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RESUMO

RIBEIRO, G.M. Exposigao gestacional de ratas a toxina botulinica tipo-A:
avaliacado dos comportamentos social e tipo-ansioso da prole. 2024. 46 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2024.

A toxina botulinica tipo-A é utilizada para o tratamento de diversas enfermidades que
acometem o ser humano, bem como em procedimentos estéticos. Contudo, as
agéncias reguladoras, internacionais e nacional, no ambito da saude enquadram a
toxina botulinica na categoria C de risco de gravidez, tornando seu uso contraindicado
durante a gestacdo, sendo recomendada apenas se o beneficio justificar o risco
potencial para o feto. Assim, o objetivo desse trabalho foi estudar os comportamentos
social e tipo-ansioso das proles de ratas expostas durante a gestacdo (5° dia
gestacional) a toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg, por via intramuscular). Os
testes comportamentais foram realizados nas proles masculina e feminina na infancia
e idade adulta, sendo eles: comportamento de brincar, interacdo social, labirinto em
cruz elevado, gromming espontaneo e marble burying test. Os resultados obtidos
mostraram que a exposicdo gestacional de ratas a toxina botulinica tipo-A nao
interferiu  em nenhum dos pardmetros analisados nos diferentes testes
comportamentais. Com base nos resultados apresentados, é possivel concluir que a
exposicao gestacional de ratas a toxina botulinica tipo-A ndo causou alteragdes no
comportamento social e tipo-ansioso da prole, tanto na infancia quanto na idade
adulta, de ambos os sexos. Esses resultados podem contribuir, juntamente com

outros, para o uso mais seguro desse medicamento durante a gestagao.

Palavras-chave: Toxina botulinica. Ansiedade. Gestagao. Comportamento social.



ABSTRACT

RIBEIRO, G.M. Gestational exposure of rats to botulinum toxin type-A:
evaluation of the social and anxiety-like behaviors of the offspring. 2024. 46 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2024.

Botulinum toxin type-A is utilized for the treatment of various illnesses affecting
humans, as well as in aesthetic procedures. However, international and national
regulatory agencies within the realm of health categorize botulinum toxin as a Category
C risk for pregnancy, rendering its use contraindicated during gestation, and
recommended only if the benefit justifies the potential risk to the fetus. Thus, the aim
of this study was to investigate the social and anxiety-like behaviors of rat offspring
exposed during gestation (5th gestational day) to botulinum toxin type-A (4, 8, or 16
U/kg, intramuscularly). Behavioral tests were conducted on male and female offspring
in infancy and adulthood, including play behavior, social interaction, elevated plus
maze, spontaneous grooming, and marble burying test. The results showed that
gestational exposure of rats to botulinum toxin type-A did not interfere with any of the
parameters analyzed in the different behavioral tests. Based on the presented results,
it can be concluded that gestational exposure of rats to botulinum toxin type-A did not
cause alterations in social and anxiety-like behavior of offspring, both in infancy and
adulthood, of both sexes. These findings may contribute, along with others, to the safer

use of this medication during pregnancy.

Keywords: Botulinum toxin. Anxiety. Gestation. Social behavior.
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1 INTRODUGAO

A bactéria patogénica Clostridium botulinum, produtora da toxina botulinica, foi
identificada em 1895, durante uma investigacdo sobre um surto de intoxicagao
alimentar em Ellezelles, na Bélgica (DEVRIESE, 1999), porém seu potencial
terapéutico foi inicialmente vislumbrado pelo poeta e fisico alemao Justinus Kerner em
1817, onde descreveu corretamente que essa toxina provocava a paralisia dos
musculos esqueléticos e afetava a fungéo parassimpatica, levando a sugestéo de que
a toxina poderia ser empregada como um agente terapéutico (ERBGUTH; NAUMANN,
1999).

O C. botulinum é uma bactéria anaerdbia, gram-positiva, formadora de esporos
e em forma de bastonete, produtora da toxina botulinica, considerada uma das
substéncias biolégicas mais toxicas conhecidas no mundo. Essa neurotoxina bloqueia
a liberac&o do neurotransmissor acetilcolina, devido a degradagéo da sinaptobrevina,
0 que impede a fusdo da vesicula sinaptica com a membrana da terminagcéo axénica
do neurbnio colinérgico; assim, observa-se interferéncia no reflexo espinal de
estiramento através do bloqueio de fibras musculares intrafusais, reducdo do tono
muscular, bem como bloqueio de fibras autonémicas para musculos lisos e glandulas
exocrinas (DRESSLER; SABERI; BARBOSA, 2005; NEPAL; JEON, 2020).

O C. botulinum produz oito exotoxinas antigenicamente distinguiveis: A, B, C1,
C2, D, E, F e G; todos os sorotipos interferem na transmissao neural bloqueando a
liberacdo de acetilcolina (NIGAM; NIGAM, 2010). Embora todos esses sorotipos
inibam a liberagédo de acetilcolina dos terminais nervosos colinérgicos, as proteinas-
alvo intracelulares, as caracteristicas de acdo e as poténcias variam
substancialmente, sendo o sorotipo A o mais amplamente estudado para fins
terapéuticos (DRESSLER; SABERI; BARBOSA, 2005).

As enfermidades para as quais a toxina botulinica A tem indicagcdo séo:
disturbios do movimento — distonia, espasmo hemifacial, tremores, tiques, bruxismo,
neuromiotonia —, espasticidade, disturbios hipersecretdrios — hiperidrose, sialorreia,
hiperlacrimacao, rinorreia —, disturbios oftdlmicos — estrabismo, nistagmo, exotropia,
esotropia, entropio, ptose protetora —, dor — cefaleia tensional, enxaqueca, dor
miofascial —, disturbios do assoalho pélvico e gastrointestinais — acalasia (disturbio de
motilidade esofagica), fissuras anais, espasmos do esfincter vesical, anismo
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(contragdo paradoxal do musculo puborretal), vaginismo —, aplicagdes cosméticas —
linhas faciais hipercinéticas, assimetrias faciais —, apraxia de abertura das palpebras,
tétano, fixagdes perioperatdrias em cirurgia ortopédica, etc. (DRESSLER; SABERI;
BARBOSA, 2005; COLHADO; BOEING; ORTEGA, 2009; CHEN et al., 2012.).

No Brasil, atualmente, ha algumas marcas de toxina botulinica tipo-A
aprovadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), agéncia
reguladora vinculada ao Ministério da Saude, responsavel pela fiscalizagao,
monitoramento e registro de produtos, dentre eles os medicamentos, sendo algumas
delas: Botox®, produzida pela empresa farmacéutica americana Allergan
(OnaBotulinum Toxin A); Dysport®, produzida pela empresa farmacéutica francesa
Ipsen (AboBotulinum Toxin A); Xeomin® produzida pela empresa farmacéutica alema
Merz Pharmaceuticals (IncoBotulinum Toxin A); Prosigne®, produzida pele empresa
chinesa Lanzhou Biological Products Institute (lanbotulinum toxin A); Botulift®,
produzida pelo laboratério sul-coreano Medytox; Botulim®, fabricado na Coréia do Sul
pelo laboratoério Hugel; e Nabota®, também produzida na Coréia do Sul pelo laboratério
Daewoong Pharmaceutical.

