sdo oportunistas, muito comuns em locais alterados como
margem de estradas e como invasoras, encontradas com fa-
cilidade em plantagdes de graos e em pastagens®.

Dentre essas mais de 600 espécies, existem algumas
variedades toxicas, as mais conhecidas sao Crotalaria spec-
trabilis, Crotalaria crispata, Crotalaria retrusa, Crotalaria
dura e Crotalaria globifera, das quais sdo obtidos alcaloides
pirrolizidinicos téxicos como a monocrotalina (MCT), o
principal desses alcaloides'.

Naliteratura ha relatos de toxicidade induzida por MCT em
diversos orgdos, como figado, pulmdes, rins, coragdo, além de
efeitos teratogénicos e carcinogénicos™'>12%22, Além de atividade
depressora do sistema nervoso central que foi demonstrada
em um estudo com ratos''. Em relagdo a fun¢éo pulmonar, foi
evidenciado que MCT pode causar trombose capilar alveolar,
especialmente nas artérias pequenas e médias. Ja o coracdo,
pode sofrer aumento significativo, mas limitado ao ventriculo
direito. Essas lesoes em associagdo ainda sugerem a presenca
de doenga pulmonar e hipertensao®. Quanto aos rins, apesar de
descritas poucas alteragdes, descreve-se que a partir da MCT
podem aparecer a mesangiolise ou ainda aneurismas de vasos
glomerulares'. Citocromos hepaticos P450, como os CYP3A,
CYP2B, e CYP2C, estao envolvidos na sua metabolizacao,
formando intermediarios altamente reativos tipo pirrdlicos
que sdo responsaveis pela ligacdo cruzada do DNA-DNA e
DNA-proteina, além da hepatotoxicidade e pneumotoxicidade’.
O metabolito produzido ao final do processo e responsavel
pela toxicidade da MCT ¢ a dehidromonocrotalina. A fungio
precisa da metabolizag@o hepatica na toxicidade renal indu-
zida por ela ndo ¢ bem estabelecida®'. Entretanto, um estudo

utilizando ratos medicados com inibidores de CYP3A, e
modificados geneticamente com auséncia do citocromo P450
especifico do figado, ndo apresentaram toxidade hepatica e
renal pela MCT, diferentemente de ratos normais submetidos
a0 mesmo processo'’.

Dada a grande gama de 6rgdos que potencialmente podem
ser atingidos pelos efeitos da MCT, e a importancia clinica
das lesdes renais que poderiam ser causadas em decorréncia
dela, o presente estudo teve por objetivo realizar analise
anatomopatologica da injuria renal em ratos expostos a MCT.

METODO

Este estudo ¢ experimental e foram respeitadas as normas
estabelecidas no “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” e os Principios Eticos na Experimentagdo Animal do
Conselho Nacional do Controle de Experimentagdo Animal.
O estudo teve aprovagio da Comissio de Etica no Uso de
Animais da Faculdade Evangélica Mackenzie do Parana,
registrado sob o protocolo n. 2578/2020.

E estudo qualitativo-quantitativo e foi realizada a indugéo
de injuriarenal por inoculacdo de MCT assim como simulagao
da inoculag¢do nos animais do grupo controle.

Animais e métodos

Cinquenta ratos machos Wistar, da espécie Rattus nor-
vegicus, pesando entre 250-300 g, foram randomicamente
distribuidos em quatro grupos: 1) grupo controle (GC, n=10)
animais que receberam uma injecao intraperitoneal de solucao
fisiologica (1 ml/kg 0,9%) no dia de inicio do experimento
(D0); 2) grupo 15 dias (MCT15, n=10) inoculado com MCT
e sacrificio apos 15 dias; 3) grupo 30 dias (MCT30, n=10)
inoculado com MCT e sacrificio apds 30 dias; 4) grupo 37 dias
(MCT37,n=20) inoculado com MCT e sacrificio apos 37 dias.

