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RESUMO

A toxina botulinica tipo A (TB-A) é uma neurotoxina amplamente utilizada na pratica clinica
para o tratamento de condi¢cdes associadas ao excesso de contragao muscular. Entretanto, a
segurancga de seu uso durante os periodos gestacional e lactacional permanece objeto de
debate devido a escassez de dados sobre seus efeitos no desenvolvimento da prole. O
presente estudo teve como objetivo investigar os possiveis impactos da exposicdo materna a
TB-A, administrada por via intramuscular em doses unicas (4, 8 ou 16 U/kg), sobre o
desenvolvimento e a atividade locomotora da prole masculina de ratas Wistar. As fémeas
foram expostas durante a lactagao (dia de lactagéo — DL - 2), e com os filhotes machos foram
avaliados o desenvolvimento fisico e reflexoldgico e realizados os testes de campo e marcha,
em dois periodos diferentes da vida desses animais, logo na infancia (dia pés-natal — DPN —
22) e na idade adulta (DPN60), a fim de avaliar os possiveis efeitos toxicoldgicos e de
desenvolvimento a curto e longo prazo. Os resultados obtidos, em conjunto, ndo mostraram
nenhuma diferenga significativa em todos os parametros analisados, indicando que a TB-A,
aplicada durante a lactacao, parece ter efeito restrito ao local da aplicacédo e nao é transmitida
pelo leite materno, o que poderia interferir no desenvolvimento e aparecimento de

caracteristicas fisicas e locomotoras da prole masculina.
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ABSTRACT

Botulinum toxin type A (TB-A) is a neurotoxin widely used in clinical practice for the treatment
of conditions associated with excessive muscle contraction. However, the safety of its use
during pregnancy and lactation remains a matter of debate due to the scarcity of data regarding
its effects on offspring development. The present study aimed to investigate the potential
impacts of maternal exposure to TB-A, administered intramuscularly as single doses (4, 8, or
16 U/kg), on the development and locomotor activity of male offspring of Wistar rats. The
females were exposed during lactation (lactation day — LD — 2), and the male pups were
evaluated for physical and reflexological development, as well as performance in open-field

and gait tests, at two different stages of their lives: early childhood (postnatal day — PND — 22)
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and adulthood (PND60), in order to assess potential short- and long-term toxicological and
developmental effects. Overall, the results showed no significant differences in any of the
parameters analyzed, indicating that TB-A administered during lactation appears to have
effects restricted to the site of administration and is not transferred through breast milk, which
could otherwise interfere with the development and the emergence of physical and locomotor

characteristics in male offspring.
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1. INTRODUCAO

A toxina botulinica (TB) é uma neurotoxina proteolitica de origem bacteriana, produzida
pela espécie Clostridium botulinum, microrganismo gram-positivo, anaerébico, esporulado e
dotado de motilidade. Trata-se de uma das substancias mais potentes conhecidas na
natureza, cuja estrutura molecular compreende duas cadeias polipeptidicas — uma cadeia
pesada (~100 kDa) e outra leve (~50 kDa) — interligadas por pontes dissulfeto. Essa
configuracao confere a TB a capacidade de atuar seletivamente sobre terminais colinérgicos,
onde exerce efeito neuromodulador ao inibir a liberagao de acetilcolina (ACo), culminando em
bloqueio sinaptico e paralisia muscular flacida temporaria (CHOWDHURY et al., 2021;
ANANDAN; JANKOVIC, 2021).

Desde sua descricdo inicial, o interesse médico-cientifico por essa molécula tem se
intensificado, especialmente apdés a década de 1990, quando seu uso foi amplamente
difundido em contextos terapéuticos e estéticos e tornou-se uma ferramenta fundamental em
neurologia, reabilitagdo, urologia e dermatologia. No total, sete sorotipos distintos da TB foram
identificados — denominados de A a G — sendo que apenas os sorotipos A e B foram
aprovados para uso clinico humano. O sorotipo A, em particular, destaca-se por apresentar
eficacia superior e maior duragao de agao, sendo amplamente utilizado na pratica clinica para
disturbios neuromusculares, cefaleias cronicas, disfuncdes autonémicas e aplicagdes, por
apresentar baixa imunogenicidade e perfil farmacocinético favoravel (WITMANOWSKI;
BLOCHOWIAK, 2020; ALLERGAN, 2023).

