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RESUMO

A neurotoxina botulinica do tipo A (NTBo-A) é uma substancia com efeito sobre
o sistema colinérgico, autonémico e sobre neurotransmissores envolvidos nos
mecanismos nociceptivos. Sua utilizagdo em sindromes algicas tem sido
indicada com resultados conflitantes. O objetivo do estudo € avaliar o efeito
antinociceptivo da NTBo-A em modelos de dor aguda (tratamento preventivo) e
cronica (efeito analgésico). Para dor aguda utilizamos um modelo de dor
induzida pela formalina 2,5% (TF) aplicada sobre o segundo ramo do trigémeo
(labio superior) e para dor crénica modelo de constricdo do nervo infra-orbital
(NIO) submetido ao teste do menos 20°C. Cento e oitenta e quatro animais
Rattus norvegicus foram alocados durante as duas fases do estudo. Fase 1 —
Dor aguda (n=95 animais) divididos em dois grupos conforme o tratamento
prévio ao TF: (grupo NTBo-A e grupo SSI) cada grupo foi subdividido em seis
subgrupos conforme o periodo da realizagcdo do TF apds o tratamento
(subgrupos: 24 horas; 8 dias; 15 dias; 22 dias; 29 dias e 36 dias). Os animais
foram submetidos a dois tratamento com SSI e 0 mesmo para o grupo NTBo-A.
Os TF foram realizados apds os respectivos tratamentos. Fase 2 — Um total de
89 animais foi submetido ao teste do -20°C. Os animais foram selecionados e
divididos em quatro grupos: Grupo 1 — animais submetidos a constricdo do
nervo infra-orbital (NIO) e tratados posteriormente com NTBo-A (n=8); Grupo 2
— Animais submetidos a constricdo do NIO e tratados com SSI (n=8); Grupo 3 —
Animais submetidos a exposicdo do NIO e tratados com NTBo-A (n=7); Grupo
4- Animais submetidos a exposi¢do do NIO e tratados com SSI (n=8). A
atividade motora foi avaliada na Fase 1 utilizando-se do teste do campo aberto.
Também na fase 1 foram aplicados testes comportamentais (teste do labirinto
em cruz elevada e teste do campo claro versus escuro). Os resultados
mostraram que o efeito antinociceptivo profilatico ocorreu somente para o
grupo NTBo-A subgrupo 8 dias, apos o primeiro tratamento e somente durante
a fase inflamatdria do TF (p=0,011), todas as outras comparagbes nédo foram
significativas. O efeito antinociceptivo analgésico ocorreu seis horas apos a
aplicagdo da NTBo-A (Grupo 1 versus 2 p=0,026) mantendo-se durante as
avaliagdes de 24 horas apoés o tratamento (p= 0,012), 48 horas (p=0,046), 72
horas (p=0,048) voltando a um estado de hipernocicepg¢ao 96 horas apos (p=1).
A atividade motora nao foi alterada nos animais submetidos a NTBo-A. Os
animais avaliados 24 horas apdés o uso de NTBo-A apresentavam-se mais
ansiosos e os avaliados 29 dias apds apresentavam menores escores de
ansiedade. Concluimos que a NTBo-A apresenta efeito preventivo em um
modelo de dor aguda quando utilizada até 8 dias; repetidas aplicagcbes de
NTBo-A ndo potencializam este efeito. A NTBo-A pode ser considerada como
uma droga analgésica sendo capaz de dessensibilizar um estado de dor
cronica iniciando-se 6 horas apds e mantendo-se por até 72 horas. Em
conclusdao a NTBo-A tem acao preventiva e analgésica sobre a nocicepgao
trigeminal.

Palavras Chaves: Dor Aguda; dor crénica; nervo trigémeo; toxina botulinica do
tipo-A.
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ABSTRACT

Botolinum Toxin Type-A Effect Over the Trigeminal Nociception Model: Botulinum
neurotoxin type A (BoNT-A) is a substance with effect on the cholinergic and autonomic neural
transmission involved in nociceptive mechanisms. Its use in pain syndromes has been
indicated, however with conflicting results. This study aims to evaluate the antinociceptive effect
of BoNT-A in models of acute pain (preventive treatment) and chronic pain (analgesic effect).
The acute pain model consisted of induction by formalin 2.5% test (FT) applied to the second
branch of the trigeminal nerve (upper lip) and the chronic pain model consisted of constriction of
the infra-orbital (ION) nerve submmitted to the test of —20°C. One hundred and eighty-four
animals, Rattus norvegicus, were allocated during the two phases of the study. Phase 1 - Acute
pain (n= 95 animals) were divided into two groups according to prior treatment the FT: (BoNT-A
group and saline group) each group was subdivided into six subgroups according to the period
of implementation of FT after treatment (subgroups : 24 hours, 8 days, 15 days, 22 days, 29
days and 36 days). The animals of each group (saline and BoNT-A) were submmitted to two
batteries of treatment at two different timelines with a 42-day interval. The TF were performed
after the respective treatments. Phase 2 - A total of 89 animals were tested with the —20°C. The
Rattus norvegicus were selected and divided into four groups: Group 1 - animals subjected to
constriction of the ION and subsequently treated with BoNT-A (n= 8), Group 2 - animals
subjected to constriction of the ION and treated with SSI (n= 8) and Group 3 - animals subjected
to exposure ION and treated with BoNT-A (n=7), Group 4 - animals subjected to exposure of
the ION and treated with saline (n= 8). Motor activity was evaluated in Phase 1 using the Open
Field Test. Also, in phase 1 behavioral test was applied (test of High-Maze Test and Light Field
versus Dark Field). The results showed that the prophylactic analgesic effect occurred only
among the BoNT-A sub-group 8th-day measurement after the first treatment, and only during
the inflammatory phase of TF (p= 0.011). All other comparisons were not significant. The
antinociceptive analgesic effect occurred six hours after application of BONT-A (Group 1 versus
2 p= 0.026) remained in the 24 hours evaluations (p= 0.012), 48 hours (p= 0.046), 72 hours (p=
0.048) after treatment, returning to a state of hypernociception at 96 hours after treatment (p=1).
Motor activity was not altered in animals subjected to BONT-A. The animals evaluated 24 hours
after the use of BONT-A had become more anxious. Those evaluated 29 days after BONT-A,
had lower scores of anxiety. We conclude that BoNT-A has a preventive effect in a model of
acute pain when used up to 8 days and that repeated applications of BoONT-A did not potentiate
this effect. The BoNT-A may be regarded as an analgesic drug being able to desensitize a state
of chronic pain starting 6 hours after and maintained for 72 hours. In conclusion, BoNT-A has
analgesic and preventive action on trigeminal nociception.

Keywords: acute pain; botulinum toxin type-A; chronic pain; trigeminal nerve.
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Introdugao

1.1 CONCEITOS BASICOS:

Nos mamiferos estimulos potencialmente agressivos vindos do meio
externo sao detectados por estruturas especializadas no sistema nervoso
periférico (SNP), chamados de nociceptores. Eles podem reagir a estimulos
quimicos, térmicos ou mecanicos transmitindo e conectando o SNP ao sistema
nervoso central (SNC). Um tecido lesado ou que esta sofrendo um processo
inflamatorio gera numerosas moléculas ativadoras dos nociceptores. Dentre
estas, incluem-se os peptideos (exemplo — bradicininas) e lipidios (exemplo —
prostaglandinas) [Julius e Basbaum, 2001].

As fibras periféricas que inervam a cabega e pescoco originam-se de
corpos celulares localizados no nucleo do trigémeo dentro do ganglio do
trigémeo e da raiz dorsal da medula cervical nos niveis C; e C3 [Julius e Basbaum
2001]. O nervo trigémeo, ou quinto nervo craniano, € um nervo mixto,
transmitindo informacbes motoras e sensoriais. Ele € o mais largo nervo
craniano, apresentando relagdes com o terceiro, quarto, sexto, sétimo, nono e
décimo pares cranianos e com o sistema nervoso simpatico [Haerer AF, 1992]. O
nervo trigémeo é subdividido em trés ramos: ramo oftadlmico; maxilar e ramo
mandibular. As células que originam a porgao sensorial deste nervo possuem
seu nucleo localizado dentro do génglio de gasser ou semilunar (localizado
dentro do cavum de Meckel na extremidade superior do rochedo) [Duus P, 1989].
As células do ganglio sao pseudounipolares.

A divisao oftalmica é a mais fina dos trés, passando na parede lateral do
seio cavernoso onde mantém relagdo estreita com o terceiro, quarto e sexto
pares cranianos entrando na 6rbita através da fissura orbitaria superior. Este
ramo ira fornecer a sensibilidade exteroceptiva das seguintes estruturas: pele
da regiao frontal, temporal e vertex; pele da regidao superior dos olhos, anterior
e lateral do nariz; olhos; conjuntiva superior; cornea; corpo ciliar; iris; mucosa
da membrana superior do seio frontal; por¢cao dos seios esfenoidal e etmoidal,
porcdo superior da cavidade nasal; raizes sensoriais para o ganglio ciliar;
ramos para glandula lacrimal; tentorium cerebral; nervos oculomotor, troclear e
abducenter [Testut L, Latarjet A, 1979; Brodal A, 1984; Haerer AF, 1992] (Figura 1).