Trabalho realizado na' Faculdade Evangélica Mackenzie do Parand, Curitiba, PR, Brasil; *Instituto Denton Cooley de Pesquisa, Ciéncia e Tecnologia, Curitiba, PR, Brasil.
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Delineamento experimental

No inicio do experimento (D0) todos os animais tiveram
seus pesos aferidos. Os dos grupos G15, G30 e G37 receberam
injecdo i.p. (60 mg/kg) de MCT (Sigma-Aldrich, St.Louis,
MO,EUA)? dissolvida em solugdo fisioldgica (0,9%), en-
quanto os animais do GC receberam injegdo i.p.de solucdo
fisiologica (0,9%).

No dia 37 do experimento (D37), apds a anestesia com
uma combina¢do de 0,3 mg/kg de cloridrato de xilazina 2%
e 10 mg/kg de cloridrato de cetamina 10% 1i.p.%, os animais
foram pesados e posteriormente sacrificados através de ex-
sanguinagdo por pungdo cardiaca. Por fim, foi conduzida a
retirada de ambos os rins, os quais foram pesados em balanga
semi-analitica de precisdo.

Preparacio das amostras histolégicas

Os rins foram excisados e fixados coletados em solucdo
de formalina tamponada a 10% por 48 h. Apds a fixagdo
completa, eles foram cortados em seu maior eixo longitudinal,
incorporados em blocos de parafina, sendo obtida uma secdo
histoldgica de 4 micrometros para cada segmento. Todas as
se¢Oes foram montadas em laminas de vidro e coradas com
H&E, metenamina de prata de Jones e cido periodico de Schiff
(PAS). Foi selecionada a 1amina do rim que apresentava lesdo
ou aquela que apresentava maior quantidade de lesdes em
comparacdo ao rim contralateral. A avaliacdo das laminas
foi realizada por um patologista experiente que ndo teve acesso
aos dados clinicos ¢ aos resultados dos experimentos.

Analise histologica das amostras

Utilizou-se como base a graduagao dos achados histopa-
tologicos renais proposta por Kubiak et al.!?. As 1dminas foram
examinadas quanto a presenca dos achados pré-definidos, bem
como a sua classificagdo no grau 0 quando ndo tinha sido
encontrada lesdo na lamina; grau 1, presenga esporadica do
achado; graus 2 (1/2) e 3 (3/4) da lamina com a lesdo; grau 4
foi definido quando todo o corte estava afetado. Os achados
histopatologicos levantados incluiram: edema intersticial (peri-
vascular e peritubular), degeneragao tubular (espago paracelular,
perda do bordo em escova, apoptose tubular, destacamento
da membrana basal), necrose tubular, infiltrado leucocitario,
alteragdes glomerulares, mesangiolise e descamacao epitelial.

Apenas dois grupos tiveram infiltragdo leucocitaria e al-
teragdes glomerulares. A graduag@o da infiltragdo foi: grau 1,
presenca de leucécitos esporadica, espalhada e ndo agrupada;
grau 2, focalizada em grupos densos; grau 3, além dos focos
densos quadros espalhados; grau 4, grande infiltragdo por
todo o corte da lamina. Com relagdo as alteragcdes glomeru-
lares definiu-se: grau 0, ndo havia ocorréncia de lesdo; grau
1, encontrado apenas leve aumento glomerular; grau 2, lesdo
tubular com necrose; grau 3, concomitancia dos graus 1 e 2.

Analise estatistica

Os dados foram analisados com o software SPSS (Statis-
tical Packages for Social Sciences), primeiramente com teste
de normalidade para as variaveis analisadas. Em sequéncia
foram realizadas as analises descritivas de dados por grupo
(média e desvio-padrao). Seguindo, foram aplicados testes
ndo paramétricos devido condigdo das variaveis ndo segui-
rem distribuicdo de probabilidade normal. Para evidenciar
diferenga média significativa entre os grupos foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis, e para cada variavel significativa,
foi verificado diferenca entre os pares de grupos, em todas
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as variaveis. Para fins estatisticos, foram consideradas como
alteragoes significativamente relevantes aquelas que obtive-
ram p-valor < 0,05 de acordo com o teste de Kruskal Wallis.