A farmacocinética de doses terapéuticas da toxina botulinica tipo-A foi
investigada em modelos in vivo, através da aplicagdo da toxina botulinica no musculo
gastrocnémio de gatos. Essa avaliacdo cinética evidenciou que a distribuicdo
sistémica do produto é pequena; isso pode ser explicado pela avidez de ligagéo entre
a toxina e os receptores colinérgicos nos neurbénios pré-sinapticos, porém, apds a
administragao pela via intramuscular observou-se lenta difusdo no musculo, seguida
de rapida metabolizacdo sistémica e extensa excregdo urinaria (WIEGAND;
ERDMANN; WELLHONER, 1976).

Quando aplicada pela via intramuscular, a quantidade de substancia aplicada
reduz-se a aproximadamente metade, em um tempo de 10 horas. Nas 24 horas apos
a aplicacao, cerca de 60% da substancia é excretada pela urica. A principal via de
metabolizacdo ocorre pelas enzimas proteases, enquanto 0s componentes
moleculares transformam-se ao longo de circuitos metabadlicos normais (AOKI, 1995).

Os estudos farmacocinéticos e toxicocinéticos in vivo sado importantes
ferramentas na avaliagdo da seguranga das substancias, visando o uso terapéutico.
Nesse sentido, Pirazzini et al. (2017) relataram que existe caréncia de estudos
conclusivos sobre a farmacocinética da toxina botulinica tipo-A nas doses

terapéuticas, o que faz que seja contraindicada na gravidez, durante a amamentagao
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e para criangas com menos de 12 anos. Eventualmente, quando criangas sao
expostas, o monitoramento cuidadoso € importante, pois pode alterar as funcdes
celulares, como, por exemplo, o crescimento e desenvolvimento de axénios
(NEWMAN et al., 2004; MUNCHAU; BHATIA, 2000).

A U.S. Food and Drug Administration (FDA — agéncia federal do Departamento
de Saude e Servigos Humanos dos Estados Unidos) enquadra a toxina botulinica na
categoria C de risco de gravidez — os estudos em animais tém demonstrado que esses
medicamentos podem exercer efeitos teratogénicos ou € téxico para os embrides, mas
nao ha estudos controlados em mulheres ou ndo ha estudos controlados disponiveis
em animais nem em seres humanos — e defende que ela deve ser administrada
durante esse periodo apenas se o beneficio justificar o risco potencial para o feto
(MORGAN et al., 2006; PIRAZZINI et al., 2017; FDA, 2021).

Essa toxina possui uma cadeia unica com peso molecular de 150 kDa
(SIMPSON, 1986), que se divide em duas cadeias, sendo uma pesada de 100 kDa e
uma leve de 50 kDa, apds a ocorréncia de uma clivagem proteolitica (ROSSETTO et
al., 1995). Moléculas com pesos menores do que 500 Daltons possuem uma
transferéncia incompleta através da placenta, portanto devido a esse peso elevado da
toxina, € improvavel que ela atravesse a placenta por transporte passivo, porém a
possibilidade de atravessar a barreira placentaria por transporte ativo nado é
descartada (PEARCE, 2014). Além disso, apesar de haver numero crescente de
relatos de que o botulismo, doenga neuroparalitica grave, causada pela agao da toxina
produzida pelo C. botulinum — que entra no organismo por meio de ferimentos ou pela
ingestao de alimentos contaminados, os quais ndo tém produgao e/ou conservagao
adequada —, ou o uso terapéutico da toxina ndo acarreta danos ao feto, nao foi
realizado nenhum acompanhamento a longo prazo das criangas gerados por maes

expostas a toxina durante a gravidez (PEARCE, 2014).

1.1 TOXINA BOTULINICA DURANTE A GRAVIDEZ

A Allergan Inc., fabricante do Botox®, apresentou resultados de estudos que
avaliaram os efeitos da toxina durante a gestacdo em roedores e coelhos. Roedores
fémeas prenhes expostas as doses de 4, 8 ou 16 U/kg de Botox®, por via

intramuscular, 2 vezes durante o periodo de organogénese, tiveram filhotes com peso
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corporal reduzido e diminuicdo da ossificacdo esquelética fetal nas duas doses mais
altas (ALLERGAN, INC., 2021).

A administragéo diaria de Botox® por via intramuscular em ratas prenhes nas
doses de 0,125, 0,25, 0,5, 1, 4 ou 8 U/kg ou em coelhos nas doses de 0,063, 0,125,
0,25 ou 0,5 U/kg durante todo o periodo de organogénese, que dura 12 dias em ratos
e 13 em coelhos, resultou em menores pesos corporais fetais e diminuicdo da
ossificagao esquelética fetal nas duas doses mais elevadas. Essas doses também
causaram toxicidade materna, caracterizada por abortos, partos prematuros e morte
materna (ALLERGAN, INC., 2021). Outros resultados apresentados pela Allergan Inc.
mostraram que doses intramusculares unicas aplicadas em ratas gestantes (1, 4 ou
16 U/kg) em trés diferentes periodos de desenvolvimento (antes da implantagéo,
implantagdo ou organogénese), ndo acarretaram nenhum efeito no desenvolvimento
fetal (ALLERGAN, INC., 2021).

Em 2004, Newman e colaboradores documentaram o primeiro caso conhecido
de uma gestante com distonia cervical idiopatica, que recebeu trés injegdes de toxina
botulinica durante a gravidez. As injegbes foram administradas nas semanas 15 (200
U), 21 (100 U) e 32 (300 U) da gestagao. Ao longo da gestacgéao, o tratamento com a
toxina resultou em uma melhora significativa nos sintomas da distonia cervical, que
retornavam aproximadamente a cada 3 a 4 meses apos cada aplicagao. Além disso,
Nos nove anos seguintes, a paciente engravidou em trés ocasides, recebendo a toxina
varias vezes durante cada gravidez. Em todas as trés gestagbes as injecoes
proporcionaram resultados positivos e a paciente deu luz a bebés saudaveis apesar
da falta de avaliagdes diretas dessas criangas.

Outro relato de caso descreveu uma paciente que recebeu injecdes de toxina
botulinica durante a gravidez para tratar distonia cervical idiopatica dolorosa
(ARANDA et al., 2012). Os médicos realizaram a aplicagdo da toxina uma vez no
segundo e outra no terceiro trimestre da gravidez, utilizando as mesmas doses e locais
de aplicagao padrdes de antes da gestagao: 40 Ul no musculo esternocleidomastoideo
esquerdo, 150 Ul no musculo esplénio direito e mais 60 Ul divididos entre os musculos
trapézio direito e elevador da escapula direita. A dose total ao longo da gravidez foi
de 500 Ul. Durante a 40% semana de gestagao a paciente deu a luz naturalmente a
um bebé saudavel.

No ano de 2016, Brin e colaboradores compartilharam os resultados de uma

série de casos envolvendo mulheres gravidas que receberam inje¢des locais de toxina
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botulinica, por diferentes razdes, nos ultimos 24 anos. De um total de 137 nascimentos
(139 fetos, devido ao nascimento de gémeos), 110 deles (equivalente a 79,1%)
resultaram em bebés nascidos vivos, enquanto 29 deles (equivalente a 20,9%)
terminaram em perda fetal, sendo 21 abortos espontaneos e 8 abortos provocados.
Dentre os nascidos vivos, 106 deles (equivalente a 96,4%) foram considerados
normais, enquanto quatro apresentaram problemas, sendo um com defeito fetal
primario, dois com malformacgdes fetais menores e um que apresentou complicagdes
no parto. Nesse mesmo ano, mais seis relatos de casos publicados foram revisados
e concluiram que o botulismo clinico ndo parece ter efeitos adversos diretos

relacionados a gravidez ou ao feto (BRIN et al., 2016).