O mecanismo de agdo da TB envolve sua internalizagdo nos terminais axonais
colinérgicos, mediada pela cadeia pesada, seguida pela translocacdo da cadeia leve para o
citoplasma, onde atua como uma metaloprotease de zinco dependente. Tal enzima promove
a clivagem seletiva de proteinas do complexo SNARE (Soluble NSF attachment protein
receptor - "receptor de proteina de ligagdo NSF soluvel”), conjunto de proteinas essenciais a
fusdo vesicular e liberagdo de neurotransmissores, como a SNAP-25 e a sinaptobrevina

(VAMP), culminando na interrupgédo da exocitose de ACo. Essa interrupgdo do impulso
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colinérgico resulta em paralisia muscular localizada e reversivel, com duragédo variavel
conforme a formulagdo, dose e local de aplicagado (ANANDAN; JANKOVIC, 2021;
CHOWDHURY et al., 2021).

Entretanto, apesar da crescente incorporacdo da TB em protocolos clinicos, ainda s&o
escassos os estudos que avaliam seus efeitos durante periodos criticos do desenvolvimento,
como a gestagao e a lactagéo, infancia e adolescéncia. As poucas evidéncias disponiveis
indicam que a TB pode atravessar barreiras fisioldgicas, como a placenta, e ser excretada
pelo leite materno, o que levanta preocupagdes significativas quanto a seguranga de seu uso
em pacientes em idade reprodutiva (CRUZ et al., 2020). Esse cenario resulta, frequentemente,
na suspensao de tratamentos durante a gravidez por precau¢ao, mesmo diante de condi¢oes

que exigem continuidade terapéutica.

A caréncia de dados empiricos sobre os riscos ou potenciais efeitos adversos da TB em
organismos em desenvolvimento configura um importante problema de pesquisa, cuja
abordagem pode contribuir de maneira significativa para o avango do conhecimento
biomédico. A elucidagcdo dos mecanismos de acao da TB durante a lactacdo, bem como a
identificacdo de possiveis alteragcdes comportamentais resultantes de sua exposicdo, sio
imprescindiveis para embasar diretrizes clinicas baseadas em evidéncias e mitigar incertezas
terapéuticas neste contexto, evitando assim que tratamentos crénicos em andamento sejam

interrompidos.

Do ponto de vista farmacocinético, fatores como a elevada massa molecular da TB-A, sua
estrutura proteica complexa e baixa biodisponibilidade sistémica ap6s injecdo intramuscular
sugerem baixo risco de transferéncia placentaria ou excregao pelo leite materno. No entanto,
mecanismos como fragmentagao proteica ou transporte ativo por proteinas especificas, como
a ABCG2/BCRP, ainda ndo foram descartados, sendo citados como possiveis vias de
exposi¢cao do neonato (JANK; GUPTA, 2022; CHOWDHURY et al., 2021). A auséncia de
dados experimentais fidedignos sobre a exposigéao lactacional exige cautela e investigagéo

aprofundada.

Considerando os possiveis efeitos da exposi¢cao gestacional a TB-A sobre parametros
neurocomportamentais em organismos em desenvolvimento, o presente estudo tem por
objetivo investigar possiveis alteragées no desenvolvimento fisico e reflexoldgico e atividade

locomotora na prole masculina de ratas expostas a TB-A durante a lactacao.

2. REFERENCIAL TEORICO

A TB-A constitui-se como um agente farmacolégico de reconhecida eficacia terapéutica,

amplamente empregado no manejo de diversas condi¢des clinicas. Entretanto, apesar de sua



XXll Jornada de Iniciagdo Cientifica - 2026

consolidada aplicagao em multiplas especialidades médicas, persiste uma lacuna significativa
de evidéncias quanto a seguranga de seu uso em contextos fisiologicos especificos, a
exemplo do periodo gravidico-puerperal, notadamente durante a lactagdo (ANANDAN;
JANKOVIC, 2021; CHOWDHURY et al., 2021).

