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RESUMO 

 

 

DE-PAULA, L.R. Avaliação do desenvolvimento físico e da atividade motora e 
cognitiva da prole de ratas expostas durante a gestação a uma formulação 
comercial de toxina botulínica tipo-A 
 

A Toxina botulínica tipo-A (TbA) tem sido cada vez mais uma opção eficaz 

de tratamento de doenças caracterizadas pela hiperfunção dos terminais 

colinérgicos, como é o caso do bruxismo, estrabismo, bexiga urinária hiperativa 

e também em diversos procedimentos estéticos. Porém, os efeitos da TbA ainda 

não são totalmente conhecidos e há escassez de estudos relacionados à 

segurança do seu uso durante a gestação, bem como os possíveis efeitos 

adversos que podem acometer o crescimento e desenvolvimento da prole. 

Assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar o desenvolvimento físico 

e as atividades motora e cognitiva das proles masculina e feminina, tanto na 

infância quanto na idade adulta, de ratas exposta no período gestacional à TbA. 

Para isso, ratas gestantes, receberam, no dia gestacional 5, dose única (4, 8 ou 

16 U/kg) de TbA (Botulim®, da Blau Farmacêutica S.A.), por via intramuscular, e 

foram analisados: o desenvolvimento físico (por meio do descolamento de 

orelha, do aparecimento de pelo, da erupção dos dentes incisivos, da abertura 

dos olhos, do andar adulto e da descida dos testículos ou da abertura vaginal); 

o desenvolvimento reflexológico (por meio da preensão palma, do 

endireitamento postural, da geotaxia negativa e do sobressalto); a atividade 

motora (avaliada no campo aberto e o teste da marcha); e a atividade cognitiva 

(por meio do labirinto de Barnes) da prole, tanto na infância quanto na idade 

adulta de ambos os sexos. Os resultados obtidos mostraram que a exposição 

gestacional de ratas à TbA não interferiu em nenhum dos parâmentos analisados 

do desenvolvimento físico e refloxológico, bem como nas atividades motora e 

cognitiva da prole avaliados durante a infância e na idade adulta. Esses achados 

somados a outros estudos perinatais podem contribuir para o uso mais seguro 

desse medicamento durante a gestação. 

 

Palavras-chave: comportamento animal; memória; toxicologia perinatal; 

toxicologia do desenvolvimento; acetilcolina. 



 
 

ABSTRACT 

 

 

DE-PAULA, L.R. Evaluation of the physical development and study of motor and 
cognitive activity of the offspring of rats exposed during pregnancy to a 
commercial formulation of botulinum toxin type-A 

 

The botulinum toxin type-A (bTA) has increasingly become an effective 

treatment option for diseases characterized by the hyperfunction of cholinergic 

terminals, such as bruxism, strabismus, overactive bladder, and various 

cosmetic procedures. However, the effects of bTA are not yet fully understood, 

and there is a scarcity of studies related to its safety during pregnancy, as well 

as the potential adverse effects that may affect the growth and development of 

offspring. Therefore, the present study aimed to investigate the physical 

development and motor and cognitive activities of male and female offspring, 

both in childhood and adulthood, of rats exposed to TbA during gestation. For 

this purpose, pregnant rats received a single dose (4, 8, or 16 U/kg) of bTA 

(Botulim®, from Blau Farmacêutica S.A.) intramuscularly on gestational day 5, 

and the following were analyzed: physical development (including ear 

detachment, hair appearance, incisor tooth eruption, eye opening, adult gait, 

and testicular descent or vaginal opening); reflexological development 

(including palmar grasp, postural straightening, negative geotaxis, and startle 

response); motor activity (evaluated in the open field and gait test); and 

cognitive activity (through the Barnes maze) of the offspring, both in childhood 

and adulthood of both sexes. The results obtained showed that gestational 

exposure of rats to bTA did not interfere with any of the analyzed parameters of 

physical and reflexological development, as well as motor and cognitive 

activities of the offspring assessed during childhood and adulthood. These 

findings, along with other perinatal studies, may contribute to the safer use of 

this medication during pregnancy. 

 

Keyworks: animal behavior; memory; perinatal toxicology; developmental 

toxicology; acetylcholine. 
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1 INTRODUÇÃO 

As toxinas botulínicas (Tb) são neurotoxinas produzidas pela bactéria 

Gram-positiva anaeróbia Clostridium botulinum e são consideradas as toxinas 

mais potentes conhecidas (POLI; LEBEDA, 2002; SPOSITO, 2009). Por um lado, 

sua alta toxicidade aliada a mecanismos de ação altamente específicos faz com 

que as toxinas possuam características únicas de alto nível de periculosidade, 

por outro lado, são frequentemente associadas à diversas utilidades na estética 

e, principalmente, em intervenções médicas (POLI; LEBEDA, 2002; SPOSITO, 

2009). 

Existem sete sorotipos distintos das neurotoxinas botulínicas produzidas 

pelo Clostridium botulinum. Todos estes sorotipos interferem na transmissão 

neural, bloqueando a liberação de acetilcolina, o principal neurotransmissor na 

junção neuromuscular, por meio de sua atuação no citosol neuronal impedindo 

a fusão das vesículas sinápticas com a membrana pré-sináptica e, portanto, a 

liberação de acetilcolina (ELEOPRA et al., 2002; MÜNCHAU; BHATIA, 2000). A 

toxina botulínica tipo-A (TbA) é aquela mais utilizada na prática clínica em seres 

humanos (JANKOVIC, 2004; SPOSITO, 2009). 

1.1 Estrutura química da toxína botulinica tipo-A 

A toxina botulínica tipo-A (TbA) é uma macromolécula que possui uma 

parte ativa de 150 KDa, sendo composta por duas porções: cadeia leve com 

atividade catalítica (50 KDa) e cadeia pesada (100 KDa) – Figura 1. A parte ativa 

da molécula da TbA é formada for uma única cadeia polipeptídica composta por 

1.295 aminoácidos, com uma porção leve composta por 447 aminoácidos e por 

uma porção pesada composta pelos aminoácidos restantes (CHOUDHURY et 

al., 2021; POLI; LEBEDA, 2002).  

A cadeia leve contém o domínio enzimático (CHOUDHURY et al., 2021; 

POULAIN; POPOFF; MOLGÓ, 2008:), enquanto a cadeia pesada apresenta dois 

domínios: o de ligação representado por Hc (metade C-terminal da cadeia 

pesada) e o de translocação representado por Hn (metade N-terminal da cadeia 

pesada) (AOKI, 2005; CHOUDHURY et al., 2021; HICKS et al., 2005;) 

representado na Figura 1.  
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Figura 1- Representação tridimensional da toxina botulínica tipo-A (TbA), à esquerda, e 
representação esquemática das duas cadeias peptídicas, à direita. A cadeia pesada 
possui domínios nomeados de acordo com a sua atividade específica (ligação e 
translocação). A cadeia leve é responsável pela quebra catalítica da proteína alvo. SS 
= ponte dissulfeto, HN = terminal N da cadeia pesada, HC = terminal C da cadeia 
pesada. 

Fonte: adaptada de CHOUDHURY et al., 2021. 

 

A porção de 50 KDa (cadeia leve) é a porção responsável pela atividade 

metaloproteásica zinco dependente que impede a liberação do neurotransmissor 

(acetilcolina), por meio do bloqueio da fusão das vesículas contendo o 

neurotransmissor com a membrana pré-sináptica. A porção de 100 KDa (cadeia 

pesada) possui duas porções: Hn (domínio de ligação) e Hc (domínio de 

translocação) (CHOUDHURY et al., 2021; POLI; LEBEDA, 2002;). 