1.2 RELAGAO DA TOXINA BOTULINICA COM A ANSIEDADE

O uso da toxina botulinica para gerenciar a ansiedade em seres humanos tem
se tornado um conceito em evolugéo. De acordo com o estudo de Dong et al. (2018),
90 casos de pacientes com espasmo hemifacial e outros 90 casos de pacientes com
blefaroespasmo essencial benigno submetidos ao tratamento com toxina botulinica
apresentaram significante diminuicdo de escore na “Escala de Autoavaliagdo de
Ansiedade de Zung” e “Escala de Autoavaliagcdo da Depressao de Zung” em
comparagao com o escore anterior ao tratamento. Em outro estudo, 25 participantes
foram divididos entre dois grupos: 1) participantes que receberam tratamento com
toxina botulinica na testa e outras terapias e 2) participantes que ndo receberam
tratamento com toxina botulinica, mas fizeram uso de outras terapias (LEWIS;
BOWLER, 2009). Para medir o humor dos participantes, os dois grupos foram
submetidos a um questionario que incluia uma copia do Irritability-Depression-Anxiety
Scale (IDAS) e como resultado eles observaram que o grupo de participantes que
recebeu o tratamento com a toxina na testa apresentaram menores escores de
ansiedade e depressao (LEWIS; BOWLER, 2009).

Em um estudo com animais, os camundongos foram divididos em dois grupos,
sendo um grupo controle tratado com solug¢ao salina e um grupo experimental tratado
com 50 U de toxina botulinica. Trinta dias apds o tratamento, os animais foram
submetidos aos testes de campo aberto, labirinto em cruz elevado e caixa claro-

escuro. Como resultado desse estudo, os pesquisadores observaram diminui¢gao nos
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niveis de comportamento tipo-ansioso dos camundongos tratados com a toxina em
relacdo aos animais do grupo controle (YESUDHAS et al., 2021).

Baseado nas evidéncias cientificas apresentadas, é possivel inferir que a toxina
botulinica tem potencial de apresentar efeito ansiolitico, porém a literatura cientifica
ainda é muito escassa no que tange aos estudos sobre seus possiveis efeitos
ansioliticos e sobre seu uso durante a gravidez e, principalmente, as consequéncias
na prole.

Considerando que a toxina botulinica tipo-A vem sendo cada vez mais utilizada
para o tratamento de disturbios do movimento que acometem os seres humanos, que
ha poucos estudos sobre a exposi¢cao gestacional e as consequéncias na prole, tanto
a curto quanto a longo prazo, e que estudos farmacocinéticos sugerem que essa
toxina possa atravessar a barreira placentaria por transporte ativo, podendo causar
alteracdes no desenvolvimento fetal, se faz necessario aprofundar os estudos sobre

os possiveis efeitos na prole exposta durante o periodo gestacional a essa toxina.

2 OBJETIVOS

Estudar os comportamentos social e tipo-ansioso das proles masculina e
feminina de ratas expostas durante a gestacédo a toxina botulinica tipo-A, durante o

periodo da infancia e idade adulta.

2.1OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar durante a infancia e idade adulta, nas proles masculina e feminina, de
ratas expostas durante a gestacdo a toxina botulinica tipo-A, os comportamentos
social e tipo-ansioso por meio dos testes:

e Comportamento de brincar;
e Interacio social;

e Labirinto em cruz elevado
e Grooming espontaneo;

e Marble burying test.



20

3 MATERIAL E METODOS
3.1 TOXINA BOTULINICA TIPO-A

Foi utilizada a toxina botulinica tipo-A comercializada com o nome de Botulim®,
em frasco-ampola contendo o po lidfilo injetavel de 100 U, produzida pelo laboratoério
sul-coreano Hugel e distribuida no Brasil pela Blau Farmacéutica. A toxina foi diluida
em solugao salina (NaCl 0,9%) e misturada suavemente no proprio frasco para evitar
borbulhamento, uma vez que fortes agitagbes poderiam causar a desnaturagdo da
molécula. Os frascos de Botulim® foram armazenados sob refrigeragdo de 2°C a 8°C.

3.2 ANIMAIS E TRATAMENTO

Foram utilizados 11 ratos Wistar provenientes do Biotério Central do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP). Esses animais
foram acasalados, a fim de se obter 32 ratas prenhas e suas respectivas ninhadas.

Os animais ficaram alojados em gaiolas de polipropileno (41 x 34 x 18 cm) com
maravalha como substrato e mantidos em uma sala com umidade relativa do ar de
55% + 10, temperatura controlada (22°C + 2°C) e ciclo de luz claro/escuro de 12 h (luz
acesa as 6 h). Os animais receberam agua e comida ad libitum durante todo o
procedimento experimental.

A toxina botulinica tipo-A foi administrada, em dose Unica, por via intramuscular
no musculo gastrocnémio, no membro pélvico direito da rata no 5° dia de gestagao
(inicio do periodo de organogénese), em volume inferior a 0,3 ml com agulha 25G,
nas doses de 4, 8 ou 16 U/kg. O grupo controle recebeu apenas solugao fisiolégica
(NaCl 0,9%), pela mesma via e volume, também no 5° dia gestacional.

Essas doses de toxina botulinica tipo-A foram escolhidas considerando estudos
prévios realizados pelo laboratério Allergan Inc., produtor do Botox®, conforme
comentado na anteriormente.

Esse estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo
(FMVZ-USP), sob o protocolo de N° 8186301121 e pelo processo CEUA/UPM N° 016-
12-2021 e N° 07-11-2022 da Universidade Presbiteriana Mackenzie.
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3.3 PROCEDIMENTOS
3.3.1 Acasalamento e diagnéstico de prenhez

As fémeas foram colocadas nas gaiolas dos machos ao fim da tarde para o
acasalamento, na razdo de trés fémeas para cada macho, um dos machos
permaneceu com apenas duas fémeas. Na manhéa seguinte foi feito o esfregaco
vaginal das fémeas para o diagndstico de prenhez. Esse procedimento consistiu na
introdugdo de um swab umedecido com solug&o salina no orificio vaginal da fémea
para coleta de material. O diagnéstico de prenhez foi considerado positivo quando
detectada presenca de espermatozoide no esfregaco vaginal apés observagdao em

microscopia.

3.3.2 Nascimento, sexagem e padronizagao da prole

As ratas gestantes foram observadas todos os dias para verificar o nascimento
dos filhotes, e estas ndo foram manipuladas até o dia do nascimento de suas proles;
o dia do nascimento foi considerado o dia pos-natal 1 (DPN1). No DPN2 foi realizada
a sexagem e a padronizagdo do numero de filhotes por fémea parida para oito e,
sempre que possivel, foram deixados quatro fémeas e quatro machos por ninhada.

Os filhotes excedentes foram eutanasiados por decapitagao ainda no DPN2.