Contudo, o uso do TB-A durante a lactacdo é tema de debate. A bula técnica do BOTOX®,
primeira formulacdo da TB-A a ser comercializada pela fabricante Allergan Inc. (2023) e
aprovada pela U.S. Food and Drug Administration (FDA), alerta que n&o ha estudos clinicos
adequados, tampouco investigagdes pré-clinicas robustas, que avaliem a excrecédo da TB-A
ou de seus metabdlitos por meio do leite materno, seja em humanos, seja em modelos
animais. Ademais, ndo existem dados que elucidem os potenciais efeitos adversos
decorrentes da exposicdo do neonato a substancia durante a amamentacao, tampouco acerca
de sua possivel interferéncia nos eixos neuroendécrinos responsaveis pela lactogénese e pela
galactopoiese (ABBVIE, 2023). Isso obriga os profissionais a ponderarem entre a interrupgéo
terapéutica e os potenciais riscos da exposigdo, em um cenario de lacuna cientifica importante
(CRUZ et al., 2020).

Importante de nota, € que para estudos que visam avaliar efeitos teratogénicos e que
podem interferir no desenvolvimento a longo prazo da prole, processos fisioldgicos relevantes
devem ser considerados, como a transferéncia de substancias quimicas do organismo
materno para o leite, um fenébmeno farmacocinético complexo, mediado por mecanismos
como difusao passiva e transporte ativo através do epitélio mamario. A difusao passiva é o
principal processo envolvido, sendo influenciada por propriedades fisico-quimicas das
moléculas, tais como peso molecular, lipossolubilidade, grau de ionizagdo e ligacdo a
proteinas plasmaticas. Substancias de baixo peso molecular, elevada lipossolubilidade e
baixa ligacao proteica tendem a se difundir com maior facilidade para o leite materno (HALE;
ROWE, 2017).

A glandula mamaria € um 6rgéo funcionalmente ativo do ponto de vista farmacocinético.
Transportadores de efluxo, como a proteina ABCG2/BCRP, desempenham papel fundamental
na secregao de xenobidticos para o leite (JANK; GUPTA, 2022). Substancias de alta
lipossolubilidade, baixa ligacdo proteica e pequeno volume de distribuicdo s&o mais
propensas a eliminacao lactacional. Embora a TB-A possua caracteristicas fisico-quimicas
que a tornam improvavel a excregao significativa, a auséncia de estudos que investiguem

esse cenario € uma limitagao relevante.

Além disso, a composicao do leite humano, rica em lipidios e com pH mais acido que o
plasma, pode favorecer a concentragao de farmacos lipofilicos e fracamente basicos. Estudos

com outros compostos sugerem que tais caracteristicas bioquimicas sdo determinantes na
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transferéncia de substancias para o leite materno (JANK; GUPTA, 2022). Embora a TB-A nao
tenha sido diretamente implicada nesse tipo de transferéncia, a escassez de dados
experimentais reforgca a necessidade de estudos especificos, especialmente quanto ao

impacto neurocomportamental na prole.

Diante dessa dinamica fisiologica de passagem de substancias para o leite materno, torna-
se imprescindivel investigar a farmacocinética e o potencial toxicolégico de compostos
administrados durante a lactagdo. No caso da TB-A, ainda que sua biodisponibilidade
sistémica apos administragdo intramuscular seja limitada, a inexisténcia de evidéncias sobre
sua excrecao lactacional e seus possiveis efeitos sobre o neonato impde a necessidade de

estudos especificos que garantam sua seguranga nesse contexto (HALE, 2019).

A TB, por ser uma proteina exdgena com agao neuroespecifica, demanda estudo especial
guanto ao seu impacto em cérebros em desenvolvimento. Alteracbes na neurotransmissao
durante periodos criticos podem comprometer circuitos funcionais permanentes. Assim, torna-
se imperativo investigar ndo apenas a presenga da substancia no leite, mas também seus

efeitos comportamentais e neuroquimicos na prole (CRUZ et al., 2020).

Estudos pré-clinicos conduzidos com rigor metodologico sao capazes de fornecer dados
fidedignos sobre parametros locomotores, resposta reflexa, expressao génica e plasticidade
sinaptica. Essas variaveis sdo cruciais para o entendimento das possiveis alteracdes
induzidas pela exposi¢ao perinatal a compostos farmacologicamente ativos como o TB-A
(ANANDAN; JANKOVIC, 2021).

Dessa forma, o presente projeto se insere em um campo essencial da toxicologia do
desenvolvimento e da farmacologia. Ao empregar modelo animal validado, o estudo buscou
responder a questdes criticas relacionadas a seguranga da TB-A na lactagao (OECD, 2023;
CRUZ et al., 2020).