A porção Hn é uma estrutura helicoidal associada com a atividade de 

fusão vesícula com a membrana pré-sináptica e com a formação de canais 

iônicos seletivos transmembrânicos, voltagem dependentes (CHOUDHURY et 

al., 2021; POLI; LEBEDA, 2002). A porção Hc que é composta 

fundamentalmente de beta-proteína e visualmente apresenta dois domínios: 

(CHOUDHURY et al., 2021; POLI; LEBEDA, 2002): a) ligação acessório (Hc-N) 

e b) ligação a gangliosídeos e a proteínas sinápticas (Hc-C) (CHOUDHURY et 

al., 2021; POULAIN; POPOFF; MOLGÓ, 2008). Essas regiões (Hc-N e Hc-C) 

estão envolvidas com a ligação específica aos receptores neuronais existentes 

na superfície externa dos neurônios colinérgicos periféricos. Assim, a cadeia 
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pesada é responsável pela ligação aos receptores extracelulares e 

internalização na célula nervosa, além de ajudar a translocação da cadeia leve 

para o citoplasma do neurônio (CHOUDHURY et al., 2021; POLI; LEBEDA, 

2002). 

1.2 Mecanismo de ação da toxína botulinica do tipo A 

A TbA se liga a um receptor de alta afinidade, predominantemente, 

encontrado nos neurônios colinérgicos dos nervos motores através do domínio 

de ligação da cadeia pesada (AOKI, 2004; LIPHAM, 2004; SILBERSTEIN, 2004). 

Uma vez que a TbA se liga a célula neuronal, inicia-se o processo de 

internalização presumivelmente intermediado por um receptor de endocitose. 

Estes receptores estão localizados na porção amielínica da junção 

neuromuscular de mamíferos. Parecem existir duas fases de internalização: uma 

entrada rápida: que utiliza um sistema vesicular e outra sendo uma entrada lenta: 

que requer horas e é menos específica (AOKI, 2004). 

A inibição da exocitose do neurotransmissor, acetilcolina, acontece 

através de uma atividade proteolítica zinco-dependente da cadeia leve, que 

quebra seletivamente as ligações peptídicas das proteínas SNARE (Soluble N-

ethylmaleimidesensitive factor attachment protein-receptor) essencial para a 

liberação do neurotransmissor que é cálcio dependente (AOKI, 2004; LIPHAM, 

2004; SILBERSTEIN, 2004). Assim, a cadeia leve exerce seu efeito quebrando 

as proteínas que são responsáveis pela fusão das vesículas de acetilcolina com 

a membrana celular do terminal nervoso (SPOSITO, 2009). Tanto o complexo 

SNARE, quanto as ligações peptídicas são específicas para cada sorotipo de 

toxina botulínica. A TbA quebra especificamente a SNAP-25 (AOKI, 2004; 

SPOSITO, 2009).  

A Figura 2 ilustra o processo de liberação do neurotransmissor acetilcolina 

na junção neuromuscular, levando a contração muscular, e atuação dos 

diferentes tipos de toxina botulínica neste local. Note a participação das 

proteínas SNARE em diferentes sítios intracelulares e os locais de atuação dos 

vários tipos de toxinas botulínicas. Observe que a quebra das proteínas SNARE, 

por si, não impedem a formação do complexo SNARE de fusão, mas resulta na 

formação de um complexo não funcional, no qual o influxo de cálcio, no momento 

da fusão, é interrompido (SPOSITO, 2009). O aumento da concentração de 
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cálcio no terminal sináptico reverte parcialmente o efeito da TB (TURTON; 

CHADDOCK; ACHARYA, 2002). 

 

 
                                      Fonte: (SPOSITO, 2009) 

 

A junção neuromuscular que sofreu a ação da Tb, após aproximadamente 

dois meses, inicia a sua expansão por meio de brotamentos que se estendem 

através da superfície do músculo (SPOSITO, 2009) e quando os brotamentos 

formam uma conexão sináptica física com a junção neuromuscular, a unidade 

motora nervosa se restabelece (AOKI, 2004), recuperando a atividade 

exocitótica e devolvendo à terminação nervosa sua forma original, 

completamente funcional (MAUNIER et al., 2002; PAIVA et al.,1999). 

Figura 2- Liberação do neurotransmissor acetilcolina na junção 
neuromuscular (A) e atuação dos diferentes tipos de toxina botulínica 
neste local (B). SNARE = Soluble N-ethylmaleimidesensitive factor 
attachment protein-receptor. 
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1.3 Toxina botulínica e estudos clínicos e pré-clínicos 

A Tb foi a primeira proteína microbiana a ser utilizada por meio de injeção 

para o tratamento de doenças humanas (SCHANTZ; JOHNSON, 1992) e seu 

uso terapêutico teve seu início em 1981 com a descrição da administração de 

TbA nos músculos oculares para o tratamento do estrabismo. Em 1989, após 

muitos testes pré-clínicos e clínicos, a agência regulatória norte-americana Food 

and Drug Administration (FDA) aprovou o uso terapêutico da formulação 

comercial BOTOX® (Allergan Inc) para o tratamento do estrabismo, 

blefaroespasmo e espasmo hemifacial. Em 2000, o FDA aprovou o BOTOX® e 

a toxina botulínica B (MyoblocTM, Elan Pharmaceuticals Inc., Morristown, NJ, 

USA) para distonia e o BOTOX® Cosmetic para linhas faciais hipercinéticas 

(JANKOVIC, 2004). 

Apesar de a Tb ser uma substância biológica altamente tóxica, após a sua 

aplicação em um uso clínico, a função motora ainda pode ser recuperada, 

conforme comentado anteriormente. A duração da paralisia é dependente do 

sorotipo a que o indivíduo foi exposto, da dose, da espécie animal, do modo de 

administração e do tipo de terminal nervoso afetado (MÜNCHAU; BHATIA, 2000; 

PIRAZZINI et al., 2017). 

Embora os efeitos clínicos da TbA tenham início dentro de 7 a 10 dias 

após a administração, com pico de ação em 15 dias, permanece no organismo 

entre 3 e 6 meses. O efeito da toxina é revertido principalmente por brotamento 

neuronal com reinervação muscular. A função muscular é restaurada dentro de 

dois a quatro meses (PEDRON, 2020; SALVONI et al., 2019). A meia-vida da Tb 

administrada por via intramuscular é de cerca de 10 horas, e 60% da sua 

excreção ocorre após 24 horas, pela via urinária com biotransformação por meio 

de proteases (AOKI, 1995). 

A utilização terapêutica da TbA mostrou, por outro lado, que pode ser 

observado reações adversas, como sintomas autônomos: boca seca, diminuição 

da sudoração e do lacrimejamento, retenção urinária, diplopia e visão turva 

(DRESSLER; BENECKE, 2003). Em função destes achados, a Tb passou a ser 

utilizada em diferentes condições clínicas nas quais havia o envolvimento do 

Sistema Nervoso Autônomo (SNA), causando hiperatividade de musculatura 

lisa, como: acalasia de esôfago, disfunção do esfíncter de Oddi, disfunção do 
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esfíncter anal, anismo, fissura anal, dissinergia do esfíncter urinário e 

hiperatividade detrusora, entre outras. Além disso, o efeito colateral observado 

sobre glândulas (sudoríparas, salivares e lacrimais) induziu o raciocínio clínico 

para a utilização em situações de hipersecreção como hiperidrose, sialorreia e 

hiperlacrimação (DRESSLER; SABERI; BARBOSA, 2005). 

Em todas estas enfermidades, mas especialmente nos casos de 

hiperidrose e de hiperatividade detrusora, observou-se que o tempo de duração 

dos efeitos da aplicação de Tb era mais longo, 6 a 11 meses, em relação aos 

observados no tratamento de músculos estriados envolvidos nos distúrbios do 

movimento (APOSTOLIDIS; FOWLER, 2008). 

Ressalte-se que os usos terapêutico e estético de Tb estão em constante 

crescimento, uma vez que doses baixas dessa substância são clinicamente 

eficazes no tratamento de diversos distúrbios neuromusculares caracterizados 

por hiperfunção de terminais colinérgicos e outras condições médicas, incluindo 

espasticidade muscular, estrabismo, bexiga urinária hiperativa, sudorese 

excessiva, enxaqueca, distonia cervical, acalasia e blefaroespasmo 

(ANTONUCCI et al., 2008; NEPAL; JEONG, 2020; TAN et al., 2013). 