RESULTADOS

As alteracdes histologicas semiquantitativas glomerulares,
tubulares e intersticiais observadas no GC e nos grupos MCT
durante o experimento estdo registradas na tabela 1.

Nas fotomicrografias de tecido renal dos animais do GC,
ndo foram observadas alteragdes significativas glomerulares,
tubulares, intersticiais ou arteriolares (Figura 1).

Alteracdes glomerulares

Nos grupos MCT foi registrado apenas 2 padrdes de
lesdo glomerular, a hipertrofia glomerular e a mesangiolise
(Figura 2). Foi constatado amento significativo da hipertrofia
glomerular nos grupos MCT30 e MCT37 em relagdo ao GC.
Em contrapartida, a mesangiolise so foi observadano MCT37,
em baixa frequéncia, ndo havendo diferenca estatisticamente
significativa.

Alteracdes tubulares

Nos grupos MCT foi constatado a presenga de espacos
paracelulares e descamagdo epitelial ja a partir do grupo
MCT15, com aumento progressivo e significativo nos grupos
MCT30 e MCT37 (Figura 2B).

A apoptose tubular e perda da borda em escova ocorreu
apenas a partir do grupo MCT30, com aumento significativo
no grupo MCT37 (Figura 2C). No entanto, a necrose tubular
se manifestou apenas no grupo MCT37, estatisticamente
significativo em relagdo aos demais (Figura 2C).

Alteracdes intersticiais

Nos grupos MCT foram observadas a ocorréncia de edema
perivascular ja a partir de 15 dias, com aumento progressivo
e significativo com o passar dos dias (Figura 3A). Ja o edema
peritubular s6 se manifestou a partir do grupo MCT30 (Figura
3B). Oinfiltrado leucocitario esteve presente apenas no MCT37,
estatisticamente significativo.

TABELA 1 - AVALIACAO HISTOLOGICA SEMIQUANTI-
TATIVA

Parametros Grupos

Histolégicos  GC MCTI5  MCT30 mMcr37 | Pvaler
EPV 0,1203d  02404d  06£05d 2,651 2abc p<0,001
EPT 0,0£0,0 0,0£0,0 0,1£0,3 0,30,4 p>0,05
EPA 0,1203d  04+07d  0405d  28+12abc  p<0,001
PBE 0,0£0,0d  0,0+00d  03£05d  1209abc  p<0,001
APT 00£0,0d  0,0£0,0d  0,1£0,3 1,4£17ab  p<0,001
DMB 0,0£0,0d  0,0+00d  0000d  17+ldabc p<0,00l
NT 0,0£0,0d  0,0+00d  00£0,0d  12+13abc p<0,00l
IL 0,103d  0,040,0d  00£0,0d  15£0,7abc p<0,00l
AG 0,0£0,0cd  0,0:0,0c,d  1,0600ab  1,041,0abc p<0,001
ME 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 01403  p>005
DE 0,1203d  05:07d 06054  22+llabc  p<0,001

EPV=edema espago perivascular; EPT=edema espaco peritubular; EPA=espago paracelu-
lar; PBE=perda do bordo em escova; APT=apoptose peritubular; DMB=destacamento
da membrana basal; NT=necrose tubular; IL=infiltrado leucocitario; AG=alteragdes
glomerulares; ME=mesangiolise; DE=descamagio epitelial; nivel de significancia
p-valor menor do que 0,05; "*=p <0,05 comparado ao GC. ®=p <0,05 comparado ao
G15;*c=p<0,05 comparado a0 G30; “=p<0,05 comparado ao g37. EPV=edema espago
perivascular; EPT=edema espago peritubular; EPA=espago paracelular; PBV=perda
do bordo em escova; APT=apoptose peritubular; DMB=destacamento da membrana
basal; NT=necrose tubular; [L=infiltrado leucocitario; AG=altera¢des glomerulares;
ME=mesangiolise; DE=descamagao epitelial.
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FIGURA 1 - A) GLOMERULO NORMAL; B) DESCAMA-
CAO EPITELIAL E PERDA DO BORDO EM ESCOVA; C)
NECROSE, APOPTOSE, PERDA DO BORDO EM ESCOVA E
DESCAMACAO EPITELIAL; D) EDEMA PERIVASCULAR;
E) NECROSE E APOPTOSE (H&E, 400X)