A divisdo maxilar passa através da porcao lateral do seio cavernoso,
exteriorizando-se da cavidade craniana através do foramen redondo, trafega
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Introdugao

pela fossa pterigo palatina e entra na orbita pela fissura orbitaria inferior
alcancando a face pelo foramen infra-orbital. Antes de deixar o cranio a divisdo
maxilar emite um ramo medial ou recorrente (nervo meningeal) que ira inervar
a fossa craniana média. Ainda dentro do canal infra-orbital este ramo originara
terminagcbes sensoriais para o ganglio esfenopalatino, ramos alveolares
superio-posterior e zigomatico. Na face apos deixar o foramen infra-orbital ele
divide-se em ramo palpebral inferior, ramo nasal interno e externo e ramos
labiais superiores [Testut L, Latarjet A, 1979; Brodal A, 1984; Haerer AF, 1992]. Esta
divisdo promove a sensibilidade exteroceptiva da pele da metade posterior do
nariz, porcao inferior dos olhos; face superior; regido temporal anterior; labio
superior; mucosa da membrana conjuntival inferior; seio maxilar; por¢cdes dos
seios esfendide e etmoide; porcao inferior do nariz; dentes superiores; porgcao
oral do palato duro; palato mole exceto o bordo posterior; Uvula e nasofaringe
(Figura 1). A divisdo maxilar também supre a dura da fossa craniana média
através do nervo meningeo médio e fornece informagdes para o ganglio
esfenopalatino. Através do génglio esfenopalatino o ramo maxilar ira manter
conecgdes com o sétimo par craniano “nervo facial” (através do géanglio
geniculado) e com o sistema nervoso simpatico (através do nervo vidiano,
nervo petroso maior superficial e petroso profundo) [Testut L, Latarjet A, 1979; Brodal
A, 1984; Haerer AF, 1992].

A divisdo mandibular é a unica por¢cao mista (sensitiva e motora) deixa o
cranio através do foramen oval. A por¢ao motora € mais anterior e menor e a
sensorial posterior e maior. Este nervo divide-se em dois ramos: ramo
recorrente ou espinhoso que entra no cranio através do foramen espinhoso
suprindo a dura mater, asa maior do osso esfendide e as membranas
superiores da mastdide; ramo posterior que se subdivide em trés outros ramos
(lingual, auriculo-temporal e alveolar inferior) [Testut L, Latarjet A, 1979; Brodal A,
1984; Haerer AF, 1992]. A divisdo mandibular fornece a sensibilidade
exterioceptiva da porgao posterior da face, areas temporais, por¢céo anterior da
‘pinna” (asa do nariz), porgado superior do canal auditivo externo, metade
anterior do timpano, labio inferior, queixo, mucosa do labio inferior, porcao
inferior da superficie bucal, lingua e assoalho da boca (Figura 1). Além destas

estruturas o ramo mandibular (ramo alveolar inferior) também fornece
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inervagao extereoceptiva para area gengival inferior, eixo alveolar inferior e
dentes inferiores. O ramo recorrente (ramo meningeo) inerva a dura mater. da
fossa craniana anterior e média, asa maior do esfendide, e membrana da
mucosa do teto das células mastoideas. O nervo mandibular ainda promove a
inervagao para a articulagdo temporo-mandibular e ramos para o ganglio ético

e submaxillar [Testut L, Latarjet A, 1979; Brodal A, 1984; Haerer AF, 1992].

Raizes Cervicais

Figura 1 — Distribuicdo cutanea do nervo trigémeo e nervos cervicais adjacentes.
Modificado de Haymaker e Woodhall (1945), Testut L e Latarjet A (1979), Brodal A
(1984), Martin (1996). Primeiro ramo do trigémeo (V1) nervo oftalmico; segundo ramo
do trigémeo (V2) nervo maxilar; terceiro ramo do trigémeo (V3) nervo mandibular. NIO
— Nervo Infra-Orbital (oriundo do ramo maxilar “vV2”). NOM — Nervo Occipital Maior
(Ramo da segunda raiz cervical “C2”). NOMen — Nervo Occipital Menor (ramo da
segunda e terceiras raizes cervicais “C2-C3”). NAM — Nervo Auricular Maior (ramo da

segunda e terceiras raizes cervicais “C2-C3").
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O ganglio do trigémeo é um analogo dos ganglios das raizes dorsais da
medula espinhal. Filogeneticamente alguns corpos celulares de neurdnios
periféricos trigeminais além de localizar-se no ganglio do trigémeo foram
translocados para dentro do sistema nervoso central denominado de nucleo
trigeminal mesencefalico (NM) (o unico do espécime humano) [Johnston, 1909;
Brodal A, 1984]. Eles formardo uma classe funcional distinta de neurbnios
trigeminais (neurbnios proprioceptivos) e talvez formado por alguns
interneurénios [Lazarov, 2002] (Figura 2). O ganglio do trigémeo inerva
mecanoreceptores, termoreceptores, nociceptores e alguns proprioceptores
das estruturas anatébmicas anteriormente citadas inclusive as vibrissas [Dubnner
R e Bennett GJ, 1983; Lazarov, 2002].

Embriogenéticamente, o ganglio do trigé¢meo é formado por dois
grupos principais de células: Célula A, grande e luminosa (large light) e Célula
B, escura e pequena (small dark) [Ramén e Cajal, 1909; Scharf, 1958; Lazarov, 2002].
As células A irao originar as fibras fortemente mielinizadas, ou fibras do tipo Ap
e Aa e as fracamente mielinizadas ou fibras do tipo Ad, enquanto que as
células B irdo originar as fibras amielinizadas ou fibras do tipo C [Scharf ,1958;
Lazarov, 2002].

Fibras do tipo AB, conduzem sensacdes indcuas; fibras Ad conduzem a
dor aguda bem localizada e as fibras do tipo C trafegam com a dor pouco
localizada do tipo crénica observadas nos estados de inflamagdo ou de
etiologia neuropatica [Harper AA e Lawson SN, 1985; Cameron e col., 1986]. Esta
distribuicdo linear das fibras ndo se mantém durante todo trajeto das fibras
periféricas, passando pelo ganglio e chegando no seu aferente central. Os
conhecimentos modernos mostram que as fibras podem sofrer transformagdes
em sua capacidade de mielinizacdo a medida que entram nas estruturas
neurais centrais vindos da periferia. Um exemplo classico ocorre nas fibras do
nervo alveolar inferior, fortemente mielinizadas (alta velocidades de conducéo)
em sua porgado extra-pulpal e fracamente mielinizadas em sua porgéo intra-
pulpal (menores velocidades de condugao) [Paik e col., 2009].

Todas as fibras do trigémeo penetram ao nivel da ponte (tronco
cerebral). As fibras apds penetrarem irdo se direcionar para diferentes nucleos

[Brodal A, 1984]. Os nucleos serao sensitivos e motor. Os nucleos sensitivos sao
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classificados em: 1- Nucleo Mesencefadlico do Trigémeo (NM); 2- Nucleo
Principal do Trigémeo (NPT); 3- Nucleo Espinhal do Trigémeo [subdividido em
nucleo oral (NO), interpolar (NI) e caudal do trigémeo (NC)]. O nucleo motor é
unico e denominado de nucleo motor do trigémeo [Haymaker e Woodhall, 1945;
Testut L e Latarjet A, 1979; Brodal A, 1984; Martin,1996].

1.1.1 — NUCLEOS DO TRIGEMEO:

1.1.1.1 — Corpos Celulares do Nucleo Sensitivo Mesencefalico do
Trigémeo (NM) recebe fibras que ndo se originam do géanglio de gasser. O
nuacleo trigeminal mesencefalico € formado por células pseudounipolares,
semelhantes as encontradas nos ganglios dorsais cervicais e do ganglio de
gasser. As fibras ali localizadas estao relacionadas principalmente com a
sensibilidade proprioceptiva [Brodal A, 1984; Lazarov NE, 2002] (Figura 2). Este
nucleo localiza-se na porcao lateral periventricular e substancia cinzenta
periaqueductal [Martin, 1996]. As suas fibras transmitem informacdes para o
controle motor e proprioceptivo da mandibula o que permite a realizagdo do
reflexo monosinaptico mandibular (analogo do reflexo patelar) [Gudaux e Desmedt,
1975; Martin, 1996] (Figura 2).

1.1.1.2 — Corpos Celulares do Nucleo Sensorial Principal do
Trigémeo (NPT) é formado por fibras de grande calibre, responsaveis pela
sensibilidade tatil [Martin, 1996] (Figura 3). O nucleo sensorial principal do
trigémeo mantém conexdes com o nucleo espinhal do trigémeo (principalmente
com o nucleo caudal) [Brodal A, 1984]. Em pacientes portadores de neuralgia do
trigémeo o estimulo tatil pode desencadear paroxismos de dor em decorréncia
deste “looping nociceptivo” entre nucleo sensitivo principal do trigémeo e
nucleo espinhal do trigémeo (nucleo caudal) [Greenwood LF e Sessle B, 1976]
(Figura 3). Nos pacientes portadores de neuralgia do trigémeo, estimulos tateis
leves podem desencadear quadro de alodinia cutanea dinamica. A presenga de
periodo refratario (periodo de tempo entre o estimulo cuténeo tatil dinamico até
o surgimento do sintoma algico) sugere uma etiologia periférica enquanto que
sua auséncia sugere uma etiologia central [Kugelberg E e Lindblom U, 1959; Bowsher
D, 2005].
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Nucleo Mesencefalico

Fibras AB; A%, Aa

Funcdo Sensibilidade
Proprioceptiva

Figura 2 — Nucleo Sensitivo Mesencefalico do Trigémeo (NM) e reflexo monosinaptico
mandibular. Modificado de Haymaker e Woodhall (1945), Testut L e Latarjet A (1979),
Brodal A (1984) e Martin (1996). Primeiro ramo do trigémeo (V1) nervo oftalmico;
segundo ramo do trigémeo (V2) nervo maxilar; terceiro ramo do trigémeo (V3) nervo
mandibular. ST — Sela Turcica; FOI — Fissura Orbitaria inferior; FR — Foramen
Redondo; FO — Foramen Oval; NM — Nucleo Mesencefalico; NMo — Nucleo Motor do
Trigémeo; NPT — Nucleo Sensitivo Principal do Trigémeo; NO — Nucleo Oral; NI —
Nucleo Interpolar; NC — Nucleo Caudal.