Estudos farmacocinéticos da TbA, tanto pré-clínicos (em roedores e não 

roedores), como clínicos (em seres humanos) expostos às doses terapêuticas 

(seguidas de acordo com a bula do fabricante) pôde-se verificar que a 

distribuição sistêmica da substância é pequena; isso ocorre em decorrência da 

alta afinidade de ligação entre a toxina e os terminais colinérgicos nos neurônios 

pré-sinápticos (ALLERGAN, INC., 2021). Ainda nesse sentido, após a 

administração intramuscular, observou-se lenta difusão no músculo seguida de 

rápida biotransformação sistêmica e excreção urinária (WIEGAND; ERDMANN; 

WELLHONER, 1976).  

Em estudos pré-clínicos realizados pelo fabricante do Botox®, Allergan 

Inc, foram avaliados os efeitos da administração de TbA durante a gestação em 

roedores e coelhos, bem como o comprometimento fetal por meio de diversos 

protocolos. Nestes estudos foi constatado que duas administrações de Botox®, 

por via IM, durante o período da organogênese, nas doses de 4, 8 e 16 U/Kg, 

promoveram, em fetos dos respectivos animais tratados, redução dos pesos 

corporais e da ossificação esqueléticas, além de toxicidade materna evidenciada 

por abortos, partos prematuros e morte materna (ALLERGAN, INC., 2021). 
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Estes achados, somado ao fato de que há poucos estudos realizados 

sobre esse tema, fez com que o Botox® fosse contraindicado na gravidez, 

durante a amamentação e para crianças com menos de 12 anos. Caso crianças 

sejam expostas a toxina botulínica, por indicação médica ou não, deve haver um 

monitoramento cuidadoso, considerando que esta substância tem potencial para 

alterar funções celulares, como o crescimento axonal (MÜNCHAU; BHATIA, 

2000; NEWMAN et al, 2005; PIRAZZINI et al., 2017). 

1.4 Relação da toxina botulínica com a atividade motora e cognitiva 

O clássico mecanismo de ação da TbA é a inibição da liberação de 

acetilcolina nos terminais nervosos motores (AOKI, 2004; SILBERSTEIN, 2004), 

o que leva à diminuição da contração muscular, tornando-a útil, terapêutica e 

clinicamente, em uma série de condições nas quais existe excesso de 

contrações musculares (AOKI, 2004; SPOSITO, 2009).  

Além de possuir grande importância nas funções motoras, a acetilcolina 

desempenha papel fundamental nas funções cognitivas, particularmente, na 

aprendizagem e na memória, e estudos farmacológicos mostraram que uma 

disfunção colinérgica pode influenciar a memória alterando sua consolidação 

(HASSELMO, 2006; JAEGER, 2010). 

Nesse sentido, Jaeger et al. (2013) ressaltaram a importância da 

acetilcolina no desempenho de diferentes funções cognitivas, como 

aprendizagem, memória e atenção, bem como mostraram o papel relevante 

desse neurotransmissor na modulação da memória de objetos, em 

camundongos, e sugerem que os níveis de liberação de acetilcolina modulam 

fortemente a consolidação da memória de reconhecimento de objetos. 

Considerando que a TbA vem sendo cada vez mais utilizada para o 

tratamento de distonias – isto é, alterações do movimento caracterizada por 

contrações musculares involuntárias, que acabam levando a movimentos e 

posturas anormais –, e que a literatura carece de estudos sobre o uso da Tb 

durante a gravidez, se faz necessário aprofundar os estudos sobre os possíveis 

efeitos na prole exposta a toxina durante o período gestacional e as possíveis 

consequências no seu desenvolvimento físico e reflexológico, bem como em 

comportamentos motores e cognitivos da prole na infância e na idade adulta. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Estudar as proles masculina e feminina de ratas expostas durante a 

gestação à TbA, avaliando o desenvolvimento físico e reflexológico, bem como 

os comportamentos motores e cognitivos, na infância e na idade adulta. 

2.2 Objetivos específicos 

Avaliar as proles masculina e feminina de ratas expostas durante a 

gestação à TbA, considerando o: 

- Desenvolvimento físico; 

- Desenvolvimento reflexológico; 

- Campo aberto na infância e na idade adulta; 

- Teste da marcha na infância e na idade adulta; 

- Labirinto de Barnes. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Animais 

Esse estudo foi aprovado pelas Comissões de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de 

São Paulo (protocolo de número 8186301121) e da Universidade Presbiteriana 

Mackenzie (protocolo de número 016-12-2021). 

Foram utilizados ratos Wistar provenientes do Biotério Central do Instituto 

de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo. No presente estudo 

foram utilizadas as proles oriundas de 8 ratas prenhes. 

Os animais foram alojados no biotério da Universidade Presbiteriana 

Mackenzie, em gaiolas de polipropileno (41 x 34 x 18 cm) com maravalha 

autoclavada, como substrato, e mantidas em sala com umidade relativa do ar de 

55% ± 10%, temperatura controlada (22ºC ± 2ºC) e ciclo de luz claro/escuro de 

12 h (luz acesa à 7 h). Os animais receberam água e comida ad libitum durante 

todo o procedimento experimental. 

Cada gaiola alojava uma rata e sua respectiva prole composta de 8 

filhotes e, sempre que possível 4 machos e 4 fêmeas. A prole foi desmamada no 

21º de lactação e transferidos para gaiolas-moradia, de acordo com gênero, com 

4 animais cada. 

3.2 Tratamento com Toxina botulínica tipo-A 

 Foi empregada a formulação comercial Botulim®, comercializada no Brasil 

pela Blau Farmacêutica S.A. e fabricada pela Hugel Inc. Chuncheon, na Coreia 

do Sul. Cada frasco continha 100 unidades liofilizadas de toxina botulínica tipo-

A (TbA), em forma de pó liófilo injetável.  

Para aplicação intramuscular (IM), o frasco-ampola de TbA foi diluído em 

solução salina (NaCl 0,9%), conforme orientação do fabricante, para administrar 

doses únicas de 4, 8 ou 16 U/kg, em volume inferior a 0,3 ml e aplicação com 

uma agulha 25G.  

No dia gestacional 5 (DG5), as ratas foram separadas em 4 grupos iguais 

de 8 animais cada: 3 grupos experimentais e 1 grupo controle. As ratas dos 

grupos experimentais receberam dose única de 4, 8 ou 16 U/kg de TbA, por via 

IM (membro pélvico direito) em volume inferior a 0,3 ml de TbA; as ratas do grupo 
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controle receberam pela mesma via solução salina. Essas doses de TbA foram 

escolhidas baseadas em estudos prévios realizados em ratas e camundongas, 

que receberam duas aplicações durante a gestação (DG5 e DG13), as quais 

causaram redução no peso corporal fetal e diminuição da ossificação esquelética 

fetal nas duas doses mais altas, sendo que a menor dose não causou toxicidade 

de desenvolvimento (ALLERGAN, INC.; 2021). A via de administração 

intramuscular foi escolhida para atender as diretrizes da OECD, que recomenda 

o uso da via mais relevante para a exposição humana (OECD, 2018). 

3.3 Procedimentos  

3.3.1 Acasalamento e diagnóstico de prenhez  

As fêmeas foram colocadas nas gaiolas dos machos ao fim da tarde para 

o acasalamento, na razão de três fêmeas para cada macho. Na manhã seguinte 

foi feito o esfregaço vaginal das fêmeas para o diagnóstico de prenhez. Esse 

procedimento consiste na introdução de um swab umedecido com solução salina 

(NaCl 0,9%) no orifício vaginal da fêmea para coleta de material. O diagnóstico 

de prenhez é considerado positivo quando é detectada presença de 

espermatozoide após observação em microscopia. 

3.3.2 Nascimento, sexagem e padronização da ninhada 

As ratas gestantes foram observadas todos os dias para verificar o 

nascimento dos filhotes; o dia do nascimento foi considerado o dia pós-natal 1 

(DPN1). No DPN2 foi realizada a sexagem e padronização do número de filhotes 

da ninhada para oito; sempre que possível foram deixados quatro fêmeas e 

quatro machos.  