FIGURA 2 - LAMINA COM CORTE DE TECIDO RENAL
(PRATA DE JONES, 400X): A) GLOMERULO NORMAL; B)
MESANGIOLISE.

FIGURA 3 - LAMINA COM CORTE DE TECIDO RENAL:
A) EDEMA PERIVASCULAR, ESPACO PARACELULAR E
DESCAMACAO EPITELIAL; B) ESPACO PARACELULAR,
APOPTOSE, NECROSE E DESCAMACAO EPITELIAL CO-
LORACAO (PAS, 400X)

DISCUSSAO

Mecanismos relacionados com o dano renal

Os achados histopatologicos que podem estar rela-
cionados a sindrome cardiorrenal sdo: edema perivascular,
necrose e apoptose tubular e descamacdo epitelial. Outros
achados, porém, ndo se enquadram nesse mecanismo, sendo

melhor explicados por uma via de agdo direta da MCT sobre
os rins, e ainda outros que nao foi possivel correlacionar aos
mecanismos citados.

A sindrome cardiorrenal ¢ distirbio fisiopatologico
complexo dos coragdes e rins, no qual a disfung@o aguda ou
cronica de um 6rgao pode induzir disfungdo em outro. Nesse
caso, o medicamento pode induzir insuficiéncia cardiaca (IC),
e esta por sua vez desencadear lesdes renais, como a lesao
tubular, sendo necessario entdo buscar diferenciar as conse-
quéncias renais originadas pelo medicamento, ou secundarias
a sindrome cardiorrenal®.

Na literatura é descrito que, ap6s a inoculagdo de MCT na
dose de 30 mg/kg durante 4 semanas, ratos Sprague-Dawley
desenvolvem hipertrofia do ventriculo esquerdo, evidenciando
insuficiéncia cardiaca. Nesse estudo em questdo de Angelini
et al?, nos animais que desenvolvem a IC, foram verificados
derrames pericardicos, pleurais e peritoneais, além de altos
indices de peptideo natriurético cerebral. Além disso, as cito-
cinas inflamatdrias, creatinina e NGAL (importante marcador
da injuria renal) séricas, encontravam-se altas?.

Possivelmente uma resposta inflamatoria sistémica foi
responsavel pelos altos niveis de morte celular, o que expli-
caria a expressdo de NGAL pelos rins. Entretanto, a liberacdo
dessa proteina também pode ser consequéncia de inflamagao
renal. Logo, a fonte da inflamag&o certamente foi multifatorial,
podendo ser tanto o coragdo quanto o rim a sua fonte ativa’.

O aumento da pressdo intravenosa nos rins pode ter
desencadeado dano tubular, que por sua vez libera NGAL e
induz explosdo de citocina inflamatorias, que, por meio de
mecanismos enddcrinos ou paracrinos, produzem mais danos
a 6rgdos, como o coracdo e os rins®. A liberagdo da NGAL,
precedendo o aumento dos niveis da creatinina sérica, confirma
o papel dessa proteina como biomarcador precoce de lesdo
renal. A IC leva ao aumento da pressdo intravenosa no rim, e
essa congestio causa danos tubulares, responsaveis por liberar
NGAL. Essa proteina, por sua vez, desencadeia novas cascatas
inflamatdrias, responsaveis por promover mais danos renais,
seja por mecanismos enddcrinos ou paracrinos.