3. METODOLOGIA
3.1 Delineamento Experimental

No dia de lactagao (DL) 2, 32 ratas Wistar lactantes foram separadas em 4 grupos iguais
(N=8/ por grupo), sendo trés experimentais e um controle. As ratas dos grupos experimentais
receberam 4, 8 ou 16 U/kg de TB-A, por via intramuscular. As ratas do grupo controle
receberam, pela mesma via, 0,3 ml de solugéo salina (NaCl 0,9%). As doses de TB-A foram
escolhidas baseadas em estudos prévios realizados pela principal industria farmacéutica
fabricante da formulagdo comercial (ALLERGAN, INC.; 2023). A via de administragao

intramuscular foi escolhida para atender as diretrizes da Organization for Economic Co-
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operation and Development (OECD), que recomenda o uso da via mais relevante para a
exposigado humana (OECD, 2023). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Uso de
Animais da Universidade Presbiteriana Mackenzie, sob protocolo de numero 07-11-202207-
11-2022.

3.2 Padronizagao das Ninhadas

No DPN2 foi feita a padronizagdo do numero de filhotes da ninhada para 8, sempre que
possivel, foram deixados 4 fémeas e 4 machos. Para o presente estudo, foram utilizados

somente os parametros coletados dos filhotes machos.
3.3 Desenvolvimento Fisico

Cada animal da prole foi pesado durante o periodo de lactagdo - DPN2 ao 21 - para calculo
do ganho de peso. Foi, também, avaliado diariamente - DPN2 ao 40 - o desenvolvimento fisico
de toda a prole (UDO et al. 2014; ZACCARELLI-MAGALHAES et al., 2024), em que foi
considerado o dia do aparecimento dos parametros: 1) descolamento da orelha; 2)
aparecimento de pelos; 3) erupgcao dos dentes incisivos; 4) abertura dos olhos; 5) andar

adulto: quando o filhote anda sem encostar o ventre no chao; 6) descida dos testiculos.
3.4 Desenvolvimento Reflexolégico

Foi avaliado diariamente - DPN2 ao 21 - o desenvolvimento reflexologico dos filhotes
(UDO et al., 2014; ZACCARELLI-MAGALHAES et al., 2024), em que foi considerado o dia do
aparecimento dos parametros: 1) Preenséo palmar: o coxim plantar das patas anteriores foi
tocado com a ponta de um clipe e o animal responde fechando a pata; 2) Endireitamento
postural: o animal foi colocado em decubito dorsal e retorno do corpo para a posicao de
decubito ventral; 3) Geotaxia negativa: quando o animal, ao ser colocado em uma rampa com
inclinacdo de 45° com a cabeca direcionada para baixo, retorna para a posi¢cao ascendente;
4) Sobressalto: quando animal apresentou tremor generalizado ao ser exposto a um estalo,

indicando abertura do ducto auditivo.
3.5 Campo Aberto

O teste do campo aberto € um dos testes mais utilizados para avaliagéo da atividade geral,
motora e exploratéria, pois se baseia em caracteristicas inatas aos roedores, no conflito entre
curiosidade e medo de ambientes novos e abertos (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015). O
aparato utilizado consiste em uma arena circular com 90 cm de didmetro, circundado por uma
parede de 50 cm de altura, com o chao da arena demarcado por linhas pretas formando 12
quadrantes de areas semelhantes (SANDINI et al., 2014). Os animais foram colocados no
centro do aparato e, durante 5 min, foram avaliados os parametros: 1) Frequéncia de

locomocgao: foi considerada uma unidade de locomogado quando o animal adentrou com as
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quatro patas em um quadrante; 2) Frequéncia de levantar: foi considerada uma unidade de
levantar quando o animal se apoiou sobre as patas traseiras, ficando com o tronco ereto; 3)
Tempo de grooming: tempo, em segundos, que o animal realiza o ato de auto-limpeza; 4)
Tempo de imobilidade: tempo, em segundos, em que o animal permanece imovel. Este teste
foi realizado ao final do periodo de infancia, no DPN 22, e no inicio da idade adulta, no DPN
61.