3.3.3 Desenvolvimento físico  

Toda a prole dos 4 grupos (Controle, TbA-4U, TbA-8U e TbA-16U) foi 

pesada diariamente e foi calculado o ganho de peso semanal. Além da avaliação 

do ganho de peso semanal da prole, também foi avaliado, diariamente, durante 

toda a lactação (até o DPN21) o desenvolvimento físico da prole, conforme 

descrito por Udo et al. (2014), anotando o dia do aparecimento dos seguintes 

parâmetros: 

1) descolamento de orelha - Figura 3A e 3B; 
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2) aparecimento de pelo - Figura 3C; 

3) erupção dos dentes incisivos: considerou-se quando houve o 

rompimento da gengiva - Figura 3D; 

4) abertura dos olhos: considerou-se o total descolamento das pálpebras 

de ambos os olhos - Figura 3E e 3F; 

5) andar adulto: considerou-se quando o animal se sustentou sobre as 

quatro patas e caminhou sem tocar o ventre no solo; 

6) descida dos testículos ou abertura vaginal. 

 

Figura 3 - Ilustração dos parâmetros analisados no desenvolvimento físico dos ratos 
entre o dia pós-natal (DPN) 2 e DPN45. A) animal no DPN2 com as orelhas ainda 
coladas; B) animal no DPN4 com as orelhas já descoladas; C) animal no DPN7 já com 
o aparecimento de pelos; D) animal no DPN10 com as gengivas rompidas pela erupção 
dos dentes incisivos inferiores; E) animal no DPN14 com as pálpebras ainda coladas; 
F) animal no DPN15 com a pálpebra já descolada. 

 

Fonte: Abreu (2020). 
 

3.3.4 Desenvolvimento reflexológico 

As proles de todos os 4 grupos (Controle, TbA-4U, TbA-8U e TbA-16U) 

foram avaliadas, diariamente, do DPN2 ao DPN21, conforme descrito por Udo et 

al. (2014), e foi anotado o dia de aparecimento dos seguintes parâmetros: 

1) preensão palma: tocou-se com um clipe metálico o coxim plantar do 

membro torácico e o animal responde fechando a pata (único reflexo que 

desaparece ao longo do tempo) - Figura 11; 



27 
 

2) endireitamento postural: o animal foi colocado em decúbito dorsal para 

a observação da virada do corpo para a posição de decúbito ventral - Figura 13; 

3) geotaxia negativa:- o animal foi colocado em uma tela com inclinação 

de 45° com a cabeça descendente (apontada para baixo) e foi observado se o 

animal girou para a posição ascendente (apontada para cima) - Figura 14; 

4) sobressalto: foi observado se o animal apresentou algum tipo de reação 

física ao ser exposto à um estalo, indicando abertura do ducto auditivo - Figura 

15 

 
 

Figura 4 - Ilustração do rato apresentando o reflexo de preensão palmar. 

 

Fonte: Abreu (2020). 
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Figura 5 - Ilustração do rato realizando um giro corporal saindo de decúbito dorsal para 
decúbito ventral. 

 

 

Fonte: Abreu (2020). 
 

 
Figura 6 - Ilustração do rato realizando a virada de descendente para ascendente sobre 
a tela com inclinação de 45º (aparato de geotaxia negativa). 

 

Fonte: Abreu (2020). 
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Figura 7 - Ilustração do rato respondendo ao estímulo sonoro de um estalo, indicando 
abertura dos canais auditivos. 

 

Fonte: Abreu (2020). 
 

3.3.5 Campo aberto 

A atividade motora dos animais foi avaliada por meio do teste do campo 

aberto, sempre durante o período da tarde, a partir das 13 h. O campo aberto 

consiste em uma arena circular (97 cm de diâmetro) delimitada por uma placa 

circula de acrílico envelopada de azul (28 cm de altura), e o chão branco de 

acrílico dividido em 12 partes aproximadamente iguais (Figura 16). Cada animal 

foi colocado individualmente no centro da arena e seu comportamento foi 

observado por 5 minutos. Entre um animal e outro o aparelho foi limpo com 

solução de álcool a 70% para evitar a interferência do odor do animal anterior. A 

observação comportamental foi feita intercalando animais dos grupos controle e 

experimentais. 

Os parâmetros observados no campo aberto foram:  

- Frequência de locomoção: uma unidade de locomoção foi considerada 

quando o animal adentrou com as quatro patas em um dos quadrantes 

delimitados no chão da arena; 

- Frequência de levantar: postura do animal permanecer apoiado sobre os 

membros pélvicos, com o tronco perpendicular ao chão, tendo a cabeça dirigida 

para cima, podendo ou não tocar com os membros toráxicos as paredes do 

aparato; 

- Imobilidade: tempo em segundos em que o animal ficou parado sem 

realizar qualquer atividade. 

- Tempo de grooming: comportamento inato de autolimpeza. 
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Figura 8 - Ilustração da arena do campo aberto. 

 

Fonte: Autoral. 
 

3.3.6 Teste da marcha 

Para avaliar o equilíbrio e a coordenação motora foi empregado o teste de 

macha, conforme proposto por Pinto et al. (2015). Para tanto foi utilizado um 

aparato que consiste em uma plataforma horizontal plana de 25 cm de 

comprimento e 5 cm de largura, sem elevação e forrada com papel de filtro, 

delimitada por 4 paredes de cm de altura (Figura 17). Os registros diretos da 

marcha do animal foram obtidos pelas marcas das patas do animal pintadas com 

tinta e deixadas sobre o papel de filtro. A duração de cada avaliação foi de 15 

segundos.  
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Figura 9 - Ilustração de um rato no interior do aparato utilizado para o teste da marcha. 
Note as pegadas das patas deixadas sobre o piso do aparato. 

 
Fonte: (PANTALEON, 2021). 

 

Para avaliar a marcha, cada animal, com os coxins plantares dos 

membros pélvicos pintados com tinta preta, foi colocado para caminhar no 

aparato. Ao término do teste de cada animal, o papel de filtro foi substituído e o 

aparato foi limpo com álcool 70%. Foram intercalados animais dos grupos 

controle e experimentais. 

A partir das pegadas deixadas pelos coxins plantares, foi avaliado o 

comprimento da passada, conforme proposto por Jacobs et al. (2014) e 

Yamamoto et al. (2019) – a Figura 9. Assim, os seguintes parâmetros foram 

quantificados: 

 

- Comprimento da passada (direito e esquerdo): consiste da distância 

entre duas pegadas da mesma pata (Figura 9-A); 

- Comprimento do passo: largura entre os membros direito e esquerdo 

(Figura 9-B); 

- Simetria (direito e esquerdo): comprimento do passo (Figura 9-B) 

dividido pelo comprimento da passada (Figura 9-A). Um passo simétrico deve 

ser igual a 0,5; 

- Área da passada: área do trapézio formado a cada dois passos (Figura 

9-D);  

- Distância entre pés: distância entre os dois pés em um mesmo passo 

(Figura 9E).  
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A quantificação dos parâmetros foi feita com auxílio do software 

AutoCAD® para melhor padronização e exatidão das medidas. 

 
Figura 10 - Parâmetros do teste da marcha avaliados em ratos: A) comprimento da 
passada (linhas vermelhas); B) comprimento do passo (linhas azuis); C) ângulo do 
passo (linhas verdes); D) área da passada (losango amarelo); E) distância entre os pés 
(linha magenta). 

 
Fonte: (PANTALEON, 2021). 

 

3.3.7 Labirinto de Barnes 

O labirinto de Barnes é um teste utilizado para avaliar o aprendizado e a 

memória espacial, e foi realizado entre os DPN61 e DPN65. Ele consiste em uma 

plataforma circular de 120 cm de diâmetro elevada a 90 cm do chão; essa 

plataforma dispõe de 18 entradas com 9 cm de diâmetro cada, dispostos de 

forma equidistante por todo o perímetro do aparato (SANDINI et al., 2018). Uma 

das entradas está conectada a uma caixa de fuga contendo maravalha, como 

apontado pela seta vermelha (Figura 11), situada abaixo da plataforma. O 

dispositivo tem cor branca e foi colocado em uma sala com paredes brancas, 

onde três figuras geométricas azuis foram fixadas em uma das paredes, servindo 

como pistas visuais para o animal encontrar a caixa de fuga - Figura 11. 