Possivelmente o rim sofre hipoperfusao na IC sistélica e
congestao na IC diastélica, podendo formar duas vias diferentes
para o meio inflamatorio descrito, gerando dano tubular e a
liberagdo da NGAL.

Achados histopatolégicos relacionados a sindrome
cardiorrenal

O surgimento tanto de apoptose quanto necrose tubular
pode ser explicado pela hipoperfusao e congestdo secundaria
a IC, que leva os tiibulos renais a quadros isquémicos; entre-
tanto, ha resposta heterogénea, em diferentes segmentos do
tabulo. Logo, o resultado de apoptose ou necrose se deve a
adaptacao e/ou resposta a deplegdo de energia correspondente
em casa segmento'”,

Reforgando a lesdo tubular desencadeada pela MCT, o
presente estudo verificou a ocorréncia de descamacao epitelial.
Esse achado apresentou-se evoluindo gradativamente conforme
o tempo exposto a MCT, até atingir todos os ratos do tltimo
grupo. Este ¢ um outro fator possivelmente ligado a sindrome
cardiorrenal, ja que a descamagao epitelial pode ocorrer devido
a isquemia e congestdo tubular. Essa lesao parece ser devido
a alteragdes na estrutura e funcdo do citoesqueleto celular,
microfilamentos e proteinas de fixa¢ao de superficie'.

Quanto ao edema perivascular, foi demonstrado inter-
feréncia da MCT com relag@o ao aparecimento do achado,




ja que, apesar de apenas no ultimo grupo o niimero de casos
ter sido significativo, foram afetados 95% desses animais. O
edema intersticial encontrado, pode ter relagdo com a acdo
sistémica da MCT que contribui para o desenvolvimento de
hipertensdo arterial pulmonar, que por sua vez, leva ao edema
intersticial nos rins®.

Anderson et al.! demonstraram que a hipertensao arterial
pulmonar secundariaa MCT em ratos apresentava concomitan-
temente aumento da pressdo no coragdo direito. Possivelmente
esse aumento e congestao vascular seja o causador do edema
encontrado; portanto, esta ndo seria lesdo direta da MCT sobre

Rev. Méd. Parana, Curitiba, 2021; 79(Supl. 1): 8-11 11

os rins, mas sim um resultado sistémico.
CONCLUSAO

Constatou-se que houve injuria renal apos a exposigdo a
MCT sob o ponto de vista anatomopatolégico. Todavia, apenas
pelo estudo histopatoldégico, ndo foi possivel afirmar com
exatidao qual o mecanismo exato responsavel por desencadear
as lesdes renais, se sdo decorrentes da agao toxica direta da
MCT, ou se também esta relacionado a fatores sist€émicos.

Gewehr DM, Schick M, Leite J, Kubrusly FB, Giovanini AF, da Cruz AS, Simm EB, Adachi FV, Kubrusly LF. Renal histological damage in an experimental model of
monocrotalin-induced right ventricular hypertrophy . Rev. Méd. Parand, Curitiba, 2021;79(Supl. 1):8-11.

ABSTRACT - Monocrotaline, a toxic alkaloid obtained from plants of the Crotalaria genus, may have a potential toxic effect on human body organs, such as kidneys, lungs,
heart, liver and other effects. The aim of this study was to evaluate the kidney damage caused by exposure to monocrotaline. This is an experimental study in rats divided into 4
groups, one of which received saline injection and the other three received monocrotaline inoculation, with different times for sacrifice; subsequently, a histological study was
performed in order to evidence renal lesions. In conclusion, it was found that there was kidney damage. However, it was not possible to state the exact mechanism responsible
for them, that is, if they were due to the direct toxic action of monocrotaline, or if it was also related to other systemic factors.

HEADINGS - Pulmonar arterial hypertension. Renal damage. Monocrotaline.
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