3.6 Teste da Marcha:

Para avaliar a coordenacédo motora no teste de marcha foi utilizada uma caixa com 30 cm
de comprimento, 10 cm de largura, com parede de 15 cm de altura. Foram coletados registros
diretos da marcha do animal, por meio das pegadas das patas dos membros pélvicos
(pintadas com tinta preta), deixadas sobre o papel de filtro colocado sobre o chdo do aparato
(PINTO et al., 2015). A seguir, conforme descrito por PANTALEON et al. (2023), foram
avaliados os parametros: 1) Comprimento da passada: distancia entre duas pegadas da
mesma pata. 2) Comprimento do passo: largura entre os membros direito e esquerdo; 3)
Extensao dos dedos: distancia entre o primeiro e quinto dedo em um mesmo pé; 4) Extensao
dos pés: distancia entre o dedo médio e o calcanhar em um mesmo pé; 5) Simetria:
comprimento do passo dividido pelo comprimento da passada deve ser igual a 0,5; 6)
Distancia entre os pés: distancia entre os dois pés em um mesmo passo; 7) Area da passada:
distancia entre os dois pés em um mesmo passo. Para os parametros bilaterais — comprimento
da passada, extensdo dos dedos, extensao dos pés e simetria — foram coletados os valores
dos lados direito e esquerdo. Este teste foi realizado ao final do periodo de infancia, no
DPN22, e no inicio da idade adulta, no DPNGO.

3.7 Anadlises Estatisticas

A analise estatistica foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism 11® (GraphPad
software, Inc., San Diego, California, USA). O teste de Bartlett foi utilizado para a verificagéo
da homocedasticidade dos dados. Para os dados paramétricos foi utilizada ANOVA de uma
via, seguida do pos-teste de Dunnett, quando houve apenas um fator (tratamento) a ser
avaliado e ANOVA de duas vias, seguida do pés-teste de Bonferroni, quando tiverem dois
fatores (tratamento e tempo) a serem avaliados. Para os dados n&o paramétricos foi utilizado
o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunns. O nivel de significancia para todas as

analises foi considerado p<0,05.

4 RESULTADO E DISCUSSAO

A TB-A, além do seu emprego em procedimentos estéticos, tem sido indicada para

tratamento de varias condigdes na medicina moderna em que existe excesso de contragoes
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musculares involuntarias, secrecdes excessivas e dor. Por outro lado, ha poucos estudos
utilizando modelos animais que avaliem os efeitos da exposicdo a essa substancia em
periodos criticos do desenvolvimento animal, como a lactagao e na prole lactante, o que faz
com que tratamentos clinicos com TB sejam contraindicados nesses periodos. Desta maneira,
o presente trabalho visou avaliar os efeitos da exposi¢cdo da prole masculina de ratas a TB-A
durante a lactagao, a fim contribuir para o uso mais eficaz e seguro dessa medicagao, evitando

que tratamentos sejam interrompidos e/ou adiados durante a gestacao e a lactagao.

Assim, neste estudo, com os filhotes machos de ratas expostas a uma formulagao
comercial de TB-A durante a lactagéao, foi avaliado o desenvolvimento fisico e reflexoldgico e
atividade locomotora, por meio dos testes de campo aberto e da marcha, tanto na infancia

quanto na idade adulta.

O desenvolvimento fisico e reflexolégico de infantis pode ser prejudicado ou retardado por
moléculas xenobibticas, principalmente quando a progenitora é exposta a elas nos periodos
gestacional e lactacional, podendo causar, nos filhotes, déficits comportamentais e fisico-
anatdmicas, incluindo alteragdes motoras e de coordenagéo (CAMARGO et al., 2017). Assim,
a fim de garantir a seguranca e eficacia de tais moléculas, estudos e analises de toxicologia

do desenvolvimento devem ser realizadas em estudos de fase pré-clinica.

O desenvolvimento fisico consiste na avaliagcdo do aparecimento de componentes e
estruturas anatébmicas e locomotoras, parametros estes que se correlacionam com o correto
suporte nutricional materno e crescimento adequado dos filhotes (ZACCARELLI-
MAGALHAES et al., 2024).