O teste envolveu posicionar o animal no centro do dispositivo, debaixo de 

uma caixa de plástico, durante 30 segundos. Após esse tempo, a caixa de 

plástico foi retirada e o comportamento do animal foi observado por 5 minutos, 

com a expectativa de que ele encontrasse a caixa de fuga. Nos casos em que o 

animal não entrou na caixa de fuga dentro dos 5 minutos propostos, ele foi 

gentilmente conduzido até lá e permaneceu por pelo menos 30 segundos, antes 

de retornar à sua gaiola moradia. Cada animal passou por quatro dias de 

treinamento seguidos por um dia de teste (quinto dia), utilizando o dispositivo 

tanto de manhã quanto à tarde, com um intervalo de 3 horas entre as sessões. 

Os parâmetros avaliados foram: 



33 
 

1) latência, em segundos, para entrar na caixa escape; 

2) número de tentativas: número de aberturas que o rato farejou antes de 

entrar na caixa escape. Foi considerado uma tentativa toda vez que o animal 

farejou a abertura e não entrou, procurou uma nova abertura para farejar ou 

quando a sua única tentativa resultou na sua entrada. 

 
Figura 11 - Labirinto de Barnes com ilustração indicando a posição das pistas visuais 

na direção da caixa de escape. 

 
Fonte: Autoral. 

 

 A Figura 12 ilustra o delineamento experimental, apontando o momento 

do tratamento das ratas prenhes (dia gestacional 5 – DG5) e da realização das 

avaliações comportamentais. 

 

Figura 12 - Delineamento experimental. 

 

Fonte: Autoral. 
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3.3.8 Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada com auxílio do software GraphPad Prism 

6® (GraphPad software, Inc., San Diego, California, USA). O teste de Bartlett foi 

utilizado para a verificação da homocedasticidade dos dados. Para os dados 

paramétricos foram utilizados ANOVA de uma via, seguida do pós-teste de 

Dunnett, quando havia apenas um fator (tratamento) a ser avaliado e ANOVA de 

duas vias, seguida do pós-teste de Bonferroni, quando tiverem dois fatores 

(tratamento e tempo) a serem avaliados. O nível de significância para todas as 

análises foi considerado p<0,05. 
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4 RESULTADOS 

As Figuras 13 a 17 mostram os resultados dos parâmetros do 

desenvolvimento físico da prole de ratas expostas durante a gestação à TbA. 

A Figura 13 apresenta os resultados o ganho de peso semanal (entre o 

DPN2 e DPN21) das proles masculina e feminina, cujas mães foram expostas à 

TbA (4U/kg, 8U/kg ou 16U/kg). A ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de 

Bonferroni não mostrou diferenças significantes entre os grupos no ganho de 

peso da prole masculina , exceto o grupo TbA-8U que mostrou redução do ganho 

de peso, em relação ao grupo controle, na terceira semana [tratamento 

F(3,28)=1,682; p>0,05; tempo F(2,56)=193,7; p<0,01; interação entre os fatores 

F(6,56)=1,404; p>0,05], bem como da prole feminina [tratamento F(3,28)=1,006; 

p>0,05; tempo F(2,56)= 346,5; p<0,01; interação entre os fatores 

F(6,56)=0,8097; p>0,05]. 

 
Figura 13 – Ganho de peso de ratos, machos e fêmeas, nas três primeiras semanas de 
vida, cujas mães foram expostas à toxina botulínica tipo-A (TbA), nas doses de 4U/kg, 
8U/kg e 16U/kg (respectivamente, TbA-4U, TbA-8U e 16U-TbA), ou solução fisiológica 
(controle), por via IM, no dia gestacional 5 (DG5). São apresentados as médias e os 
respectivos erros padrão. N=8 animais por grupo. 
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p<0,01, ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Bonferroni 
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A Figura 13 mostra os resultados de parâmetros do desenvolvimento 

físico da prole masculina – descolamento de orelhas, aparecimento de pelos, 

erupção de dentes incisivos, abertura de olhos, andar adulto e descida de 

testículos –, cujas mães foram expostas à TbA (4U/kg, 8U/kg e 16U/kg). A 

ANOVA de uma via seguida do pós-teste de Dunnet não mostrou diferenças 

significantes entre os grupos em nenhum dos parâmetros avaliados: 

descolamento das orelhas (F(3,28)=1,351; p>0,05); aparecimento de pelos 

(F(3,28)=1,378; p>0,05); erupção dos dentes incisivos (F(3,28)=0,03226; 

p>0,05); abertura dos olhos (F(3,28)=0,6430; p>0,05); andar adulto 

(F(3,28)=1,270; p>0,05); e descida dos testículos (F(3,28)=0,9039; p>0,05). 

 

A Figura 14 mostra os resultados do desenvolvimento físico da prole 

feminina – descolamento de orelhas, aparecimento de pelos, erupção de dentes 

incisivos, abertura de olhos, andar adulto e abertura vaginal –, cujas mães foram 

expostas à TbA (4U/kg, 8U/kg e 16U/kg). A ANOVA de uma via seguida do pós-

teste de Dunnet não mostrou diferenças significantes entre os grupos em 

nenhum dos parâmetros avaliados: descolamento das orelhas (F(3,28)=0,08485; 

p>0,05), aparecimento de pelos (F(3,28)=0,8322; p>0,05), erupção dos dentes 

incisivos (F(3,28)=0,6117; p>0,05), abertura dos olhos (F(3,28)=0,8950; 

p>0,05),andar adulto (F(3,28)=0,2937; p>0,05) e abertura vaginal 

(F(3,28)=1,832; p>0,05). 
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Figura 14 - Parâmetros no desenvolvimento físico da prole masculina – descolamento 
de orelhas, aparecimento de pelos, erupção de dentes incisivos, abertura de olhos, 
andar adulto e descida de testículos –, cujas mães foram expostas à toxina botulínica 
tipo-A (TbA), nas doses de 4U/kg, 8U/kg e 16U/kg (respectivamente, TbA-4U, TbA-8U 
e 16U-TbA), ou solução fisiológica (controle), por via IM, no dia gestacional 5 (DG5). 
São apresentados as médias e os respectivos erros padrão. N=8 animais por grupo. 
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            p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. 
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Figura 15 - Parâmetros no desenvolvimento físico da prole feminina – descolamento de 
orelhas, aparecimento de pelos, erupção de dentes incisivos, abertura de olhos, andar 
adulto e abertura vaginal –, cujas mães foram expostas à toxina botulínica tipo-A (TbA), 
nas doses de 4U/kg, 8U/kg e 16U/kg (respectivamente, TbA-4U, TbA-8U e 16U-TbA), 
ou solução fisiológica (controle), por via IM, no dia gestacional 5 (DG5). São 
apresentados as médias e os respectivos erros padrão. N=8 animais por grupo. 
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p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. 
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A Figura 16 mostra os resultados do desenvolvimento reflexológico da 

prole masculina – preensão palmar, endireitamento postural, geotaxia negativa 

e sobressalto –, cujas mães foram expostas à TbA (4U/kg, 8U/kg e 16U/kg). A 

ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnet não mostrou diferença 

significante entre os grupos em nenhum dos parâmetros avaliados: preensão 

palmar F(3,28)=0,3576; p>0,05; endireitamento postural F(3,28)=1,351; p>0,05); 

geotaxia negativa F(3,28)=0,9669; p>0,05; e sobressalto (F(3,28)=1,462; 

p>0,05). 

. 

Figura 16 - Parâmetros do desenvolvimento reflexológico da prole masculina – preensão 
palmar, endireitamento postural, geotaxia negativa e sobressalto –, cujas mães foram 
expostas à toxina botulínica tipo-A (TbA), nas doses de 4U/kg, 8U/kg e 16U/kg 
(respectivamente, TbA-4U, TbA-8U e 16U-TbA), ou solução fisiológica (controle), por 
via IM, no dia gestacional 5 (DG5). São apresentados as médias e os respectivos erros 
padrão. N=8 animais por grupo. 
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ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. 
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A Figura 17 mostra os resultados do desenvolvimento reflexológico da prole 

feminina – preensão palmar, endireitamento postural, geotaxia negativa e 

sobressalto –, cujas mães foram expostas à TbA (4U/kg, 8U/kg e 16U/kg). A 

ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnet não mostrou diferença 

significante entre os grupos em nenhum dos parâmetros avaliados: preensão 

palmar F(3,28)=0,2606; p>0,05; endireitamento postural F(3,28)=0,7778; 

p>0,05; geotaxia negativa F(3,28)=0,1489; p>0,05; e sobressalto 

F(3,28)=1,146; p>0,05. 