Alodinia cutanea dindmica sugere um estado de sensibilizacdo das
células ao nivel do nucleo caudal do trigémeo, aumento da expresséo dos
mecanoreceptores de baixo limiar (MBL) e dos neurbnios dindmicos de amplo
alcance (NDAA) [Saito e Col., 2008]. Estas células mais sensiveis sao facilmente
ativadas por estimulos tateis oriundos do nucleo principal sensitivo do trigémeo

[Brodal A, 1984] (Figura 3).
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Nicleo Principal do Trigémeo

Fibras AB: Aa

Funcdo  Sensibilidade Tatil
facial; estimulos
mecanicos dos dentes;
tecido mole da

cavidade oral.

Figura 3 — Nucleo Sensitivo Principal do Trigémeo (NPT) e Mecanismos para o
acionamento dos pontos gatilhos na neuralgia do trigémeo. Modificado de Haymaker e
Woodhall (1945), Testut L e Latarjet A (1979), Brodal A (1984) e Martin (1996).
Primeiro ramo do trigémeo (V1) nervo oftalmico; segundo ramo do trigémeo (V2) nervo
maxilar; terceiro ramo do trigémeo (V3) nervo mandibular. ST — Sela Turcica; FOI —
Fissura Orbitaria inferior; FR — ForAmen Redondo; FO — Foramen Oval; NM — Nucleo
Mesencefalico; NMo — Nucleo Motor do Trigémeo; NPT — Nucleo Sensitivo Principal do
Trigémeo; NO — Nucleo Oral; NI — Nucleo Interpolar; NC — Nucleo Caudal. 1- Estimulo
cutaneo dinamico sobre o primeiro ramo do trigémeo; 2- Transmissao das informagdes
tateis para o nucleo sensitivo principal do trigémeo; 3 — Retransmissdo das
informacdes através das fibras de associacdo internuclear do nucleo sensitivo principal
do trigémeo para o nucleo caudal espinhal do trigémeo; 4- Ativagdo dos neurdnios
sensibilizados dentro do nucleo caudal espinhal do trigémeo e surgimento da alodinia
cutanea dinadmica.
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1.1.1.3 — Corpos Celulares do Nucleo Espinhal do Trigémeo (NET) é
subdividido em trés porgdes: nucleo oral; interpolar e caudal [Olzewski e Baxter,
1954; Brodal A, 1984]. Este nucleo recebe aferentes formados por fibras
amielinicas (fibras do tipo C) e fibras fracamente mielinizadas (Fibras Ad) [Martin
JH, 1996]. Fibras de médio e grande calibre também chegam ao nucleo espinhal
trigeminal diferenciando-se também em seu padrdo de terminagao [Martin JH,
1996]. As fungdes do nucleo espinhal trigeminal sdo semelhantes ao corno
dorsal da medula espinhal [Martin JH, 1996]. De uma maneira geral, o nucleo
espinhal caudal esta envolvido na fungdo de percepcdo dolorosa e de
temperatura da face, o nucleo oral nos reflexos trigeminais e o interpolar na

sensibilidade dolorosa e seus reflexos [Martin JH 1996].

1.1.1.3.1 — Corpos Celulares do Nucleo espinhal caudal do trigémeo,
lembra muito o corno dorsal da medula espinhal (formando por uma zona
marginal periférica, uma porgcao intermediaria gelatinosa e internamente um
subnucleo magnocelular) [Brodal A, 1984]. A camada marginal corresponde a
lamina | de Rexed do corno dorsal da medula e é formada por células grandes.
A camada intermediaria ou gelatinosa é formada basicamente por células
amielinicas (pequenas) correpondem a camada Il e Ill de Rexed. A camada
interna ou magnocelular é formada por neurbnios de diferentes tipos e

corresponde a camada IV de Rexed [Brodal A, 1984].

1.1.1.3.1.1- Coneccbes aferentes para o subnucleo espinhal caudal do
trigémeo: O subnucleo recebe oito aferentes: 1- Fibras sensitivas trigeminais
primarias; 2- Raizes cervicais superiores (nervo occipital maior e menor, nervo
auricular maior); 3 — Pares cranianos (nervo glossofaringeo, nervo intermédio e
nervo vago); 4 — Formacéo reticular; 5 — Cortex sensitivomotor (Sm | e Sm Il)
[Brodal A, 1984; Mizuno e Col., 1968]; 6 — Nucleo Sensitivo Principal do Trigémeo
(sensibilidade tatil); 7 — Nucleo Rubro [Edwards SB, 1972]); 8 — Conecgdes
Internunciais (Nucleo oral e nucleo interpolar) [Haymaker e Woodhall, 1945; Testut L e

Latarjet A, 1979, Brodal A,1984; Martin JH, 1996; Piovesan e Col., 2003] (Figura 4).
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Ntcleo Trigemino-Espinhal e

Fibras A-Delta Tipo-C

Funcdao Sensibilidade |
Térmica e dolorosa

AFERENCIAS

Figura 4 — Nucleo Caudal Espinhal do Trigémeo e Mecanismos de aferéncia.
Modificado de Haymaker e Woodhall (1945), Testut L e Latarjet A (1979), Brodal A
(1984), Martin (1996), Piovesan EJ (2003). Primeiro ramo do trigémeo (V1) nervo
oftalmico; segundo ramo do trigémeo (V2) nervo maxilar; terceiro ramo do trigémeo
(V3) nervo mandibular. ST — Sela Turcica; FOI — Fissura Orbitaria Inferior; FR —
Foramen Redondo; FO — Foramen Oval; NM — Nucleo Mesencefalico; NMo — Nucleo
Motor do Trigémeo; NPT — Nucleo Sensitivo Principal do Trigémeo; NO — Nucleo Oral;
NI — Nucleo Interpolar NC — Nucleo Caudal. 1- Aferéncia sensitiva trigeminal primaria;
2- Aferéncia das raizes cervicais dorsais superiores; 3- Aferéncia de pares cranianaos;
4- Aferéncia da formacgao reticular; 5- Aferéncia do cortex sensitivomotor; 6- Aferéncia
do Nucleo sensitivo principal do trigémeo; 7- Aferéncia do nucleo rubro; 8- Aferéncia
de fibras internunciais.

As fibras sensitivas primarias do nervo trigémeo (em seus trés ramos)
apresentam uma organizagdo somatotdpica em casca de cebola para o nucleo
trigeminal espinhal com uma distribuicdo rostro caudal (Figura 5). Desta
maneira fibras que inervam a cabega em sua porgdo adjacente a coluna
cervical projetam-se mais caudalmente dentro do trato espinhal trigeminal e

terminam dentro da regido caudal do nucleo caudal espinhal trigeminal do que
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as fibras que inervam a cavidade oral, face e regido nasal que terminam mais
rostralmente dentro do nucleo interpolar do trato espinhal do trigémeo [Martin JH,

1996] (Figura 5).

Raizes Cervicais

Figura 5 — Distribuicado somatotépica da sensibilidade térmico e dolorosa em casca de
cebola e sua distribuicdo para o nudcleo espinhal do trigémeo. Modificado de
Haymaker e Woodhall (1945), Testut L e Latarjet A (1979), Brodal A (1984), Martin
(1996). Primeiro ramo do trigémeo (V1) nervo oftalmico; segundo ramo do trigémeo
(V2) nervo maxilar; terceiro ramo do trigémeo (V3) nervo mandibular. ST — Sela
Turcica; FOI — Fissura Orbitaria inferior; FR — Foramen Redondo; FO — Foramen Oval;
NM — Nucleo Mesencefalico, NMo — Nucleo Motor do Trigémeo; NPT — Nucleo
Sensitivo Principal do Trigémeo; NO — Nucleo Oral; NI — Nucleo Interpolar; NC —
Nucleo Caudal. | — Nucleo interpolar; 1l e Ill — Nucleo caudal do trigémeo e IV —
Transicao nucleo caudal do trigémeo e corno dorsal da coluna cervical alta (C1-C3).

As fibras das raizes dorsais dos nervos cervicais superiores quando
converge para o nucleo caudal espinhal do trigémeo induzem um mecanismo
fisiologico conhecido como convergéncia trigemino-cervical [Kerr 196; Piovesan e
Col., 2003]. Clinicamente estimulos sobre as raizes cervicais (nervo occipital
maior) produzem sintomas algicos e manifestagdes autondmicas sobre o
primeiro ramo do trigémeo [Piovesan e Col,, 2001-a]. A manipulagdo do nervo

occipital maior pode produzir um controle parcial das crises de migranea e de
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algumas cefaléias trigemino autondmicas [Piovesan e Col, 2001-b; Peres MF, 2002;
Piovesan e Col, 2007]. Os resultados do bloqueio do nervo occipital maior no
tratamento da neuralgia do trigémeo nao tem sido publicado na literatura,
entretanto a observacao pessoal tem mostrado que os efeitos terapéuticos nao
sdo animadores.

Uma caracteristica destes subnucleos €& a presenca de fibras
internucleares ascendentes (fibras que conectam o subnucleo oral, interpolar e
caudal) [Stewart e King, 1963; Roberts e Matzke, 1971; Tiwari e King, 1974; Brodal A, 1984].
Estas fibras também podem projetar-se para o nucleo sensitivo principal e para
formacao reticular [Brodal A, 1984]. No nucleo caudal o predominio das sinapses
axbaxodnicas predomina, o que determina a grande presenga de conecgdes
internunciais [Kerr 1970] (Figura 4).