A Figura 1 apresenta os resultados obtidos pela analise do desenvolvimento fisico da prole
masculina de ratas expostas a TB-A no DL2 por via intramuscular. Para o pardmetro de “ganho
de peso”, a ANOVA de duas vias ndo mostrou diferenga significativa entre os grupos
experimentais comparado ao grupo controle. J& nos demais parametros, avaliados por
ANOVA de uma via, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significantes entre os

grupos.
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Figura 1: Pardmetros do Desenvolvimento Fisico realizado pela prole masculina de ratas Wistar
tratadas por Toxina Botulinica Tipo A em diferentes doses (4, 8, 16 U/Kg) por via intramuscular no DL2.
Sao apresentadas as respectivas médias e erros padrdes (N=8 animais/grupo).
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p>0,05. ANOVA de uma via e ANOVA de duas vias.

O desenvolvimento reflexoldgico consiste no aparecimento de reflexos relacionados a
propriocepgao e maturagdo sensorial e que, em conjunto, vao conferindo gradativamente

maior autonomia e capacidade de sobrevivéncia aos filhotes.

De acordo com Sandini et al. (2015) o reflexo da preensao palmar - o Unico que é perdido
durante o desenvolvimento - depende da integridade do Sistema Nervoso Central (SNC) e
Sistema Nervoso Periférico (SNP). Os reflexos de endireitamento postural e geotaxia negativa

estdo correlacionados a propriocepgao e ao desenvolvimento dos sistemas vestibular e
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musculoesquelético, além de ser um indicativo da correta atividade cerebelar. Ja o reflexo de
sobressalto ocorre pelo estimulo coclear, indicando maturagdo do nervo trigémeo e, também,

do sistema vestibular.

A Figura 2 apresenta os resultados obtidos pela analise do desenvolvimento reflexologico
da prole masculina de ratas expostas a TB-A no DL2 por via intramuscular. A ANOVA de uma

via ndo mostrou nenhuma diferencga significativa em todos os parametros analisados.

Figura 2: Parametros do Desenvolvimento Reflexoldgico realizado pela prole masculina de ratas Wistar
tratadas por Toxina Botulinica Tipo A em diferentes doses (4, 8, 16 U/Kg) por via intramuscular no DL2.
Sao apresentadas as respectivas médias e erros padrdes (N=8 animais/grupo).
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p>0,05. ANOVA de uma via.

Os resultados do desenvolvimento fisico e reflexolégico, demonstram que a TB-A
administrada na maes no inicio da lactacdo ndo alterou, em nenhum dos parametros, o
desenvolvimento e sobrevida da prole masculina, favorecendo a hipotese de que esta
molécula ndo consiga atravessar a barreira mamaria e ser excretada pelo leite, o que poderia
causar déficits no neurocomportamentais na prole, fator que € corroborado principalmente
pelo aparecimento correto de caracteristicas locomotoras, que poderiam ser as principais

alteradas pela TB-A, considerando o seu mecanismo de agao.
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Além da analise do aparecimento de componentes fisicos e reflexos, também foram
realizadas avaliagbes comportamentais relacionadas a atividade locomotora, em dois
periodos de vida diferentes desses animais, para mensurar a extensao/duragao dos possiveis
efeitos adversos ou o intervalo até o aparecimento deles, bem como possiveis efeitos de

toxicidade.

O teste do campo aberto € um dos principais testes para avaliacdo da emocionalidade,
atividade motora e ansiedade em roedores (RICCI et al., 2024; PRUT). Esse teste traz
informacdes relevantes em relagdo a atividade exploratéria e emocionalidade, baseando-se
em comportamentos inatos dessa classe de animais, tais como medo de ambientes grandes,
abertos, iluminados e desconhecidos (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015; LA-VU et al., 2020).

Nesse teste, a locomocgdo relaciona-se com a atividade motora geral e exploragao
horizontal do animal no ambiente, podendo atuar como um fator ansiogénico, considerando
que o centro do aparato € um local mais aversivo, ja a periferia promove a sensagao de maior
seguranga devido a presenga de um objeto sdlido. O ato de levantar esta relacionado a
exploragao vertical do local para observagéo do horizonte (HABR et al., 2011; VALVASSORI
etal., 2017).

Tanto a locomogdo, como o levantar, exibido no campo aberto sdo parametros
relacionados a atividade inata exploratéria do animal quando este é exposto a um ambiente
novo, este mesmo ambiente que pode atuar inibindo a curiosidade de exploragcdo em
decorréncia da neofobia (PRUT; BELZUNG, 2003).