Figura 17 - Parâmetros do desenvolvimento reflexológico da prole feminina – preensão 
palmar, endireitamento postural, geotaxia negativa e sobressalto –, cujas mães foram 
expostas à toxina botulínica tipo-A (TbA), nas doses de 4U/kg, 8U/kg e 16U/kg 
(respectivamente, TbA-4U, TbA-8U e 16U-TbA), ou solução fisiológica (controle), por 
via IM, no dia gestacional 5 (DG5). São apresentados as médias e os respectivos erros 
padrão. N=8 animais por grupo. 
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p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. 

A Figura 18 mostra os resultados da atividade motora da prole masculina, 

avaliada no campo aberto, durante a infância (DPN22), cujas mães foram 
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expostas à TbA. A ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett não mostrou 

diferença significante entre os grupos em nenhum dos parâmetros avaliados: 

frequência de locomoção F(3,28)=1,354; p>0,05; frequência de levantar 

F(3,28)=1,886; p>0,05; tempo de grooming F(3,28)=1,259; p>0,05; e tempo de 

imobilidade F(3,28)=1,472; p>0,05. 

Figura 18 - Parâmetros da atividade motora, avaliada no campo aberto, da prole 
masculina durante a infância (dia pós-natal 22 – DPN22), cujas mães foram expostas à 
toxina botulínica tipo-A (TbA), nas doses de 4U/kg, 8U/kg e 16U/kg (respectivamente, 
TbA-4U, TbA-8U e 16U-TbA), ou solução fisiológica (controle), por via IM, no dia 
gestacional 5 (DG5). São apresentados as médias e os respectivos erros padrão. N=8 
animais por grupo. 

C
o

n
tr

o
le

T
b

A
-4

U

T
b

A
-8

U

T
b

A
-1

6
U

0

2 0

4 0

6 0

8 0

L o c o m o ç ã o

F
r
e

q
u

ê
n

c
ia

 
C

o
n

tr
o

le

T
b

A
-4

U

T
b

A
-8

U

T
b

A
-1

6
U

0

1 0

2 0

3 0

L e v a n ta r

F
r
e

q
u

ê
n

c
ia

 

C
o

n
tr

o
le

T
b

A
-4

U

T
b

A
-8

U

T
b

A
-1

6
U

0

1 0

2 0

3 0

G r o o m in g

T
e

m
p

o
 e

m
 s

e
g

u
n

d
o

s

   
C

o
n

tr
o

le

T
b

A
-4

U

T
b

A
-8

U

T
b

A
-1

6
U

0

2 0

4 0

6 0

8 0

Im o b ilid a d e

T
e

m
p

o
 e

m
 s

e
g

u
n

d
o

s

 

p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. 
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A Figura 19 mostra os resultados da atividade motora da prole feminina, 

avaliada no campo aberto, durante a infância (DPN22), cujas mães foram 

expostas à TbA. A ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett não 

mostrou diferença significante entre os grupos, em nenhum dos parâmetros 

avaliados: frequência de locomoção F(3,28)=1,415; p>0,05; frequência de 

levantar F(3,28)=1,241; p>0,05; tempo de grooming F(3,28)=0,5198; p>0,05; e 

tempo de imobilidade F(3,28)=2,270; p>0,05 

Figura 19- Parâmetros da atividade motora, avaliada no campo aberto, da prole 
feminina, durante a infância (dia pós-natal 22 – DPN22), cujas mães foram expostas à 
toxina botulínica tipo-A (TbA), nas doses de 4U/kg, 8U/kg e 16U/kg (respectivamente, 
TbA-4U, TbA-8U e 16U-TbA), ou solução fisiológica (controle), por via IM, no dia 
gestacional 5 (DG5). São apresentados as médias e os respectivos erros padrão. N=8 
animais por grupo. 
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p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. 
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A Figura 20 mostra os resultados da atividade motora da prole masculina, 

avaliada no campo aberto, na idade adulta (DPN60), cujas mães foram expostas 

à TbA. A ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett não mostrou diferença 

significante entre os grupos em nenhum dos parâmetros avaliados: frequência 

de locomoção F(3,28)=1,270; p>0,05; frequência de levantar F(3,28)=1,361; 

p>0,05; tempo de grooming F(3,28)=2,263; p>0,05; e tempo de imobilidade 

F(3,28)=1,077; p>0,05. 

Figura 20 – Parâmetros da atividade motora, avaliada no campo aberto, da prole 
masculina adulta (dia pós-natal 60 – DPN60), cujas mães foram expostas à toxina 
botulínica tipo-A (TbA), nas doses de 4U/kg, 8U/kg e 16U/kg (respectivamente, TbA-4U, 
TbA-8U e 16U-TbA), ou solução fisiológica (controle), por via IM, no dia gestacional 5 
(DG5). São apresentados as médias e os respectivos erros padrão. N=8 animais por 
grupo. 
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p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. 
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A Figura 21 mostra os resultados da atividade motora da prole feminina, 

avaliada no campo aberto, na idade adulta (DPN60), cujas mães foram expostas 

à TbA. A ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett não mostrou diferença 

significante entre os grupos em nenhum dos parâmetros avaliados: frequência 

de locomoção F(3,28)=1,066; p>0,05; frequência de levantar F(3,28)=1,244; 

p>0,05; tempo de grooming F(3,28)=1,268; p>0,05; e tempo de imobilidade 

F(3,28)=0,04796; p>0,05. 

Figura 21 -– Parâmetros da atividade motora, avaliada no campo aberto, da prole 
feminina adulta (dia pós-natal 60 – DPN60), cujas mães foram expostas à toxina 
botulínica tipo-A (TbA), nas doses de 4U/kg, 8U/kg e 16U/kg (respectivamente, TbA-4U, 
TbA-8U e 16U-TbA), ou solução fisiológica (controle), por via IM, no dia gestacional 5 
(DG5). São apresentados as médias e os respectivos erros padrão. N=8 animais por 
grupo. 
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p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. 
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As Figuras 22 a 25 mostram os resultados do teste da marcha da prole, 

na infância e na idade adulta, cujas mães foram expostas à TbA durante a 

gestação. 

A Figura 22 mostra os resultados do teste da marcha da prole masculina 

na infância (DPN22), cujas mães foram expostas à TbA. A ANOVA de uma via 

seguida dos teste de Dunnett não mostrou diferença significante entre os grupos 

em nenhum dos parâmetros avaliados: comprimento da passada direita 

F(3,27)=0,4246, p>0,05; comprimento da passada esquerda F(3,27)=0,08723, 

p>0,05; simetria direita F(3,27)=0,7610, p>0,05; simetria esquerda 

F(3,27)=0,1530, p>0,05; comprimento do passo F(3,27)=0,1155, p>0,05; área da 

passada F(3,27)=0,1332, p>0,05; e distância entre os dois pés F(3,27)=0,4402; 

p>0,05.  

A Figura 23 apresenta os resultados do teste da marcha realizado por 

ratas fêmeas no DPN22 cujas mães foram expostas à TbA. A ANOVA de uma 

via não mostrou diferença significante nos parâmetros: comprimento da passada 

direita F(3,28)=0,1295; p>0,05, comprimento da passada esquerda 

F(3,28)=0,2672; p>0,05, simetria direita F(3,28)=0,1017; p>0,05 simetria 

esquerda F(3,28)=0,1057; p>0,05, comprimento do passo F(3,28)=0,1171; 

p>0,05, área da passada F(3,28)=0,1228; p>0,05, distância entre os dois pés 

F(3,28)=0,3198; p>0,05. 