As informagdes que trafegam por estes nucleos podem ser mediadas
por vias corticais superiores descendentes (vias cortico-trigeminais). A ativagao
do subnucleo caudal produz respostas antidrbmicas em neurdnios corticais
inibitorios (areas somestésicas primaria e secundaria) em diregao a este [Darian-
Smith, 1966; Dubner, 1967; Brodal A, 1984]. O nucleo caudal funciona mais do que
simplesmente como um centro intermediario de transmissdo dos impulsos
sensitivos. O nucleo caudal interconecta-se com os outros subnucleos
espinhais e o nucleo sensitivo principal através de sua rica trama de fibras
internucleares: nucleo interpolar (conecgdes com o cerebelo) e nucleo sensitivo
principal (o nucleo de maior correlagao) [Brodal A 1984].

A estimulagdo do nervo vago produz uma inibigdo da atividade sobre o
nucleo caudal do trigémeo [Bossut e Col., 1992], estimulos de baixa freqiéncia e
intensidade facilitam os reflexos trigeminais nociceptivos [Bossut DF e Maixner W
1996]. Estimulos continuos sobre o nervo vago (24 horas) aplicados sobre ratos
produzem um sustentado efeito antinociceptivo ao nivel do nucleo caudal do

trigémeo [Bohotin e Col., 2003].
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1.1.1.3.1.1- Coneccbes eferentes do subnucleo espinhal caudal do
trigémeo:

As vias trigeminais ascendentes iniciam-se no nucleo trigeminal espinhal
(especialmente o interpolar e caudal) cruzam a linha média e terminam no
talamo contralateral. Devido estas caracteristicas sdo denominadas de
trigeminotalamicas, semelhantes as vias espinotalamicas, trafegando junto com
o sistema anterolateral [Martin JH, 1996]. Esta via projeta-se para o talamo: nucleo
medial posterior ventral (NMPV) e nucleo intralaminar (NI) [Martin JH, 1996]. O
NMPV é o responsavel pela descriminagdo da dor facial e da sensibilidade
térmica enquanto o NI é responsavel pelo aspecto afetivo e motivacional da dor
facial e da sensibilidade térmica [Martin JH, 1996]. Os eferentes do NMPV
projetam-se para a representagdo facial do cortex sensorial somatico primario
localizado dentro da porgao lateral do giro pds-central [Martin JH, 1996]. Os
eferentes do NI projetam-se para o cortex da insula anterior [Martin JH, 1996].

O ndcleo espinhal do trigemeo possui também eferentes para a
formagao reticular (trato trigeminoreticular), tecto do mesencéfalo (trato
trigeminotectal) e cerebelo (trigeminocerebelar) (nucleo interpolar) [Brodal A,
1984; Martin JH, 1996].

1.1.2- Neuroanatomia Nociceptiva das Vibrissas:

Para os roedores a vibrissa é utilizada como ferramenta fundamental
para o contato com o meio externo. A vibrissa € um mecanoreceptor de baixo
limiar. Cada vibrissa possui uma fibra unica para um neurénio localizado dentro
do nucleo trigeminal chamado de “barreletes”, para o tdlamo chamado de
“‘barreloides” e para o cortex somatosensorial chamado de “barrel” [Krugel e
Michel, 1962; Zucker e Welker, 1969; Deschenes M., 2009] (Figura 6). O sistema
nociceptivo da vibrissa € notavel. O animal desta maneira é capaz de identificar
e localizar estimulos mecanicos durante a exploracdo do seu ambiente [Zucker e
Welker, 1969; Brodal A, 1984]. Através das vibrissas mdveis e estacionarias o
animal é capaz de: codificar a localizagao periférica; direcdo da inclinagao;
inicio; término; amplitude; velocidade; duracdo; frequéncia de repeticdo e
padrdao temporal dos objetos pesquisados [Brodal A, 1984]. As areas de

informacéao relacionadas as vibrissas sao tao importantes para os animais que
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ocupam a maior parte em todas as regides talamicas e corticais referentes a
informacéao sensitiva da face destes animais [Brodal A, 1984].

O nervo periférico a partir da vibrissa projeta-se para: nucleo sensitivo
principal do trigémeo e nucleo espinhal do trigémeo. Estas fibras terminam em
epitélios especializados denominados de subnucleos de barreletes [Ma PM e
Woolsey TA, 1984]. Estes aferentes sdo formados por fibras do tipo AR que
transmitem impulsos nociceptivos de forma continua e rostrocaudal [Shortland e
Col., 1996]. Um unico impulso aferente (originado pela deflecgdo da vibrissa)
produz estimulos nociceptivos para os diferentes nucleos trigeminais. Estas
diferentes informagdes permitem que no cérebro do animal crie-se uma rede de
reagcdes comportamentais a partir do contexto do estimulo. Desta maneira, o
comportamento exploratério e o reconhecimento dos objetos, estéo

diretamente relacionados com os mecanismos nociceptivos das vibrissas [Curtis

JC e Kleinfeld D, 2006].

¢ Mecanoreceptor

>

Vibrissa

Figura 6: Identificacdo do aparato vibrissa, mecanoreceptor e nervo infra-
orbital.
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O subnucleo caudal recebe a grande maioria das aferéncias trigeminais,
oriundas das vibrissas. As eferéncias trigeminotalamicas sdo escassas sendo
que a maior parte de seus eferentes ira para os outros nucleos trigeminais
[Deschenes M, 2009].

As informacdes nociceptivas das vibrissas alcancam o cortex

somatosensorial através de quatro vias: 1- Vias leminiscais que se origina do

nucleo trigeminal sensitivo principal atravessa o nucleo medial ventral posterior
do talamo e termina no cortex de barrel (camada 4) (trés vias); 2- Via

paraleminiscal cuja origem exata ainda é desconhecida, passa pela por¢ao do

grupo nuclear talamico médio posterior (GNTMP), terminando na regido cortical
ao redor do epitélio de barrel, tendo esta ultima importante fungdo no controle
das informagdes nociceptivas [Deschenes M, 2009] (Figura 7).

O GNTMP recebe fibras monosinapticas oriundas dos nucleos
trigeminais (especialmente o nucleo interpolar rostral). Estas fibras respondem
fracamente a deflexdo das vibrissas e quando presentes, a laténcia ocorre
entre 16-20ms com baixa magnitude quando comparadas as fibras estimuladas
ao nivel do nucleo medial posterior ventral do talamo (NMPVT) [Deschenes M,
2009; Sosnik e Col., 2001]. No processo nociceptivo o GNTMP sofre um controle
gabaergico vindo da Zona Incerta Ventral (ZIV) e vice-versa [Veinante e Col., 2000;
Bartho e Col., 2002; Deschénes M., 2009]. Estudos neurofisioldgicos mostraram que a
ZIV age como uma estacao intermediaria controlando as aferéncias em dire¢ao
ao cortex sensitivo de Barrel [Trageser JC e Keller A., 2004; Lavellée P e Col., 2005;
Deschénes M., 2009] (Figura 7).

Os estimulos sensoriais vindos do nucleo interpolar rostral espinhal (NIT)
do trigémeo antes de chegarem ao GNTMP sofrem uma ramificagcdo em
direcdo a ZIV [Deschénes M., 2009]. As vias indiretas NIT-ZIV-GNTMP sdo mais
rapidas do que as vias diretas NIT-GNTMP [Deschénes M., 2009] (Figura 7). A ZIV
€ uma regiao inibitéria (gabaérgica) controlada pelo cortex motor (via
corticofugal). A ZIV impede o fluxo de informacgdes (efeito inibitério da deflexao
das vibrissas) quando ndo estimulada pelas vias corticofugais. Quando as vias
corticofugais atuam sobre a ZIV impedem esta inibicdo permitindo agora que as
informacgdes nociceptivas oriundas do nucleo interpolar ascendam sem nenhum

controle intermediario [Urbain N e Deschénes M., 2007; Deschénes M., 2009] (Figura 7).
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As interconeccgdes nociceptivas a partir da estimulacdo de uma unica
vibrissa ocorrem extensivamente ao nivel dos nucleos trigeminais do tronco
cerebral [Jacquin e Col., 1990; Voisin e Col., 2002; Deschénes M., 2009]. Muitos
subnucleos sao reciprocamente conectados de forma excitatoria ou inibitéria,
sendo que a maior parte das interconecgdes ocorre entre o subnucleo caudal
espinhal do trigémeo com o subnucleo interpolar espinhal do trigémeo e o
nucleo sensitivo principal do trigémeo [Deschénes M., 2009]. O nucleo sensitivo
principal do trigémeo recebe aferentes inibitérios gabaérgicos vindos do
subnucleo interpolar espinhal do trigémeo e aferentes excitatorios
glutamatérgicos oriundos do subnucleo caudal espinhal do trigémeo [Furuta e
Col., 2008; Deschénes M., 2009] (Figura 8). O subnucleo interpolar espinhal exerce
importante efeito inibitério sobre o nucleo sensitivo principal do trigémeo
enquanto o caudal exerce efeito excitatorio [Furuta e Col., 2008; Lee e Col., 2008;
Deschénes M., 2009].