Ja os comportamentos de grooming (autolimpeza) e a imobilidade, quando realizados de
forma exacerbada, podem indicar aumento do medo e do comportamento tipo-ansioso
(VALVASSORI et al., 2017).

Esses parametros, de alguma maneira dependem da integridade musculoesquelética dos
animais para que possam ocorrer de maneira adequada e, portanto, podem ser alterados pela

exposicado a TB-A.

A Figura 3 apresenta os resultados obtidos pela analise do teste do campo aberto da
prole masculina de ratas expostas a TB-A no DL2 por via intramuscular, no DPN22 (Figura
3A) e DPN60 (Figura 3B). A ANOVA de uma via ndo mostrou diferengas significativas nos

parametros analisados em ambas as datas.
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Figura 3: Parametros do teste do campo aberto realizados pela prole masculina de ratas Wistar tratadas
por Toxina Botulinica Tipo A em diferentes doses (4, 8, 16 U/Kg) por via intramuscular no DL2, no
DPN22 (A) e DPN60 (B). Sédo apresentadas as respectivas médias e erros padroes (N=8
animais/grupo).
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p>0,05. ANOVA de uma via.

Para a execucdo da marcha, os roedores utilizam os quatro membros para caminhar e
manter o equilibrio, aspectos locomotores que sdo coordenados pelo SNC sobre a
musculatura esquelética através da jungcdo neuromuscular. Portanto, o comprometimento em
um Unico aspecto da via motora pode interferir na realizagcdo de certos movimentos
(PANTALEON et al., 2023).

Por ser dependente da musculatura esquelética, o padrao da marcha pode ser modificado
mediante a exposi¢do de TB-A, considerando, ainda, que essa molécula pode ter uma
distribuicdo sistémica e atuar em tecidos distantes daqueles em que houve a exposicio
(WERTMAN et al., 2019). Neste trabalho, em especifico, a andlise da marcha apresentou
maior relevancia, considerando que as células-alvo da TB-A sdo as fibras musculares

esqueléticas.

A Figura 4 apresenta os resultados obtidos pela analise do teste da marcha da prole
masculina de ratas expostas a TB-A no DL2 por via intramuscular, no DPN22 (Figura 4A) e

DPNG60 (Figura 4B). A ANOVA de uma via mostrou que animais tratados com a menor dose
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de TB-A (TB-4) apresentaram diminuicdo na extensdo dos dedos direitos no DPN22
(F(3,28)=4,009; p=0,0171). Para os demais parametros ndo houve diferenga significativa em

ambas as datas de analise.

Figura 4: Parametros do teste da marcha realizados pela prole masculina de ratas Wistar tratadas por
Toxina Botulinica Tipo A em diferentes doses (4, 8, 16 U/Kg) por via intramuscular no DL2, no DPN22
(A) e DPN60 (B). Sao apresentadas as respectivas médias e erros padrdes (N=8 animais/grupo).
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O aumento na extensdao dos pés e dos dedos esta relacionado a um mecanismo
compensatorio para manutencdo do equilibrio e da postura sobre as quatro patas. Contudo
diferengas nesses parametros s6 foram observadas no grupo experimental exposto a menor
dose, TB-4, e apenas no DPN22, ou seja, foi uma alteragéo pontual e transitéria, que nao foi
mais observada no DPNG0, idade em que os ratos ja sdo considerados adultos, e que,
portanto, ndo demonstra ser uma alteragao fisiologicamente relevante (CHOUDHURY et al.,
2021; YAMAMOTO et al., 2019; PANTALEON et al., 2023).

5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados aqui apresentados e tomados em conjunto mostraram que a administragao
dose unica de TB-A (4, 8 ou 16U/kg) na lactagdo nao causou alteragdes no desenvolvimento
fisico e reflexolégico da prole masculina e, apesar do mecanismos de agdao bem conhecido

desta molécula, ndo houve interferéncia nos parametros relacionados a atividade locomotora

Distancia dos dois pés

Cont TB4 TB8 TB-16
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dos animais, analisados a curto e longo prazo, corroborando com a ideia de que a TB-A parece
ter um efeito restrito ao seu local de aplicacdo e de ndo ser excretada pelo leite materno,

sendo, portanto, segura para lactantes.
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