A Figura 24 apresenta os resultados do teste da marcha realizado por 

ratos machos no DPN60 cujas mães foram expostas à TbA. A ANOVA de uma 

via não mostrou diferença significante nos parâmetros: comprimento da passada 

direita F(3,28)=0,5590; p>0,05, comprimento da passada esquerda 

F(3,28)=0,3400; p>0,05, simetria direita F(3,28)=0,04012; p>0,05 simetria 

esquerda F(3,28)=0,1280; p>0,05, comprimento do passo F(3,28)=0,6823; 

p>0,05, área da passada F(3,28)=0,9187; p>0,05, distância entre os dois pés 

F(3,28)=1,727; p>0,05. 
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Figura 22 - Parâmetros do teste da marcha, da prole masculina durante a infância (dia 
pós-natal 22 – DPN22), cujas mães foram expostas à toxina botulínica tipo-A (TbA), nas 
doses de 4U/kg, 8U/kg e 16U/kg (respectivamente, TbA-4U, TbA-8U e 16U-TbA), ou 
solução fisiológica (controle), por via IM, no dia gestacional 5 (DG5). São apresentados 
as médias e os respectivos erros padrão. N=8 animais por grupo. 
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p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. 
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Figura 23 - Parâmetros analisados no teste da marcha realizado por ratas femêas no 
DPN22 - cujas mães foram expostas à toxina botulínica tipo-A (TbA), nas doses de 
4U/kg, 8U/kg e 16U/kg (respectivamente, TbA-4U, TbA-8U e 16U-TbA), ou solução 
fisiológica (controle), por via IM no DG5. São apresentados as médias e os respectivos 
erros padrão. N=8 animais por grupo. 
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p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. 
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Figura 24 - Parâmetros analisados no teste da marcha realizado por ratos machos no 
DPN60 cujas - cujas mães foram expostas à toxina botulínica tipo-A (TbA), nas doses 
de 4U/kg, 8U/kg e 16U/kg (respectivamente, TbA-4U, TbA-8U e 16U-TbA), ou solução 
fisiológica (controle), por via IM no DG5. São apresentados as médias e os respectivos 
erros padrão. N=8 animais por grupo. 
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p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. 



49 
 

A Figura 25 apresenta os resultados do teste da marcha realizado por 

ratas fêmeas no DPN60 cujas mães foram expostas à TbA. A ANOVA de uma 

via não mostrou diferença significante nos parâmetros: comprimento da passada 

direita F(3,28)=0,4083; p>0,05, comprimento da passada esquerda 

F(3,28)=0,5160; p>0,05, simetria direita F(3,28)=1,251; p>0,05 simetria 

esquerda F(3,28)=1,264; p>0,05, comprimento do passo F(3,28)=2,198; p>0,05, 

área da passada (F(3,28)=0,2966; p>0,05), distância entre os dois pés 

F(3,28)=0,6576; p>0,05. 

A Figura 26 apresenta os resultados do labirinto de Barnes (entre o 

DPN61 ao DPN 65) da prole masculina, cujas mães foram expostas à uma TbA 

(4U/kg, 8U/kg ou 16U/kg). A ANOVA de duas vias seguida do teste de Bonferroni 

mostraram diferenças significantes nos parâmetros: Latência [tratamento: 

F(12,112)=0,9230; p>0,05; tempo: F(4,112)= 46,40; p<0,0001; interação entre 

os fatores F(3,28)=4,948; p<0,05] entre o grupo Controle e TbA-16U no Dia 1 e 

no Dia 2 e Tentativas [tratamento: F(12,112)=0,8585; p>0,05; tempo: F(4,112)= 

19,08; p<0,0001; interação entre os fatores: F(3,28)=1,409; p>0,05] entre o 

grupo Controle e TbA-4U e Controle e TbA-8U ambos no Dia 4. A ANOVA de 

duas vias seguida do pós-teste de Bonferroni mostraram que, Dia 1 e no Dia 2 

de treino, os animais do grupo TbA-16U levaram mais tempo para encontrar a 

caixa de escape comparado os animais do grupo Controle e mostrou que, no Dia 

4 de treino, os animais dos grupos TbA-4U e TbA-8U precisaram de menos 

tentativa para encontrar a caixa de escape comparados aos animais do grupo 

Controle. 
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Figura 25- Parâmetros analisados no teste da marcha realizado por ratas femêas no 
DPN60 - cujas mães foram expostas à toxina botulínica tipo-A (TbA), nas doses de 
4U/kg, 8U/kg e 16U/kg (respectivamente, TbA-4U, TbA-8U e 16U-TbA), ou solução 
fisiológica (controle), por via IM no DG5. São apresentados as médias e os respectivos 
erros padrão. N=8 animais por grupo. 
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p>0,05, ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett. 



51 
 

Figura 26 - Parâmetros analisados do labirinto de Barnes em ratos machos do DPN61 
ao DPN 65 - cujas mães foram expostas à toxina botulínica tipo-A (TbA), nas doses de 
4U/kg, 8U/kg e 16U/kg (respectivamente, TbA-4U, TbA-8U e 16U-TbA), ou solução 
fisiológica (controle), por via IM no DG5. São apresentados as médias e os respectivos 
erros padrão. N=8 animais por grupo. 
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*p<0,05, **p<0,01. ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de Bonferroni. 

A Figura 27 apresenta os resultados do labirinto de Barnes (entre o 

DPN61 ao DPN 65) da prole feminina, cujas mães foram expostas à uma TbA 

(4U/kg, 8U/kg ou 16U/kg). A ANOVA de duas vias seguida do pós-teste de 

Bonferroni apresentou diferença significante no parâmetro: latência [tratamento: 

F(12,112)=1,379; p>0,05; tempo: F(4,112)= 36,27; p<0,0001; comparação entre 

os fatores: F(3,28)=0,9100; p>0,05] entre o grupo Controle e TbA-4U no Dia 1. 
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A ANOVA de duas vias não mostrou diferença significante no parâmetro: 

tentativas [tratamento: F(12,112)=1,093; p>0,05; tempo: F(4,112)= 23,45; 

p<0,0001; comparação entre os fatores: F(3,28)=0,5358; p>0,05]. A ANOVA de 

duas vias mostrou que, no Dia 1, os animais do grupo TbA-4U precisaram de 

menos tempo para encontrar a caixa de escape comparado ao grupo Controle. 

Figura 27 - Parâmetros analisados labirinto de Barnes em ratas fêmeas do DPN61 ao 
DPN 65 - cujas mães foram expostas à toxina botulínica tipo-A (TbA), nas doses de 
4U/kg, 8U/kg e 16U/kg (respectivamente, TbA-4U, TbA-8U e 16U-TbA), ou solução 
fisiológica (controle), por via IM no DG5. São apresentados as médias e os respectivos 
erros padrão. N=8 animais por grupo. 
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5 DISCUSSÃO 

Neste trabalho foi avaliado a prole de ratas gestantes expostas a uma 

formulação comercial de TbA e os efeitos na atividade motora e cognitiva tanto 

na infância, quanto na fase adulta destas proles. Para isso, foram empregadas 

três doses de TbA – 4U/kg, 8U/kg ou 16U/kg – em administração única, por via 

IM, em ratas prenhes no DG5. Esse dia gestacional foi escolhido considerando 

o período de desenvolvimento intrauterino de ratos, no qual a implantação do 

embrião ocorre entre DG5 e DG6 e o período de organogênese entre DG6 e 

DG15 (BERNARDI; SPINOSA, 2023; WILSON, 1976); dessa forma, afasta-se a 

possibilidade de perda do embrião no período de pré-implantação uterina e 

favorece a gestação a termo. 

O período de organogênese é caracterizado pela proliferação, 

diferenciação e migração celular, até a organogênese propriamente dita, que 

consiste na formação de órgãos rudimentares; é neste período em que ocorre a 

maior incidência de teratogênese (BERNARDI; SPINOSA, 2023; WILSON, 

1976). O termo teratogênese designa as malformações induzidas por agentes 

patológicos, químicos e ambientais durante o período de desenvolvimento dos 

órgãos de um animal (BERNARDI; SPINOSA, 2023; CAMARGO et al, 2017). 

As doses de TbA empregadas no presente trabalho foram escolhidas 

baseada em estudos prévios que avaliaram os efeitos da TbA durante a gestação 

em roedores e em coelhos. Nestes estudos pré-clínicos realizados pelo 

fabricante do Botox®, Allergan Inc, foi constatado que duas administrações de 

Botox®, por via IM, durante o período da organogênese, nas doses de 4, 8 e 16 

U/kg, promoveram, em fetos dos respectivos animais tratados, redução dos 

pesos corporais e da ossificação esqueléticas, além de toxicidade materna 

evidenciada por abortos, partos prematuros e morte materna (ALLERGAN, INC., 

2021). 