3.3.3 Comportamento de brincar

Para avaliar o comportamento social na infancia foi realizado o teste do
comportamento de brincar, que ocorreu no DPN30, pois € ao redor deste periodo
(inicio em torno do DPN15 e atinge o pico por volta do DPN36) que ratos exibem esse
comportamento com maior intensidade (PLETNIKOV et al.,, 1999; VIEIRA;
SARTORIO, 2002) e, com o isolamento prévio do animal, ha exacerbagdo dos
episddios dessa interacdo social quando realizada apds o término do periodo de
isolamento e o subsequente pareamento de animais (FILE; SETH, 2003).

Assim, no DPN25 os ratos foram mantidos em duas condi¢des de alojamento:
isolado (sozinho na caixa moradia, mas na mesma sala com outros animais) ou em
grupo (dois animais da mesma ninhada por caixa moradia). Esses animais isolados

ou agrupados permaneceram nessas condigdes até o DPN30.
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No DPN30 foi realizado o teste que consiste na introducdo de um animal
agrupado (intruso) na caixa moradia do animal isolado (residente), tomando-se o
cuidado para que os individuos possuam pesos similares (diferenca de até 10 g). O
pareamento foi realizado com animais que receberam o mesmo tratamento, ou seja,
controles foram confrontados com controles e experimentais foram confrontados com
experimentais.

Imediatamente antes do inicio do experimento, as caixas de um animal isolado
e de uma dupla agrupada foram levadas para a sala de observagdo comportamental,
por 5 minutos, para a aclimatacao. Apods este periodo, um intruso foi colocado na caixa
de um residente, dando inicio a flmagem com duragdo de 10 minutos. Os seguintes
parametros foram avaliados:

1) pinning ou comportamento de brincar propriamente dito: frequéncia com
que um animal fica em decubito dorsal, expondo seu ventre para o outro,
que, por sua vez, se posiciona sobre ele;

2) rotagao-parcial: frequéncia com que um animal ndo fazia o pinning
completo;

3) farejar: tempo (em segundos) que o animal passou farejando o outro;

4) perseguir: tempo total (em segundos) que um animal passou
perseguindo o outro;

5) passar sob/sobre: frequéncia com que um animal passou sobre ou sob

o outro.

3.3.4 Interagao social

Para avaliar a sociabilidade dos animais na idade adulta foi realizado o teste da
interagdo social (ZACCARELLI-MAGALHAES et al., 2019). Esse teste consistiu na
observacao do comportamento de uma dupla de animais desconhecidos na arena do
campo aberto, realizado a partir do DPN61, levando em conta trés parametros
utilizados na avaliagdo da sociabilidade na infancia (farejar, perseguir e passar
sob/sobre). A variagdo de peso entre esses animais nao foi superior a 20 g. Para isso,
no primeiro dia, cada animal foi colocado isoladamente no campo aberto por 10
minutos para habituagdo no aparato. No segundo dia, a dupla de ratos foi colocada
no campo aberto por 10 minutos para habituagcdo ao parceiro. No terceiro dia, foi
realizado o teste propriamente dito, quando a dupla foi colocada novamente no campo
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aberto e o comportamento do animal alvo foi observado e filmado por 10 minutos.
Foram observados os seguintes parametros:
1) tempo (em segundos) de farejar o outro animal da dupla;
2) tempo (em segundos) de perseguir o outro animal da dupla;
3) quantidade de vezes que um animal passou sob/sobre o outro animal da
dupla;
4) tempo total de interagdo social: corresponde a soma entre o tempo de
farejar e o tempo de perseguir, em segundos.

3.3.5 Labirinto em cruz elevado

O Labirinto em cruz elevado, utilizado para avaliar o comportamento tipo-
ansioso dos roedores, foi realizado no DPN22, periodo referente a fase infantil, e no
DPNG60, periodo referente a fase adulta. Esse teste € fundamentado na averséao
desses animais a espagos abertos (PELLOW et al., 1985).

O aparato possui um formato de cruz, sendo composto por dois bracos abertos
opostos, com dimensdes de 50 x 10 cm, dois bragos fechados opostos, com
dimensdes de 50 x 10 x 40 cm e uma plataforma central medindo 10 x 10 cm. Os
bracos sado posicionados a um angulo de 90°, enquanto o aparato fica a uma altura de
50 cm em relagao ao solo (HOGG, 1996).

Os animais foram colocados no centro do aparato e o comportamento foi
gravado durante 5 minutos para a posterior quantificagdo dos parédmetros:

1) Frequéncia de entradas nos bragos abertos;

2) Frequéncia de entradas nos bragos fechados;

3) Tempo (em segundos) de permanéncia nos bragos fechados;

4) Tempo (em segundos) de permanéncia nos bragos abertos;

5) Frequéncia de head-dipping: nUmero de vezes em que o0 animal estica a
cabeca para fora do aparato;

6) Frequéncia da avaliagdo de risco: numero de vezes em que o0 animal
estica o corpo para farejar outra area, sem sair daquela na qual se

encontra.
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3.3.6 Grooming espontaneo

O grooming é o comportamento de autolimpeza, comum e inato em espécies
de roedores. E descrito como um padrao-fixo de agdo com fungéo primaria de higiene
e cuidados da pele e pelos, sendo que um roedor passa de 30 a 50% do seu tempo
acordado realizando grooming (KALUEFF et al., 2007). O grooming tem se mostrado
uma alternativa para a avaliagdo do comportamento tipo-ansioso (KALUEFF et al.,
2007).

Para avaliacdo do grooming espontaneo, foi utilizada uma caixa de acrilico,
medindo 30 x 30 x 30 cm. Nos dois dias anteriores ao dia do teste, cada animal foi
colocado no aparato por 5 minutos para habituagao. No terceiro dia, os animais foram
colocados no aparato por 15 minutos. A gravagdo do grooming espontaneo foi
realizada nos DPN24, representando o periodo da infancia, e no DPNG62,
representando o periodo adulto, para a posterior analise dos resultados. Os
parametros observados foram:

1) - Laténcia para o primeiro grooming;
2) Tempo (em segundos) de grooming;

3) Frequéncia de grooming.

3.3.7 Marble burying test

O “teste de esconder esferas” (marble-burying test) tem sido utilizado em
estudos com roedores para detectar compostos com efeitos ansioliticos (POLING;
CLEARY; MONAGHAN, 1981; NICOLAS; KOLB; PRINSSEN, 2006) e também na
avaliacdo dos efeitos ansiogénicos do estresse ao longo do tempo (KEDIA;
CHATTARJI, 2014). Esse teste € baseado no comportamento caracteristico dos
roedores, tanto em seu habitat natural quanto em condi¢gdes de laboratorio, que é o
chamado de enterramento defensivo: cobrir as fontes localizadas de estimulo aversivo
ou perigo potencial (esferas de vidro) com a maravalha que cobre o chdo da caixa
(NICOLAS; KOLB; PRINSSEN, 2006). Acrescenta-se, ainda, que o comportamento
de cavar € inato em roedores e em laboratério pode ser usado para avaliar o
comportamento tipo-ansioso, uma vez que, segundo Deacon (2006), os ratos
enterram as esferas ou porque estas promovem um comportamento tipo-ansioso ou

porque estao hiperativos e/ou “obsessivos-compulsivos”.
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Para avaliar o comportamento tipo-ansioso nos animais tratados com toxina
botulinica tipo-A, caixas idénticas a caixa moradia foram preenchidas com uma
camada de maravalha e foram distribuidas 20 esferas de vidro maci¢o dispostas
paralela e perpendicularmente por toda a caixa. Logo apos esse procedimento os
animais foram introduzidos nessas caixas e, depois de 30 minutos, foram devolvidos
para a caixa moradia para a contabilizagcdo de quantas bolinhas foram, ao menos, 2/3
enterradas. Esse teste ocorreu nos DPN24 e DPN62. Os dados obtidos foram

tabulados para posteriormente serem submetidos a analise estatistica.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism 8®
(GraphPad software, Inc., San Diego, California, USA). O teste de Bartlett foi utilizado
para a verificagcao da homoscedasticidade dos dados. Para os dados paramétricos
foram utilizados ANOVA de uma via, seguida do pés-teste de Dunnett. O nivel de

significancia para todas as analises foi de p<0,05.
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4. RESULTADOS