De acordo com o balanco entre aferentes excitatérios glutamatérgicos
oriundos do nucleo caudal e inibitorios gabaérgicos oriundos do nucleo
interpolar o nucleo sensitivo principal do trigémeo sofrera ativagdo ou nao
[Jacquin e Col., 1990; Voisin e Col., 2002; Deschénes M., 2009] (Figura 8). Se as
aferéncias excitatérios se sobrepuserem as inibitérios o nucleo sensitivo
principal do trigémeo estimulara o nucleo medial posterior ventral do talamo e
este ira projetar-se de forma excitatéria para o cortex somatosensorial (epitélio
de Barrel) [Jacquin e Col., 1990; Voisin e Col., 2002; Deschénes M., 2009] (Figura 8). Vias
corticofugais colinérgicas oriundas do cortex motor atuam sobre o nucleo
interpolar potencializando o efeito inibitério gabaergico (Figura 8). Os
processos inibitérios também podem ocorrer ao nivel do nucleo espinhal entre
0s nucleos interpolar e caudal e vice versa (Figura 8). Vias também
colinérgicas ao nivel do nucleo do pedunculo pontino podem exercer agao
inibitério sobre o nucleo sensitivo principal do trigémeo e sobre o nucleo medial

posterior ventral do talamo [Timofeeva e Col., 2005].
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Acetilcolina

Sem efeito
Corticofugal
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Conticefugal

Figura 7. Via leminiscal de excitabilidade cortical a partir da defleccao das vibrissas.
Painel A: Mecanismos envolvidos na transmissao sinaptica sensorial sem o efeito das
vias corticofugais motoras. 1- Estimulo sobre as vibrissas; 2- Ativagao dos neurbnios
ao nivel do nucleo interpolar; 3- Ativagao da via NIT-GNTMP; 4- Ativacao da via NIT-
ZIV-GNTMP; 5- Acao inibitoria gabaergica da ZIV sobre o GNTMP; 6- Auséncia de
ativacao do cortex somatosensorial. Painel B: Mecanismos envolvidos na
transmiss&o sinaptica sensorial com o efeito das vias corticofugais motoras. 1-
Estimulo sobre as vibrissas; 2- Ativagao dos neurdnios ao nivel do nucleo interpolar; 3-
Ativacao da via NIT-GNTMP; 4- Ativacao da via NIT-ZIV-GNTMP; 5- Efeito das vias
corticofugas do cortex somatosensorial sobre a ZIV; 6- Auséncia de acéo inibitéria do
ZIV sobre o GNTMP; 7- Progressao das informagdes nociceptivas para o cortex
somatosensorial. NCT — Nucleo Caudal do Trigémeo; NIT- nucleo interpolar do
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trigémeo; NSPT- nucleo sensitivo principal do trigémeo e NMPVT — nucleo
medial posterio ventral do talamo.

Figura 8. Via paraleminiscal para a excitabilidade cortical a partir da defleccao
das vibrissas: 1- Estimulo de neurdnios no nucleo interpolar; 2- Estimulos sobre
0 nucleo caudal; 3- Estimulos sobre o nucleo sensorial principal do trigémeo; 4-
Acao das fibras corticofugais motoras sobre o nucleo interpolar do trigémeo; 5-
Interacao internuclear do interpolar e caudal; 6- Efeito inibitério gabaérgico do
nucleo interpolar sobre o nucleo sensorial principal do trigémeo; 7- Efeito
excitatorio glutamatérgico do nucleo caudal do trigémeo sobre o nucleo
sensorial principal do trigémeo; 8- Agéo excitatéria do nucleo sensorial principal
do trigémeo sobre o nucleo medial posterior ventral do talamo; 9- A¢ao
excitatoria do NMPVT sobre o cortex somatosensorial; 10- Agao reciproca
entre cortex somatosensorial e motor. NCT- nucleo caudal do trigémeo; NIT-
nucleo interpolar do trigémeo; NSPT- nucleo sensitivo principal do trigémeo e

NMPVT — nucleo medial posterio ventral do talamo.
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1.1.1 NEURALGIA DO TRIGEMEO (NT).

A neuralgia do trigémeo pode ser considerada como a pior dor facial ja
experimentada pelo ser humano [Weigel e Col., 2000]. Em nosso meio, o professor
Acir Rachid, renomado clinico, nos ensinou que a neuralgia do trigémeo era tao
desabilitante que foi considerada a principal causa de suicidios nas décadas de
50 e 60 (Informagdes pessoais). Entretanto estudos recentes com a utilizagéo
das novas opgdes terapéuticas avaliaram o impacto da neuralgia do trigémeo
sobre a qualidade de vida dos pacientes mostrando que apdés um tratamento
clinico adequado a neuralgia do trigémeo afeta com intensidade moderada a
qualidade de vida de seus pacientes [Télle e Col., 2006].

A dor nativa da neuralgia do trigémeo, sem influéncias farmacoldgicas,
caracteriza-se por paroxismos de dor de intensa magnitude, inicio e término
subito, desencadeada ou nao por gatilhos (toque leve dinamico, falar,
alimentar-se, baixas temperaturas, estresse emocional entre outros),
localizagdo unilateral (casos bilaterais ocorrem na esclerose multipla) breve
duracgao, distribuidos em um ou mais ramos do trigémeo [Merskey H e Bogduk N,
1994]. Alguns pacientes apresentam refratariedade dos pontos e fatores gatilhos
apés um paroxismo de dor.

A sociedade internacional para o estudo das cefaléias e neuralgias
faciais e cranianas classifica a neuralgia do trigémeo em: 1- Forma classica e
2- Forma sintomatica [Classificacdo da Sociedade Internacional para os Estudos das
Cefaléias e Neuralgias 2004]. Apesar de ambas as formas apresentarem
paroxismos de dor com duragao de fragcbes de um segundo até dois minutos,
na forma sintomatica entre os paroxismos de dor o paciente pode apresentar
uma dor residual continua. Uma caracteristica peculiar da forma idiopatica € a
presenca de periodos de remissao intercalados com periodos de recidiva. Os
periodos de recidiva vao progressivamente aumentando até o completo
desaparecimento dos periodos de remissao [Love S e Coakham HB, 2001].

Dor neuropatica como queixa no atendimento meédico primario ocorre em
8,2% dos casos, sendo que destes 17% manifestam-se em sua forma crénica
[Torrance e Col., 2006]. A neuralgia do trigémeo é uma dor neuropatica com uma
incidéncia anual de 4,7 casos a cada 100 mil habitantes [Katusic e Col., 1991].

Ocorre mais comumente nas mulheres com uma relagdo de 1.7 com o sexo
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masculino. Esta incidéncia aumento com o passar da idade. A prevaléncia de
vida da neuralgia do trigémeo € de 0,7 casos por 1000 habitantes [MacDonald e
Col., 2000]. Pacientes sem um tratamento adequado apresentam dores graves
em mais de 50% dos casos. A gravidade das dores altera o humor, o
relacionamento interpessoal, atividades profissionais, sono e principalmente o
prazer em viver [Tolle e Col., 2006].

A apresentacgao clinica isolada sobre o primeiro ramo do trigémeo é a
forma menos prevalente (4%). A neuralgia do trigémeo atinge mais o segundo
ramo do trigémeo (17%) e o terceiro ramo do trigémeo (15%). As associagdes
entre varios ramos tornam esta doenga mais importante: segundo e terceiros
ramos (32%); primeiro e segundo ramos (14%) os trés ramos (17%) [Rozen TD.,
2004]. A neuralgia do trigémeo pode ser idiopatica (causas desconhecidas ou
compressao do nervo por algas vasculares ao nivel da entrada do nervo na
ponte) ou sintomatica [Classificagéo Internacional das Cefaléias e Disordens 2004]. O
diagndstico etiolégico das formas secundarias € extenso e incluem processos
expansivos tumorais, infecciosos, infiltrativos, desmielinizantes, genéticos,
vasculares e traumaticos [van Kleef e Col., 2009].

Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos com a neuralgia do trigémeo
podem ser explicados por diferentes teorias sendo que mais de 20 foram
propostas [Devor M., 2001]. Na forma idiopatica o principal achado é a
compress&o vascular ao nivel da entrada da raiz no tronco cerebral (ponte). A
compressado vascular sobre a raiz nervosa produz uma perda de mielina
(desmielinizagdo axonal) com um aglomerado astrocitario ao redor da lesao,
seguidos de graus variados de remielinizagao [Love S e Coakham HB, 2001]. Estas
alteragdes irdo produzir uma geragdo anormal de impulsos nociceptivos
(impulsos ectépicos gerados a partir dos axénios desmielinizados) [Smith CP e
McDonald WI, 1982]. Nas formas secundarias a processos compressivos tumorais,
infiltrativos e desmielinizante o0s mecanismos fisiopatolégicos estao
relacionados com processos compressivos € ou lesdes do fluxo axoplasmatico
dependendo da etiologia relacionada [Love S e Coakham HB, 2001].

O tratamento para neuralgia do trigémeo consiste de: tratamento
farmacoldégico (medicamentosos via oral) e tratamento intervencionista

(procedimentos cirurgicos). Conforme o consenso da Academia Americana de
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Neurologia e da Sociedade de Neurologia da Federagdo Européia para o
tratamento da neuralgia do trigémeo sdo considerados drogas de primeira linha
[Cruccu e Col., 2008]: carbamazepina (200 a 1200mg) [Campbell e Col., 1966; Davis EH,
1966; Kilian JM e Fromm GH, 1968; Nicol CF, 1969]; oxacarbamazepina (600 a
1800mg) [Beydoun A, 2000]. Drogas de segunda escolha incluem: Baclofeno (5 a
10mg) [Fromm e Col., 1984]; lamotrigina 400mg [Zakrzewska e Col., 1997]; pimozide (1
a 4mg) [Lechin e Col., 1989]; tocainide [Lindstrom P e Lindblom U, 1987]. Muitos
pacientes n&o toleram doses mais elevadas destas drogas por produzirem
efeitos colaterais como tontura, nauseas e sedacao.