No presente trabalho, não foi observado em nenhuma prole, tanto do 

grupo controle como dos grupos experimentais, a ocorrência de natimorto ou 

animal nascido com qualquer tipo de malformação, o que sugere ausência de 

teratogênese induzida pela TbA. 
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Para a avaliação do desenvolvimento físico da prole foram empregados 

vários parâmetros e, dentre eles, o descolamento de orelha, o aparecimento de 

pelo, a erupção dos dentes incisivos e a abertura dos olhos, os quais têm sido 

associados a presença do fator de crescimento epidérmico (EGF) (ABREU et al., 

2024; COHEN, 1962). O EGF é um polipeptídeo com 53 resíduos de 

aminoácidos que está envolvido na regulação da proliferação celular 

(BOONSTRA et al., 1995). 

No presente trabalho não foi observado diferenças significantes entre o 

grupo controle e os grupos experimentais, tanto da prole masculina como da 

feminina, em nenhum dos parâmetros que podem estar relacionados ao EGF. 

Acrescente-se, ainda, que também não foi observado diferenças significantes 

entre os grupos em relação ao andar adulto e abertura vaginal. Em particular, a 

abertura vaginal é um sinal externo da puberdade feminina, que, geralmente, 

ocorre um dia após o primeiro curso de liberação de gonadotrofinas (SANDINI et 

al., 2014). Por outro lado, considerando o ganho de peso das proles nas três 

primeiras semanas de vida, foi observado redução do peso apenas da prole 

masculina do grupo TbA 8U/Kg, na terceira semana de vida, contudo, sem 

repercussão nos demais parâmetros avaliados na infância e idade adulta. 

O desenvolvimento reflexológico foi avaliado por meio da preensão 

palmar, endireitamento postural, geotaxia negativa e sobressalto auditivo. Esses 

reflexos estão relacionados à adaptação do neonato à vida extrauterina e 

alterações nesses reflexos podem ser indicativos de alterações 

comportamentais e/ou neurológicas na idade adulta (ABREU et al, 2024; 

GALLEGOS et al., 2016; KHALKI et al., 2012).  

A preensão palmar (também conhecido como reflexo de Babinski) é um 

reflexo motor que está relacionado à maturação dos sistemas nervoso central e 

periférico e deve desaparecer à medida que o animal se desenvolve e cresce 

(ABREU et al., 2024; SANDINI et al., 2014). A persistência deste reflexo pode 

ser um indicativo de lesão neurológica (KAKITANI et al., 2010).  

Os reflexos de endireitamento postural, geotaxia negativa e sobressalto 

auditivo são guiados pelo sistema motor e pelo sistema vestibular e começam a 

se desenvolver logo após o nascimento (SANDINI et al., 2014). 
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A ausência de diferenças significantes entre os grupos nos diferentes 

parâmetros relacionados ao desenvolvimento reflexológico avaliados no 

presente trabalho indica que a TbA não interferiu na manifestação desses 

reflexos da prole. 

No presente trabalho não foi observado diferenças significantes entre 

grupos, tanto da prole masculina como da feminina, em nenhum dos parâmetros 

que podem estar relacionados ao desenvolvimento reflexológico. 

A atividade motora das proles na infância e na idade adulta foi avaliada 

por meio do teste do campo aberto. Esse teste tem sido empregado para avaliar 

possíveis alterações nos sistemas vestibular e motor, ansiedade e estados 

emocionais dos roedores (WALSH; CUMMINS, 1976; ZACCARELLI-

MAGALHÃES et al., 2023). Nesse aparato é possível avaliar vários parâmetros. 

No presente estudo foram avaliados a locomoção e o levantar, os quais indicam, 

respectivamente, a exploração horizontal e vertical; o grooming que reflete a 

autolimpeza; e a imobilidade que pode indicar habituação ao ambiente. Não foi 

observado diferenças significantes entre os grupos controle e experimentais, 

tanto da prole masculina como da feminina, em nenhum dos parâmetros avaliado 

no campo aberto. 

O teste da marcha foi empregado no presente trabalho para avaliação do 

sistema motor e do equilíbrio. A marcha fisiológica, que está diretamente 

relacionada ao equilíbrio e pode ser rapidamente avaliada. Execução adequada 

da marcha depende da integridade neurológica central e periférica 

(PANTALEON et al., 2023). A locomoção normal em mamíferos envolve uma 

série de eventos coordenados envolvendo os quatro membros, postura, 

posicionamento, precisão do movimento, equilíbrio e suporte, que são 

acompanhados por uma comunicação neurológica e musculoesquelética 

complexa. Assim, déficits em qualquer aspecto das vias motoras podem produzir 

anormalidades em movimentos e comportamentos, como caminhada, predação, 

exploração, reprodução, cópula, e luta e fuga, entre outros (DUNNETT; 

BROOKS, 2018). Wertman et al. (2019) relataram que a análise da marcha pode 

fornecer dados comportamentais correlacionados a uma determinada doença, 

lesão ou exposição a medicamentos que pode afetam os movimentos. Neste 

contexto e considerando que no presente trabalho não foram observadas 
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diferenças significantes entre os grupos no teste da marcha da prole, infere-se 

que a exposição pré-natal da prole à TbA não prejudicou locomoção e equilíbrio 

desses animais, tanto na infância quanto na idade adulta. 

O labirinto de Barnes foi descrito por Carol Barnes, em 1979, e tem sido 

amplamente utilizado, em roedores, para avaliar o aprendizado e a memória 

espacial; esse teste utiliza pistas visuais para a memorização e o aprendizado 

da caixa de escape (HARISSOM et al, 2006; ROSENFELD; FERGUSON. 2014). 

O objetivo do teste é avaliar se o animal aprende o local da caixa escape, mesmo 

em uma situação considerada aversiva, uma vez que é realizado em ambiente 

claro e aberto. 

A memória é o processo que permite armazenar informações e é definida 

pela aquisição, formação, conservação e a evocação de informações. Existem 

várias classificações para a memória, varia de acordo com sua função, com o 

tempo de duração e do seu conteúdo (IZQUIERDO et al., 2002). A memória de 

curto prazo é considerada como a memória que mantém a informação por 

algumas horas (DUDAI, 2004; MCGAUGH, 1966). A memória de curta duração 

é volátil e pode ser danificada por estímulos externos (IZQUIERDO, 1989; 

MCGAUGH, 2000). Já a memória de longo prazo não é tão volátil, mas precisa 

de um tempo maior para ser armazenada, em média de 6 a 12 horas 

(IZQUIERDO ET AL., 1999; IZQUIERDO ET AL., 2002).  

Klinkenberg et al. (2011), em artigo de revisão, ressaltaram que, 

historicamente, a acetilcolina tem sido implicada nas funções de aprendizagem 

e memória de curto prazo. Esses autores mencionam também estudos em 

animais e em seres humanos que investigaram o papel da acetilcolina na 

atenção e na cognição, em particular, a acetilcolina cortical.  

No presente trabalho o labirinto de Barnes foi empregado com o intuito de 

avaliar se a interferência na transmissão colinérgica induzida pela toxina 

botulínica na rata prenhe poderia causar algum efeito nocivo manifesto na prole 

adulta. Os resultados obtidos mostraram poucas diferenças entre os grupos 

controle e experimentais em relação ao desempenho no labirinto, exceto pelo 

fato da prole masculina que recebeu a maior dose de TbA ter latência maior para 



57 
 

achar a caixa escape nas duas primeiras sessões treino, porém sem ingerência 

no dia do teste.  

Os presentes achados, em conjunto, indicam que a exposição gestacional 

de ratas à TbA não interferiu no desenvolvimento físico e reflexológico da prole, 

bem como nos comportamentos motores e cognitivos avaliados durante a 

infância e na idade adulta. 

6 CONCLUSÃO 

A exposição de ratas à diferentes doses de TbA (4, 8 e 16 U/kg), por via IM, 

no DG5 não interferiu no desenvolvimento físico e reflexológico da prole 

masculina e feminina, bem como nos comportamentos motores e cognitivos, na 

infância e na idade adulta. Esses achados somados a outros estudos perinatais 

podem contribuir para o uso mais seguro desse medicamento durante a 

gestação. 
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