A seguir, sdo apresentados os resultados obtidos nas avaliagbes dos
comportamentos social e tipo-ansioso da prole masculina e feminina, nos periodos da
infancia e fase adulta, de ratas expostas durante a gestagdo a toxina botulinica tipo-
A.

4.1 COMPORTAMENTO DE BRINCAR DA PROLE MASCULINA E FEMININA

A Figura 1 apresenta os resultados do teste que avaliou o comportamento de
brincar, no DPN30, da prole masculina das ratas tratadas com solug¢ao salina (NaCl
0,9%) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg), por via intramuscular. A ANOVA
de uma via ndo mostrou diferenga significante entre os grupos em nenhum dos
parametros avaliados: frequéncia de pinning (F(3,25)=0,2212; p>0,05); frequéncia de
rotacao parcial (F(3,25)=0,1170; p>0,05); passar sob ou sobre (F(3,25)=1,105;
p>0,05); tempo de farejar (F(3,25)=1,793; p>0,05) e tempo de perseguir
(F(3,25)=0,5676; p>0,05).

Figura 1 — Parametros do comportamento de brincar da prole masculina oriunda de ratas
tratadas no 5° dia gestacional com solugéo salina (NaCl 0,9% — CONT) ou toxina botulinica
tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg — respectivamente, 4U, 8U ou 16U), por via intramuscular. Sao

apresentados as médias e os respectivos erros-padroes. N=8 animais por grupo. ANOVA,
p>0,05.
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A Figura 2 apresenta os resultados do teste que avaliou o comportamento de
brincar, no DPN 30, da prole feminina das ratas tratadas com solugéo salina (NaCl
0,9%) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg), por via intramuscular. A ANOVA
de uma via ndo mostrou diferenga significante entre os grupos em nenhum dos
parametros avaliados: pinning (F(3,24)=0,7427; p>0,05); rotacao-parcial
(F(3,24)=0,1364; p>0,05); passar sob/sobre (F(3,24)=0,2741; p>0,05); farejar
(F(3,24)=1,018; p>0,05) e perseguir (F(3,24)=0,1179; p>0,05).

Figura 2 — Parametros do comportamento de brincar da prole feminina oriunda de ratas
tratadas no 5° dia gestacional com solugéo salina (NaCl 0,9% — CONT) ou toxina botulinica
tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg — respectivamente, 4U, 8U ou 16U), por via intramuscular. Sao

apresentados as médias e os respectivos erros-padroes. N=8 animais por grupo. ANOVA,
p>0,05.
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4.2 INTERACAO SOCIAL DA PROLE MASCULINA E FEMININA

A Figura 3 apresenta os resultados do teste que avaliou a interagao social, no
DPN 61, da prole masculina das ratas tratadas com solugao salina (NaCl 0,9%) ou
toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg), por via intramuscular. A ANOVA de uma via
nao mostrou diferengas significante entre os grupos em nenhum dos parametros
avaliados: farejar (F(3,26)=2,580; p>0,05); perseguir (F(3,26)=0,7584; p>0,05); total
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de interacdo social (F(3,26)=2,235; p>0,05) e passar sob/sobre (F(3,26)=0,8100;
p>0,05).

Figura 3 — Parametros da interagéo social da prole masculina oriunda de ratas tratadas no 5°
dia gestacional com solugéo salina (NaCl 0,9% — CONT) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou
16 U/kg — respectivamente, 4U, 8U ou 16U), por via intramuscular. Sado apresentados as
médias e os respectivos erros-padrées. N=8 animais por grupo. ANOVA, p>0,05.

Farejar Perseguir
50+ 50-
@ '|' ®
-§ 40 §40- T
= -
&  30- & 30- T
w 7
g 20- T gzo-
3 £
104 104
£ =
0 1 T 0 1 )
NN N
O ¢
Passar Sob/Sobre Total de interagao Social
44 1001
74
" 3 80- 1
Q -
S g W T
S 2 £
§' T @  40-
w =]
1
g 20+
[
0 T T 0 T T

A Figura 4 apresenta os resultados do teste que avaliou a interagao social, no
DPN 61, da prole feminina das ratas tratadas com solugéo salina (NaCl 0,9%) ou
toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg), por via intramuscular. A ANOVA de uma via
nao mostrou diferengas significante entre os grupos em nenhum dos parametros
avaliados: farejar (F(3,24)=0,9972; p>0,05); perseguir (F(3,24)=0,9368; p>0,05);
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passar sob/sobre (F(3,24)=0,5129; p>0,05) e total de interagao social (F(3,24)=1,048;
p>0,05).

Figura 4 — Parametros da interagao social da prole feminina oriunda de ratas tratadas no 5°
dia gestacional com solugao salina (NaCl 0,9% — CONT) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou
16 U/kg — respectivamente, 4U, 8U ou 16U), por via intramuscular. Sdo apresentados as
médias e os respectivos erros-padrées. N=8 animais por grupo. ANOVA, p>0,05.
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4.3 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO DA PROLE MASCULINA E FEMININA

A Figura 5 apresenta os resultados obtidos no labirinto em cruz elevado,
realizado no DPN22, da prole masculina das ratas tratadas com solug&o salina (NaCl
0,9%) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg), por via intramuscular. A ANOVA
de uma via ndo mostrou diferengas significante entre os grupos em nenhum dos
parametros avaliados: entradas no brago aberto (F(3,32)=2,385; p>0,05); entradas no
braco fechado (F(3,28)=2,031; p>0,05); head-hipping (F(3,28)=0,4326; p>0,05);
avaliacdo de risco (F(3,28)=0,7589; p>0,05); permanéncia no brago aberto
(F(3,28)=1,142; p>0,05); e permanéncia no brago fechado (F(3,28)=0,4240; p>0,05).
Figura 5 — Parametros do avaliados no labirinto em cruz elevado na infancia da prole
masculina oriunda de ratas tratadas no 5° dia gestacional com solugéo salina (NaCl 0,9% —
CONT) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg — respectivamente, 4U, 8U ou 16U), por