O tratamento cirurgico da NT esta indicado nos casos de refratariedade
ao tratamento clinico [Cruccu e Col., 2008]. As opg¢des cirurgicas incluem: 1-
Bloqueio ou destruigédo distal do nervo trigémeo [Bittar GT e Graff-Radford SB, 1993;
Stajcic e Col., 1990]; 2- Rizotomia percutdnea quimica [Hakanson S., 1981] ou
mecanica [Mullan S e Lichtor T, 1983]; 3- Cirurgia pela técnica de “Gama Knife”
[Fickinger e Col., 2001; Maesawa e Col., 2001; Petit e Col., 2003 ] € 4- Descompressao
microvascular [Piatt JH Jr e Wilkins RH., 1984; Barker e Col., 1996; Broggi e Col., 2000].

O tratamento farmacologico oral atua nos mecanismos fisiopatologicos
reduzindo a hiperatividade neural (reduz os focos ectépicos gerados pela
lesdo), mas nao atua na etiologia da doenca. O tratamento intervencionista
atua na etiologia da doenga podendo produzir destruicdo das estruturas
periféricas e ou centrais (dependendo da técnica utilizada). Entre estas duas
opcoes terapéuticas existem o0s procedimentos de desensibilizacido

farmacoldgica (Ver adiante o paragrafo de toxina-botulinica).

1.1.1 NEURALGIA DO TRIGEMEO (NT) E MODELOS
EXPERIMENTAIS.

O desenvolvimento de um modelo experimental a partir da constricao do
nervo infra-orbital em animais permitiu um entendimento melhor da

fisiopatologia e farmacologia terapéutica na neuralgia do trigémeo (NT) [Vos e
Maciewicz 1991].
Em roedores o nervo infra-orbital € predominantemente sensitivo e

corresponde a quase toda divisdo maxilar do trigémeo (é o grande responsavel

pela inervagcdo das vibrissas, sendo que cada vibrissa € inervada por fibra
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unica) [Greene EC, 1955; Brodal A, 1981 ] (Figura 9). Ele é formado por 18 a 25
feixes nervosos, os quais contém aproximadamente 20.000 fibras mielinizadas

e 13.000 fibras ndao mielinizadas [Jacquin e cols. 1984].

Local do bloqueio com toxina
hotulinica

Figura 9 Anatomia do nervo infra-orbital e sua distribuicao somatotdpica.

Modelos experimentais utilizando constricdo crénica do nervo infra-
orbital induziram hipernocicepg¢ao a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos
(formalina) [Anderson e cols. 1997, Imamura e cols. 1997, Vos e cols. 1994]. Neste
modelo os principais achados incluem degeneracgao parcial do nervo associada
com desenervacao, processo inflamatorio perineural e formacdo de neuroma.
Estudos mais complexos relacionados com a fisiopatologia foram
principalmente desenvolvidos em modelos de constricdo a nervos espinhais
[Lekan e cols. 1996, Wiesenfeld-Hallin e Xu 1996, Woolf e cols. 1995]. A principal diferenca
entre o nervo trigémeo e o0s nervos espinhais esta relacionada com o
“brotamento” de fibras nervosas simpaticas ao redor dos ganglios espinhais, e
presenca de atividade simpatica e parasimpatica espontanea,

significativamente menor em ramos do nervo trigémeo (nervo mental) [Benoliel e
cols., 2001, Bongenhielm e col., 1999, Grelik e cols., 2005; Tal e Devor, 1992].
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1.1.2 - FISIOPATOLOGIA DA DOR NEUROPATICA E NEURALGIA
DO TRIGEMEO:

Em condigdes fisioldgicas a eletrogénese do nervo trigémeo ocorre nas
terminagdes sensoriais da pele e de outros tecidos inervados apds uma
estimulacdo sensorial adequada [Devor M, 2006]. Na dor neuropatica a
eletrogénese (impulsos elétricos) ira originar-se em sitios ectdpicos (n&o
fisiolégicos) mantendo um estado de hipersensibilizacdo central [Devor M, 2005].
A hiperexcitabilidade da fibra lesada nao ocorre por agao sinaptica (excesso de
sinapses) [Devor M, 2005, ela ira originar-se de um aumento das propriedades
eletrogénicas intrinseca da membrana neural [Devor M, 2005]. Dentro desta
hiperexcitabilidade da membrana neural os canais de Na® ocupam papel
importante [Devor M, 2005]. Estes conceitos esclarecem porque na neuralgia do
trigémeo, drogas que reduzem a atividade sinaptica (inibidores do glutamato,
por exemplo) sdo pouco efetivas, entretanto drogas que promovem uma
estabilidade da membrana neuronal (carbamazepina, por exemplo) sé&o
altamente eficazes [Devor M, 2006; Caterrall WA, 1987].

Lesbes sobre os nervos periféricos, ganglio e raizes podem gerar a dor
neuropatica trigeminal (traumaticas, vascular, metabdlica, bacteriana, infecgdes
virais, inflamacéo, autoimune, radiagcédo ionizante, anormalidades genéticas e
neurotoxinas) [Devor M, 2006]. A lesdo neuronal ira promover uma
desmielinizagdo e axoniopatia alterando desta forma o transporte
axoplasmatico e a atividade metabdlica do axénio (axoniotomia) [Devor M., 2006].
Estas alteragdes irdo gerar um remodelamento elétrico intrinseco da membrana
celular. Como a eletrogenese ¢ uma fungdo dos canais de Na’, quando os
mesmos estdo em repouso o0s canais se fecham, durante um estimulo
periférico os canais de Na* abrem permitindo o fluxo deste ion para o interior
da célula gerando potenciais elétricos para a despolarizagdo das mesmas
[Devor M., 2006]. Para a repolarizacdo das células ocorre um fechamento dos
canais de Na* e abertura dos canais de K.

A capacidade de uma les&do neuronal trigeminal iniciar um foco ectépico,
e manté-lo até produzir hipersensibilizacdo cortical dependera da quantidade
de canais de Na’ expressos [Devor M., 2006]. Axoniotomia (ou bloqueio do

transporte e das fungbes axonioplasmaticas) induz um acumulo local de
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vesiculas axonioplasmaticas carregadas de canais de sodio aumentando a
densidade de canais no local da injuria e alterando a este nivel as
caracteristicas eletrogénicas da fibra do nervo trigémeo [Devor M., 2006]. Um
processo de desmielinizacdo sem axoniotomia pode também induzir um
remodelamento da membrana celular [Devor M., 2006]. Em modelos animais e em
humanos com dor neuropatica crénica, associados com desmielinizagdo ou
com axoniotomia a expressdo aumentada dos canais de Na s&o os achados
predominantes [Kretschmer e Col., 2002]. Outras moléculas geradoras de
excitabilidade neuronal podem acumular-se gerando aumento da sensibilidade
a estimulos: mecanicos (Von-Frey teste); térmicos (teste do — 20 graus Celsius)
e a outros agentes quimicos (teste da formalina 2,5%) [Devor M, 2006].

A membrana axonal, em condi¢cdes normais de mielinizagdo, contém
uma quantidade baixa de canais de Na® presumidamente porque a mielina
impede esta insercédo [Devor M., 2006]. Durante o processo de desmielinizagao,
rebotamento axonal e de formagdo de novos terminais axoplasmaticos esta
supress&o € inibida havendo insergdo de um grande nimero dos canais de Na*
[Devor M, 2006].

Para que um estimulo térmico (frio) possa gerar um potencial de agao e
consequente propagacgao para o sistema nervoso central existe a necessidade
que os canais de sodio voltagem dependente sejam ativados [Zimemermann K e
Col., 2007]. A cinética destes canais, podem ser rapida (Na,1.7) ou lenta (Na,1.8
e Na,1.9) [Akopian AN e Col., 1996; Brock JA e Col., 1998]. Os canais de Na' com
cinética rapida sao bloqueados pela tetrodotoxina (TTX) e os canais lentos
(Na,1.8 e Na,1.9) nao sofrem este bloqueio [Akopian AN e Col., 1996]. O Nav1.8 é
expresso exclusivamente em neurdnios sensoriais (nervo trigémeo sensorial,
por exemplo) com um alto limiar de ativagdo, sendo o unico capaz de gerar
potenciais de agao na presenca do TTX [Brock JA e Col., 1998; Zimmermann K e Col.,
2007]. Em ratos as fibras do tipo C expostas a TTX ndo respondem a estimulos
térmicos (superior a 30°C), entretanto mantém resposta a estimulos térmicos
(baixas temperaturas) sugerindo que os estimulos térmicos a baixas
temperaturas sdo mediados pelos receptores Na,1.8 [Blair NT e Bean BP., 2002;
Zimmermann K e Col., 2007]. Os receptores de canais de K+ (TREK 1, TREK 2 e
TRAAK), quando reduzem sua atividade, geram desequilibrio idnico intracelular
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potencializando a eletrogénese na axoniotomia (TREK 1, TREK 2 e TRAAK)
[Yamamoto e Col., 2009] .

Potenciais elétricos sensoriais periféricos sdo integrados ao sistema
nervoso central a partir de mecanismos moleculares transitérios induzidos por
diferentes estimulos periféricos. Estes mecanismos de integragdo sdo também
gerados por potenciais receptores transitorios (TRP) [ Jhaveri e cols. 2005, Walker e
cols. 2003]. De acordo com o agente desencadeador, diferentes receptores
transitorios serdo ativados: TRPV1 (receptor quimico, capsaicina) [Holzer 1991,
Hiura, 2000]; endocabindides e produtos da lipoxigenase [Caterina e Col., 1997;
Zygmnt e Col., 1999; Hwang e Col., 2000; Smart e Col., 2000]; bradicinina e fator de
crescimento neural [Chuang e Col., 2001] e térmico (frio — 170C) potencial receptor
transitorio a anquirina-1 (TRPA1) [Davis e Pope 2002; Story e cols., 2003]. O TRPV;4
e TRPA; sdo expressos nas fibras trigeminais de pequeno didmetro (fibras do
tipo C) [Kobayashi e cols., 2005, Story e cols., 2003]. Na neuralgia do trigémeo o

TRPA: medeia a hiperalgesia ao frio [ Breese e cols., 2005, Jhaveri e cols., 2005, Karai
e cols., 2004, Obata e cols., 2004].
A participacado dos potenciais receptores transitérios (TRPA1 e TRPV1)

na nocicepgao trigeminal tem sido comprovada também em outros estudos

[McKemy DD e Col., 2002; Nagata K e Col., 2005; Kobayashi K e Col., 2005; Damann N e
Col., 2006; Liu L e Col., 2007; Bang S e Col., 2007; Taylor-Clark TE e Col., 2008; Meseguer V e
Col., 2008; Bessac BF e Col., 2008; Karashima Y e Col., 2008; Takahashi N e Col., 2008; Roy
e Col., 2009; Salas e Col., 2009; Karashima e Col., 2009].