via intramuscular. Sdo apresentados as médias e os respectivos erros-padrées. N=8 animais
por grupo. ANOVA, p>0,05.
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A Figura 6 apresenta os resultados obtidos no labirinto em cruz elevado,
realizado no DPN22, da prole feminina das ratas tratadas com solugao salina (NaCl
0,9%) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg), por via intramuscular. A ANOVA
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de uma via ndo mostrou diferengas significante entre os grupos em nenhum dos
parametros avaliados: entradas no brago aberto (F(3,28)=0,4687; p>0,05); entradas
no brago fechado (F(3,28)=0,0626; p>0,05); head-dipping (F(3,28)=0,0533; p>0,05);
avaliacdo de risco (F(3,28)=0,3912; p>0,05); permanéncia no brago aberto
(F(3,28)=0,3075; p>0,05); e permanéncia no brago fechado (F(3,28)=0,3913; p>0,05).
Figura 6 — Parametros avaliados no labirinto em cruz elevado realizado na infancia da prole
feminina oriunda de ratas tratadas no 5° dia gestacional com solugéo salina (NaCl 0,9% —
CONT) ou toxina botulinica tipo A (4, 8 ou 16 U/kg — respectivamente, 4U, 8U ou 16U), por

via intramuscular. Sdo apresentados as médias e os respectivos erros-padrdes. N=8 animais
por grupo. ANOVA, p>0,05.
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A Figura 7 apresenta os resultados obtidos no labirinto em cruz elevado,
realizado no DPNG60, da prole masculina oriunda de ratas tratadas com solugéo salina
(NaCl 0,9%) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg), por via intramuscular. A
ANOVA de uma via ndo mostrou diferengas significantes entre os grupos em nenhum
dos parametros avaliados: entradas no brago aberto (F(3,28)=0,1903; p>0,05);
entradas no braco fechado (F(3,28)=0,0798; p>0,05); head-dipping (F(3,28)=1,455;
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p>0,05); avaliagao de risco (F(3,28)=0,9067; p>0,05); permanéncia no brago aberto
(F(3,28)=5,921; p>0,05); e permanéncia no brago fechado (F(3,28)=0,4467; p>0,05).

Figura 7 — Parametros avaliados no labirinto em cruz elevado realizado na fase adulta da prole
masculina oriunda de ratas tratadas no 5° dia gestacional com solugéo salina (NaCl 0,9% —
CONT) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg — respectivamente, 4U, 8U ou 16U), por
via intramuscular. Sao apresentados as médias e os respectivos erros-padrdes. N=8 animais
por grupo. ANOVA, p>0,05.
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A Figura 8 apresenta os resultados do obtidos no labirinto em cruz elevado,
realizado no DPNG60, da prole feminina das ratas tratadas com solug¢ao salina (NaCl
0,9%) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg), por via intramuscular. A ANOVA
de uma via ndo mostrou diferengas significantes entre os grupos em nenhum dos
parametros avaliados: entradas no brago aberto (F(3,28)=0,1903; p>0,05); entradas
no brago fechado (F(3,28)=0,0798; p>0,05); head-dipping (F(3,28)=1,455; p>0,05);
avaliacdo de risco (F(3,28)=0,9067; p>0,05); permanéncia no brago aberto
(F(3,28)=5,921; p>0,05); e permanéncia no bracgo fechado (F(3,28)=0,4467; p>0,05).
Figura 8 — Parametros avaliados no labirinto em cruz elevado realizado na fase adulta da prole
feminina oriunda de ratas tratadas no 5° dia gestacional com solugéo salina (NaCl 0,9% —
CONT) ou toxina botulinica (4, 8 ou 16 U/kg — respectivamente, 4U, 8U ou 16U), por via

intramuscular. Sao apresentados as médias e os respectivos erros-padrdoes. N=8 animais por
grupo. ANOVA, p>0,05.
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4.4 GROOMING ESPONTANEO DA PROLE MASCULINA E FEMININA

A Figura 9 apresenta os resultados da avaliagdo do grooming espontaneo,
avaliado no DPN24, da prole masculina das ratas tratadas com solu¢éo salina (NaCl
0,9%) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg), por via intramuscular. A ANOVA
de uma via ndo mostrou diferengas significantes entre os grupos em nenhum dos
parametros avaliados: laténcia de Grooming (F(3,27)=0,800; p>0,05); tempo de
grooming (F(3,28)=0,1289; p>0,05); frequéncia de grooming (F(3,28)=0,4536;
p>0,05).
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Figura 9 — Parametros avaliados do grooming espontaneo realizado durante a infancia da
prole masculina oriunda de ratas tratadas no 5° dia gestacional com solugao salina (NaCl 0,9%
— CONT) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg — respectivamente, 4U, 8U ou 16U), por
via intramuscular. Sdo apresentados as médias e os respectivos erros-padrées. N=8 animais
por grupo. ANOVA, p>0,05.
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A Figura 10 apresenta os resultados da avaliagdo do grooming espontaneo,
realizado no DPN24, da prole feminina das ratas tratadas com solugao salina (NaCl
0,9%) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg), por via intramuscular. A ANOVA
de uma via ndo mostrou diferengas significantes entre os grupos em nenhum dos
parametros avaliados: laténcia de grooming (F(3,27)=0,800; p>0,05); tempo de
grooming (F(3,28)=0,1289; p>0,05); frequéncia de grooming (F(3,28)=0,4536;
p>0,05).

Figura 10 — Parametros do grooming esponténeo avaliados durante a infancia da prole
feminina oriunda de ratas tratadas no 5° dia gestacional com solugao salina (NaCl 0,9% —
CONT) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg — respectivamente, 4U, 8U ou 16U), por

via intramuscular. Sao apresentados as médias e os respectivos erros-padrdes. N=8 animais
por grupo. ANOVA, p>0,05.
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A Figura 11 apresenta os resultados da avaliagdo do grooming espontaneo,
realizado no DPN62, da prole masculina oriunda das ratas tratadas com solugao salina
(NaCl 0,9%) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg), por via intramuscular. A
ANOVA de uma via nao apresentou diferenca nos parametros: laténcia de grooming
(F(3,28)=0,4482; p>0,05); tempo de grooming (F(3,28)=0,1558; p>0,05); frequéncia
de grooming (F(3,28)=0,2881; p>0,05).

Figura 11 — Pardmetros do grooming espontaneo avaliados na fase adulta da prole masculina
oriunda de ratas tratadas no 5° dia gestacional com solugao salina (NaCl 0,9% — CONT) ou
toxina botulinica (4, 8 ou 16 U/kg — respectivamente, 4U, 8U ou 16U), por via intramuscular.

Sao apresentados as médias e os respectivos erros-padrdes. N=8 animais por grupo. ANOVA,
p>0,05.
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A Figura 12 apresenta os resultados da avaliagdo do grooming espontaneo,
realizada no DPN62, da prole feminina das ratas tratadas com solugao salina (NaCl
0,9%) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg), por via intramuscular. A ANOVA
de uma via ndo mostrou diferengas significantes entre os grupos em nenhum dos
parametros avaliados: laténcia de grooming (F(3,28)=0,2765; p>0,05); tempo de
grooming (F(3,28)=0,1083; p>0,05); frequéncia de grooming (F(3,28)=0,1304;
p>0,05).
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Figura 12 — Par&metros do grooming espontaneo avaliados na fase adulta da prole feminina
oriunda de ratas tratadas no 5° dia gestacional com solugao salina (NaCl 0,9% — CONT) ou
toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg — respectivamente, 4U, 8U ou 16U), por via
intramuscular. Sao apresentados as médias e os respectivos erros-padrdoes. N=8 animais por
grupo. ANOVA, p>0,05.
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4.5 MARBLE BURYING TEST DA PROLE MASCULINA E FEMININA

A Figura 13 apresenta os resultados do marble burying test, realizados no
DPN24 e DPN62, da prole masculina das ratas tratadas com solugdo salina (NaCl
0,9%) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg), por via intramuscular. A ANOVA
de uma via ndo mostrou diferengas significante entre os grupos em nenhum dos
parametros avaliados: esferas enterradas (Infancia) (F(3,24)=1,342; p>0,05) e esferas
enterradas (Fase Adulta) (F(3,28)=0,1709; p>0,05).