1.2 - TOXINA BOTULINICA:

1.2.1 — HISTORIA DA TOXINA BOTULINICA:

Relatos clinicos do final do século 18 descreveram morte apods a
utilizacdo de derivados de carne ou salsichas [Grisser 1986]. Clinicamente estes
pacientes apresentavam midriase e paralisia muscular progressiva o que
motivou um primeiro diagndstico como sendo intoxicagdo por atropina. Em
julho de 1802 o reinado de Stuttgart publicou um alerta dos perigos do
consumo deste tipo de alimento. Em agosto de 1811 o departamento interno do

reino de Wairttemberg alertou os seus suditos quanto aos riscos destes
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alimentos chamando pela primeira vez como “sausage poisoning” atribuindo
estes sintomas ao acido hidrocianico ou acido prussico.

O médio alemao Justinus Kerner em 1817 relatou o seu primeiro caso de
intoxicagao alimentar fatal [Kerner 1817]. Em 1820 Kerner apds observacao de
outros casos publicou sua primeira monografia (sausage poisoning) no qual
sumarizou a observacao de 76 casos utilizando pela primeira vez a expressao
botulismo [Kerner 1820]. Em 1822 Kerner publicou 155 casos sugerindo que o
veneno das salsichas era causado pelo botulismo [Kerner 1822]. A tese
apresentava uma descricdo apurada dos sintomas musculares e detalhes
clinicos dos disturbios autonémicos, ocorrendo no botulismo: midriase; reducao
da produgdo do lacrimejamento; diminuigdo da producdo das glandulas
salivares; paralisia da bexiga e do trato gastrointestinal. Kerner apds estes
estudos concluiu que: 1- o veneno das salsichas desenvolvia-se em salsichas
estragadas e em condigdes anaerdbicas; 2- a toxina atuava sobre os nervos
motores e sobre o sistema autondmico; 3- a toxina era forte e letal. No oitavo
capitulo de sua monografia [Kerner 1822] ele especulou sobre a utilizagdo desta
toxina com o propdsito terapéutico (Pequenas doses desta toxina s&o uteis em
situagdes patoldgicas de hiperexcitabilidade do sistema nervoso). Por todos
estes achados o botulismo foi também conhecido como “Desordem de Kerner”.
O termo botulismo (do lat. botulus, i /chourico, morcela, salsicha) introduzida na
metade do século 19 refere-se ao veneno originado da salsicha e ndo a
aparéncia de uma salsicha que apresenta o bacilo [Torrens 1998].

Em dezembro de 1895, em um pequeno vilarejo Belga (Ellezelles)
durante um funeral, presunto defumado foi servido aos convidados. Destes, 34
desenvolveram sintomas como midriase, diplopia, disfagia, disartria e paralisia
muscular progressiva. Dez pacientes morreram. O microbiologista Emile Pierre
Marie van Ermengem da Universidade de Ghent conduziu a investigagcao
destes casos [Devriese 1999]. Van Ermengem foi o primeiro a correlacionar o
envenenamento por salsicha com um microorganismo anaerobico que foi
encontrado no presunto ingerido durante aquele funeral. Van Ermengem
chamou esta toxina como “Bacillus botulinus” estes achados foram publicados

em um jornal alemao de microbiologia em 1897 e republicado para o Inglés em
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1979. Este patdégeno foi nomeado nesta ocasido de “Clostridium botulinum” [van
Ermengem 1987].

Em 1919 Georgina Burke identificou dois tipos sorolégicos do
Clostridium botulinum (tipo A e tipo B) [Burke 1919]. Os outros subtipos foram
identificados nos proximos anos. Em 1949 Burgen descobriu que a toxina
botulinica bloqueava a secreg¢do de acetilcolina na jungdo neuromuscular
[Burgen e cols. 1949]. Em 1992 Giampetro Schiavo e colaboradores descobriram
que o tétano e a toxina botulinica sdo metaloproteases e que possuem acao

especifica sobre a proteina SNARE [Schiavo e cols. 1992].

1.2.2 MICROBIOLOGIA DA TOXINA BOTULINICA:

A neurotoxina botulinica (NTBo) € a mais potente toxina bioldgica
conhecida pelo homem [Smith e cols.,2002]. Ela é responsavel por uma grande
variedade de doencgas associadas a alimentagao, conhecidas como botulismo,
sendo que a dose letal é de 10° g/Kg do peso corpéreo [Gill 1982]. A
administracao de doses terapéuticas tem sido utilizadas para o tratamento de
desordens neuromusculares incluindo a distonia e espasticidade.

A Dbactéria gram-positiva, Clostridium botulinum, produz sete
neurotoxinas designadas como: A, B, C1, D, E, F e G. As toxinas botulinicas
sao sintetizadas como cadeia simples de polipeptidios com uma massa
molecular aproximada de 150 kDa [Aoki 2003]. Quando isoladas em culturas de
bactérias as NTB0’s sdo complexos macromoleculares variando o seu peso
molecular de 300-kDa até 900-kDa, constituindo-se de moléculas de exotoxina
com 150-KDa e o restante de proteinas nao toxinas [Brin 1997]. Estas proteinas
estdo envolvidas dentro do trafego vesicular e na fusdao com alvos de
membrana dentro das células. A NTBo-A e a neurotoxina botulinica do tipo E
NTBo-E quebram a proteina SNAP-25 [Rosetto e cols. 2002]. A proteina SNAP-25
€ fundamental para a formacédo do complexo SNARE.

O complexo SNARE é uma estrutura protéica celular que conecta
vesiculas contentoras dos neurotransmissores com a superficie celular e sua

subsequente liberacao (Figura 10).
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Complexo Formado
Proteinas SNARE

Sinaptobrevim!

Sintaxim
- SNAP-25
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Figura 10 - Formacao do complexo SNARE a partir das trés

proteinas basicas: sinaptobrevim; SNAP-25 e Sintaxim.
Formagao da exocitose e liberagao dos neurotransmissores.
* (Figura realizada pela pintora Beatrice Bellini — Roma —

Italia, utilizando informagdes da literatura médica)

O mecanismo de acdo da NTBo sobre a liberagdo dos
neurotransmissores estao relacionados com a alteragdo da fungao protéica
intracelular atuando sobre trés alvos: 1- Proteina Sinaptossomal com peso
molecular de 25KDa (SNAP-25); 2- Proteina de membrana associada a
vesiculas (VAMP) ou também conhecida como sinaptobrevim; 3- Sintaxim.
Estas trés proteinas associam-se formando um complexo ternario. A proteina
SNAP ira ligar-se aos receptores de membrana (SNAREs). O complexo
SNARE atua como fungdo essencial dentro da exocitose por conectar as
membranas vesiculares a membrana plasmatica possibilitando desta maneira a

exocitose dos neurotransmissores. A NTBo impede esta formacé&o (Figura 11)
[McMahon e cols.1992].
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Figura 11 - Interiorizagdo da neurotoxina botulinica e seu efeito

inibidor sobre o complexo SNARE incapacitando a liberacdo dos
neurotransmissores.
* (Figura realizada pela pintora Beatrice Bellini — Roma - ltalia,

utilizando informagdes da literatura médica)

1.2.3- TOXINA BOTULINICA E NEUROTRANSMISSORES:

A neurotoxina botulinica do tipo A (NTBo-A) inibe a secregédo exocitotica
da acetilcolina ao nivel dos terminais nervosos motores [Simpson 1981], uma
propriedade util no tratamento de muitas condigdes patoldgicas que envolvem
uma excessiva contragdo muscular [Jankovic 2004]. As primeiras observacdes
mostraram que a NTBo-A promovia uma redugdo na dor em pacientes
portadores de distonia muito antes que estes musculos apresentassem
qualquer grau de relaxamento sugerindo que a mesma poderia ter efeito sobre
outros sitios além dos ja relatados ao nivel da jungdo neuromuscular. Alem de
inibir a liberagcdo da acetilcolina ela pode também inibir a secre¢cao de outros
neurotransmissores como a norepinefrina [Bigalke e cols. 1981], substancia P
[Welch e cols. 2000], Peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) [Chuang

e cols. 2004, Durham e cols. 2004] € glutamato [Cui e cols. 2004].

29



Introdugao

1.2.4 — INDICACOES MEDICAS DA TOXINA BOTULINICA:

Os primeiros relatos da utilizacdo da NTBo/A ocorreram em pacientes
voluntarios sadios e em pacientes portadores de estrabismo em 1977 [Scott
1979]. Foi inicialmente aprovada pelo FDA em 1989 na indicacdo para
blefaroespasmo e para estrabismo [Ting e Freiman 2004].