Figura 13 — Parametros avaliados no marble burying test realizado na infancia e na fase adulta
da prole masculina oriunda de ratas tratadas no 5° dia gestacional com solugéo salina (NaCl
0,9% — CONT) ou toxina botulinica (4, 8 ou 16 U/kg — respectivamente, 4U, 8U ou 16U), por

via intramuscular. S4o apresentados as médias e os respectivos erros-padrdes. N=8 animais
por grupo. ANOVA, p>0,05.
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A Figura 14 apresenta os resultados do marble burying test, realizado no
DPN24 e DPN62, da prole feminina das ratas tratadas com solugéo salina (NaCl 0,9%)
ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg), por via intramuscular. A ANOVA de uma
via ndo mostrou diferengas significante entre os grupos em nenhum dos parametros
avaliados: esferas enterradas (Infancia) (F(3,24)= 1,342; p>0,05) e esferas enterradas
(Fase Adulta) (F(3,28)=0,1709; p>0,05).

Figura 14 — Parametros avaliados no marble burying test realizado na infancia e na fase adulta
da prole feminina oriunda de ratas tratadas no 5° dia gestacional com solugéo salina (NaCl
0,9%— CONT) ou toxina botulinica tipo-A (4, 8 ou 16 U/kg — respectivamente, 4U, 8U ou 16U),
por via intramuscular. Sdo apresentados as médias e os respectivos erros-padroes. N=8
animais por grupo. ANOVA, p>0,05.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho foram avaliados os comportamentos social e tipo-ansioso
da prole de ratas gestantes expostas a toxina botulinica tipo-A, ndo sendo constatado
alteracdes na manifestacdo desses comportamentos das proles masculina e feminina,

tanto na infancia quanto na idade adulta.

A ansiedade € a sensagdo precursora de momentos de perigo real ou até
mesmo de perigos imaginarios, caracterizada por sensagodes fisicas desconfortaveis,
como aceleracao dos batimentos cardiacos, transpiracdo, sensacdo de pressao no
térax e outros sintomas similares. E relativamente comum a confuso entre ansiedade
e medo, uma vez que ambos compartilham de mecanismos e sintomas semelhantes,
porém, uma distingdo fundamental entre os dois é que o0 medo frequentemente possui
uma causa identificavel, enquanto a ansiedade pode ser uma preocupacao mais

abrangente sem uma causa especifica (STEIMER, 2002).

Ao longo da histéria, uma ampla gama de espécies animais tem sido
empregada em testes comportamentais, porém os roedores tém sido
consistentemente os mais utilizados, uma vez que sao mamiferos de facil alojamento
e reproducdo. Com o passar do tempo, houve o desenvolvimento continuo dos testes
comportamentais em roedores, resultando em uma diversidade de mais de 100 testes
em uso na contemporaneidade (HANELL; MARKLUND, 2014).

Dentre esses testes estdo o Teste da Interacédo Social, feito com os animais na
fase adulta, e o Teste do Comportamento de Brincar, feito com os animais no periodo
da infancia. O Teste da Interagdo Social surgiu como o primeiro teste animal de
ansiedade que procurou utilizar fontes etiologicamente relevantes e empregar uma
forma natural de comportamento como medida dependente, trazendo menos
desconforto para os animais por ndo necessitar de privagdo de agua ou comida,
choques elétricos e treinamentos intensivos, além de ser o primeiro teste animal capaz

de detectar tanto aumentos quanto redugdes na ansiedade (FILE; SETH, 2003).

Em um estudo, Bowen e colaboradores (2011) realizaram uma pesquisa onde
48 ratos Wistar foram divididos em dois grupos, sendo 24 animais tratados
diariamente durante 10 dias, por via intraperitoneal, com 1 mg/kg de ocitocina e os
outros 24 animais tratados da mesma forma e pelo mesmo periodo com 1 ml/kg de
solugao salina, constituindo o grupo controle. Para alcangarem os objetivos propostos,
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0s pesquisadores realizaram alguns testes, dentre eles, o “Teste de Emergéncia”
(Emergence test), a fim de constatar efeitos ansiogénicos ou ansioliticos, e o Teste da
Interacdo Social, para medir a sociabilidade dos animais. Como resultado, eles
obtiveram que a exposigao repetida a ocitocina exégena diminuiu o comportamento
tipo-ansioso dos animais e aumentou a interacdo social entre eles, uma vez que os

dois comportamentos possuem uma forte relagao entre si.

Outro estudo, protagonizado por Irvine e colaboradores (2001), demonstrou
gue a nicotina autoadministrada em ratos Wistar possui um efeito ansiogénico, por
conta de uma reduc¢ao nas interagdes sociais durante o Teste da Interacdo Social. No
trabalho de Green e colaboradores (2013), ratos Long-evans machos que passaram
pelo estresse de instabilidade social durante o periodo equivalente a adolescéncia
apresentaram um comportamento tipo-ansioso maior em relacdo aos animais

controle, além de uma diminui¢ao das intera¢des sociais durante a fase adulta.

No presente estudo, a prole de ratas gestantes tratadas com toxina botulinica
tipo-A promoveu alteragcdes no teste de interacdo social, tanto na infancia quanto na
idade adulta, quando comparado ao grupo controle. Isso indica que a toxina botulinica
tipo-A ndo foi capaz de alterar a sociabilidade, tampouco o comportamento tipo-

ansioso dos animais, a curto ou longo prazo.

Além dos testes de sociabilidade, o Teste do Labirinto em Cruz Elevado
também é muito utilizado para constatar mudangas no comportamento tipo-ansioso
dos roedores. E, provavelmente, o mais conhecido dos modelos animais de ansiedade
na atualidade, por oferecer um excelente exemplo de modelo baseado no estudo do
comportamento incondicionado ou espontaneo (RODGERS; DALVI, 1997). Ao
discorrer sobre as virtudes do Labirinto em Cruz Elevado, Pellow e colaboradores
(1985) observaram que: 1) o teste € pratico, simples e ndo exige equipamentos muito
caros; 2) é baseado no comportamento espontaneo, evitando, portanto, treinamentos
prolongados, a necessidade de privagao de alimentos e agua e o uso de estimulos
nocivos; 3) € capaz de detectar os efeitos ansioliticos agudos de medicamentos
benzodiazepinicos; e 4) € sensivel as manipulagdes bidirecionais da ansiedade.
Dadas essas caracteristicas, o Labirinto em Cruz Elevado pode oferecer numerosas
vantagens tanto na triagem de medicamentos de rotina, como a toxina botulinica aqui

avaliada, quanto aos mecanismos envolvidos no comportamento tipo-ansioso.
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Utilizando o Labirinto em Cruz Elevado, Holzmann e seus colegas (2012),
conseguiram constatar que inje¢des intraestriatais bilaterais de toxina botulinica tipo-
A na area ventrolateral do corpo estriado dorsal ratos Wistar, produziram uma redugao
do comportamento tipo-ansioso, uma vez que 0s animais que receberam as injegdes
tiveram um aumento na frequéncia de entradas no brago aberto do labirinto em relagao
aos animais do grupo controle. Em outro estudo, Chen e colaboradores (2021),
constataram que injecbes faciais de toxina botulinica tipo-A atenuaram o
comportamento tipo-ansioso induzido por uma lesao por constricdo crénica da porg¢ao

distal do nervo infraorbital em camundongos C57BL/6J.

No presente trabalho, a toxina botulinica tipo-A foi aplicada nas ratas gestantes
e essa exposicao nido afetou o comportamento tipo-ansioso da prole no Teste do
Labirinto em Cruz Elevado, tanto na infancia quanto na fase adulta, de ambos os
sexos. Essa divergéncia de resultados pode ser devido as diferengas de protocolos
utilizados entre os estudos, considerando que Holzmann et al. (2012) e Chen et al.
(2021) trataram animais adultos diretamente com a toxina botulinica tipo-A, enquanto
neste estudo a exposicao da prole a toxina ocorreu de forma indireta, durante a

gestacao.

Como alternativa aos testes apresentados anteriormente, existem também os
testes do Grooming Espontédneo e o Marble Burying Test. O grooming é um
comportamento inato e evolutivamente antigo, que pode ser observado em diversos
animais (BOLLES, 1960; SACHS, 1988). Além de sua finalidade primaria de cuidado
corporal e higiene, possui a fungdo de estimulacdo da pele, termorregulacéo,
quimiocomunicacao, interagao social e redugao do estresse (TERRY, 1970; SPRUIJT;
VAN HOOF; GISPEN, 1992). A regulagcao do grooming pode ser influenciada por
diversas regides cerebrais, como o hipotalamo (ROELING et al., 1993; KRUK et al.,
1998), por diversos agente endogenos e horménios (SPRUIJT; VAN HOOF; GISPEN,
1992), além de drogas psicotropicas (BARROS et al., 1994). De forma semelhante, o
Marble Burying Test também se refere a um comportamento inato dos roedores, o
“enterrar defensivo”. Esse € um comportamento dos roedores onde eles enterram
objetos ou outros estimulos, sendo eles aversivos ou ndo, com movimentos alternados
de empurrar com as patas dianteiras e movimentos de cavar com a cabeca.
Juntamente com a demonstragcdo de que medicamentos ansioliticos eficazes podem

potencialmente suprimir esses dois comportamentos inatos, o grooming e o
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comportamento de enterrar tém sido amplamente utilizados como modelos para o
comportamento tipo-ansioso de roedores (DE BOER; KOOLHAAS, 2003).

Kalueff e Tuohimaa (2005), demonstraram que considerar a sequéncia
comportamental do grooming ao invés de suas medidas gerais, pode ser uma maneira
efetiva de medir efeitos ansiogénicos e ansioliticos induzidos farmacologicamente,
uma vez que camundongos C57BL/6 que foram tratados com diazepam ou
pentilenetetrazol ndo apresentaram alteragdes nas medidas de atividade de grooming,
mas apresentaram uma reducdo nas transi¢cdes incorretas, no caso dos animais
tratados com diazepam, e um aumento nas transi¢cdes incorretas no caso dos animais
tratados com pentilenetetrazol, sugerindo um efeito ansiolitico e um efeito
ansiogénico, respectivamente. Ja Kedia e Chattarji (2014), constataram que o Marble
Burying Test € um bom modelo para caracterizar o aumento do comportamento tipo-
ansioso desencadeado por um episédio unico de estresse agudo por imobilizagdo em
camundongos C57BL/6, mesmo dez dias apds os animais passarem pelo estresse.
Neste trabalho, o Marble Burying test e o teste do Grooming Espontédneo nao
detectaram alteragdes comportamentais na prole das ratas gestantes expostas a

toxina botulinica tipo-A.

Por fim, € valido relatar que a literatura referente aos estudos utilizando a toxina
botulinica durante a gravidez é escassa, sendo composta predominantemente por
estudos de caso e ndo havendo muitos estudos controlados (CARDON; BRANDON;
CERRATI, 2021). Bodkin e colaboradores (2005) descreveram dois pacientes que
receberam tratamento com toxina botulinica tipo-A no primeiro trimestre da gravidez.
Esses pacientes sofriam de distonia cervical e receberam tratamentos regulares com
a toxina por 3 anos. A primeira paciente era uma mulher de 38 anos que recebeu 200U
da toxina com 2 semanas de gestagcdo e n&o recebeu mais injegcbes durante a
gravidez. A paciente relatou ter dado a luz um bebé saudavel. A segunda paciente,
uma mulher de 39 anos, recebeu 500U da toxina com quatro semanas de gestacéo.
Uma ultrassonografia realizada 2 semanas apos a exposi¢gao a toxina revelou uma
gravidez gemelar de 10 semanas sem batimentos cardiacos. No entanto, ndo foi
possivel estabelecer uma relagdo causal entre o tratamento com a toxina e o 6bito

fetal devido a outros fatores, como um histérico de aborto espontaneo da paciente.

Em outro estudo, Morgan e colabores, em 2006, realizaram uma pesquisa com
900 meédicos que utilizavam a toxina botulinica tipo-A para determinar suas
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experiéncias com a administragdo da toxina durante a gravidez. Apenas 396 dos
questionarios foram devolvidos e dentre esses, somente 12 médicos haviam utilizado
a toxina em pacientes gestantes. No total, 16 mulheres receberam 1,25 a 300U da
toxina para tratar distonia cervical, estrabismo, blefaroespamo, distonia dos membros,
distonia oromandibular e disfonia espasmddica. Das 19 gestagdes totais, uma foi
encerrada medicamente e outra resultou em aborto espontaneo, como ja fora relatado
anteriormente no estudo de Bodkin et al. (2005). As outras 17 gestagbes foram
relatadas como tendo sido concluidas sem complicacbes e sem a necessidade de

cuidados pds-natais especias para os bebés.

Assim, considerando os achados da literatura relacionados com experimentos
realizados em animais e aqueles obtidos de dados coletados da pratica clinica com
seres humanos, € possivel constatar a escassez de estudos envolvendo a utilizacao
da toxina botulinica tipo-A durante a gravidez, sendo necessarios mais informagdes

que embasem O seu USO com maior seguranga.

Em suma, é possivel concluir que a toxina botulinica tipo-A possui potencial de
apresentar efeitos ansioliticos e que os testes empregados no presente trabalho séo
eficazes na avaliacdo do comportamento tipo-ansioso. Acrescenta-se, ainda, que,
quando analisados em conjunto, os resultados deste trabalho mostram que a
exposicao de ratas gestantes a toxina botulinica tipo-A ndo causou efeitos na prole,

no que tange ao comportamento social e tipo-ansioso.

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, € possivel concluir que a exposicao
gestacional de ratas a toxina botulinica tipo-A n&o causou alteragbes no
comportamento social e tipo-ansioso da prole, tanto na infancia quanto na idade
adulta, de ambos os sexos. Esses resultados podem contribuir, juntamente com

outros, para o uso mais seguro desse medicamento durante a gestagao.
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