A aplicagdo da NTBo-A tem sido sugerida no tratamento da rinite
alérgica [Kim e cols.1998, Wen e cols.,2004], hiper-hidrose em regiao axilar, palmar e
em sola dos pés [Odderson 1998], prurido em pacientes portadores de liquen
simples crdnico [Heckmann e cols,2002], blefaroespasmo, espasmos hemifaciais,
distonia cervical, distonias em extremidades focais superior e inferior, distonia
laringea, tics motores e tremor essencial em extremidade superior [Simpson e
cols. 2008]. A NTBo-A mostra boa indicagdo na espasticidade [Simpson e cols.
2008-B], indicagdes estéticas [Lowe 2007], gastrointestinais (fissura anal) [Sileri e
cols. 2007] obesidade maligna [Garcia-Compean e Maldonado 2008] e urologicas

(dissenergia esfinteriana) [Karsenty e cols. 2006].

1.2.5 - O EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA TOXINA BOTULINICA.

1.2.5.1 - RECEPTORES VANILOIDES (TRPV1) E TOXINA
BOTULINICA

O TRPV1 & um receptor transitorio de potencial de canais, cuja estrutura
assemelha-se a familia dos canais de voltagem dependentes portdo potassio e
portdo nucleotideo ciclico. O TRPV1 & encontrado nos nociceptores que
participam da transducdo de estimulos quimicos e térmicos nos terminais
nervosos sensoriais dentro do tecido periférico [Caterina e Julius 2001].

O TRPV1 esta associado com proteinas Syt IX e Snapin que sdo dois
componentes do SNARE exocitose dependente em células excitaveis. Estas
interacbes fazem com que os receptores de TRPV1, que estdo localizados
dentro de membranas citoplasmaticas, sejam translocadas para a superficie
celular, formem canais e promovam alteragdes iGnicas (calcio dependentes)
entre o meio intracelular e extracelular; em decorréncia disto os receptores
TRPV1 sédo conhecidos como pockets (bolsos) de transporte citoplasmatico

[Nakara e cols. 1997, Nakata e cols. 1998] (Figura 12).
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Figura 12 - Mecanismos envolvidos na expressdo dos
receptores do TRPV1 em resposta a estimulos nociceptivos.

* (Figura realizada pela pintora Beatrice Bellini — Roma - ltalia,

utilizando informagdes da literatura médica)

Como o TRPV1 é um receptor de calcio e tempo dependente, possui um
estado refratario de longa duracdo, no qual os receptores ndao respondem a
estimulos vanildides e outros estimulos [Julius e Basbaum 2001]. A acdo dos
canais de TRPV1 é hiper-estimulada por mediadores inflamatérios através da
ativacdo da fosfolipase C, proteina quinase A (PKA) e proteina quinase C
(PKC) [Premkumar e Ahern 2000].

O aumento da expressdo do TRPV1 dentro dos nociceptores periféricos
€ importante para manutencéo dos estados de hiperalgesia inflamatoria [Amaya
e cols. 2003, Ji e cols. 2002]. Desta maneira a NTBo-A bloqueia a translocagcao de
membrana dos receptores do TRPV1 induzidas pela PKC impedindo a ativagao

destes receptores [Palao e cols.,2004] (Figura 13).
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Figura 13 - Acdo da NTBo-A sobre a expresséo dos receptores
TRPV1.0 bloqueio da expressao dos receptores TRPV1 impede
a sensibilizacdo dos nociceptores periféricos.(Figura realizada
pela pintora Beatrice Bellini — Roma - lItalia, utilizando

informacdes da literatura médica)

1.2.5.2 - EXPRESSAO DO TRPV1 NO SISTEMA NOCICEPTIVO
TRIGEMINAL.

Lesbes experimentais sobre o ramo mandibular do nervo trigémeo
produzem uma expressao do TRPV1. Esta expressao retorna ao normal
aproximadamente 60 dias apds a injuria inicial [Kim e cols. 2008]. Aplicagdo de
Oleo de turpentina sobre a face de ratos reduziu significativamente os limiares
de percepgao térmica do primeiro até o décimo quarto dia. A expressao dos
receptores do TRPV1 no ganglio do trigémeo e perifericamente foram
significativamente maiores desde o primeiro até o 14 0 dia pos injuria, sendo o
pico no sétimo dia. As fibras mais afetadas foram as de pequeno calibre
(desmielinizadas ou fibras do tipo C) e de médio calibre (pouco mielinizadas ou

fibras A-delta). As regides do nucleo caudal mais afetadas foram a lamina | e
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llo. A expressao dos receptores TRPV1 ira voltar ao normal somente 21 dias
apos [Pei e cols. 2007].

Lesbes sobre o nervo lingual (ramo do trigémeo) mostraram que a
expressao dos receptores do TRPV1 encontra-se aumentada perifericamente e
normais dentro do ganglio do trigémeo trés dias apds. Apos trés semanas a
expressao dos receptores do TRPV1 permanecem elevadas no local da leséo,
entretanto, a expressao dentro do ganglio do trigémeo agora se mostra
elevada. Trés meses ap0s, tanto a avaliagdo do sitio da lesdo como do génglio
a expressdo dos receptores de TRPV1 encontravam-se semelhantes aos
controles. O estudo sugere que lesdes sobre o nervo promovem um aumento
do transporte dos receptores de TRPV1 do corpo celular em direcédo aos
axoénios lesados que posteriormente € acompanhado por um aumento na

producdo do TRPV1 ao nivel do corpo celular (ganglio do trigémeo) [Biggs e cols.
2007].

1.3 - TESTE DA FORMALINA (TF):

1.3.1 — CONCEITOS BASICOS.

O teste da formalina (TF) realizado sobre a regido orofacial tem por
objetivo medir os processos nociceptivos dentro desta regido [Clavelou 1989]. A

resposta apos inje¢cdo subcutédnea de formalina € bifasica: A- Primeira fase,

precoce, fasica ou neurogénica, € uma fase de curta duragdo (0 a 3 minutos)
acompanhada de um periodo quiescente (sem respostas comportamentais)

com duracao média de 3-12 minutos; B- Segunda fase, tbnica, inflamatéria ou

tardia, inicia-se apos 12 minutos com duragcdo média de 30 minutos (Figura 14).
O volume de formalina utilizado é de 50ul em concentracédo de 2,5%. Para que
a formalina atinga o maximo de efeito deve ser injetada dentro do labio
superior, imediatamente lateral ao nariz, local de alta concentragcao de fibras
trigeminais [Raboisson e Dallel 2004] (Figura 6).

Apods a inoculagédo da formalina o animal tenta retirar a cabega seguida

por uma vocalizagdo. Quando o animal retorna ao recipiente de avaliagao apés
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um curto periodo de 15 a 30 segundos comega a demonstrar episodios
sustentados de cocar a face com as patas anteriores e eventualmente até com
as patas posteriores. Estes movimentos sao realizados pelas patas ipsilaterais
e contralaterais. Durante o teste os animais podem inclusive pular com suas
patas posteriores. O numero de segundos que o animal gasta cogando a area

injetada durante a fase | e fase Il € definida como o escore nociceptivo.

0-3min 12-

FIGURA 14 - LOCAL DE INJECAO DA FORMALINA E RESPOSTAS COMPORTAMENTAIS
BIFASICA DO ANIMAL: 1- FASE |; 2- PERIODO DE QUIESCENCIA; 3- FASE II.

Na tentativa de entender os sintomas clinicos, pesquisadores injetaram
sobre si mesmos a formalina observando as seguintes caracteristicas: Fase | -
Dor inicial aguda, em queimagéao, intensidade entre trés a cinco pontos na
escala visual analdgica de dor, duragao de até quatro ou cinco minutos; Fase I
— Periodo assintomatico, duragao até 12 minutos; Fase |l — Dor tipo pulsatil,
progressao em sua intensidade até 10 na escala visual analogica da dor,
duracdo de 30 a 60 minutos [Dubuisson e Dennis 1977]. O teste da formalina
orofacial representa um modelo de nocicepg¢ao cutanea persistente dentro da
regiao trigeminal. Este teste esta conectado com uma lesao tecidual, podendo
mimetizar em alguns aspectos uma dor aguda pos injuria no ser humano
(Figura 15).
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Figura 15 — Teste da formalina: 1- Inoculagdo da formalina com leséo

tecidual; 2- Ativacdo dos mastécitos; 3- Liberacdo de histamina e

serotonina; 4- Liberagao de substancia P e neuroquinina; 5- Ativagao dos

receptores do TRPA1; 6- Influxo de Calcio e Sddio; 7 — Ativacdo das
fibras do tipo C e A delta.

Este teste € induzido por um estimulo nociceptivo promovendo uma
resposta comportamental motora (movimentos de cogar ou lamber o local da
injuria). As vias que controlam esta resposta motora sao distintas das
nociceptivas [Wang e Redgrave 1997]. Uma vez que a nocicep¢do do animal é
avaliada indiretamente através da resposta motora, quando utilizamos este
modelo de dor orofacial devemos ter certeza que a droga utilizada nao
influencia a atividade motora. A nocicepgao induzida pela formalina € mediada
pela ativacdo direta dos receptores de TRPA1[McNamara e cols. 2007] € pela
secrecgao periférica de serotonina e histamina [Parada e cols. 2001] ao nivel das

fibras Ad e do tipo C localizadas proximas e distantes do local da inoculagao
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[Dickenson e Sullivan 1987, Raboisson e cols. 1991, Puig e Sorkin 1995, Clavelou e cols. 1995]
(Figura 15).

A estimulacdo destas fibras produz uma sensibilizacdo central e
periférica dos neurbnios do corno dorsal da medula espinhal, promovendo a
expressao da proteina c-Fos dentro do cordao espinhal [Tjolsen Alberge e cols.
1992]. Ela também produz um aumento da producédo da SP, imunoreatividade
do CGRP dentro do corno dorsal da medula espinhal [Calcutt e cols. 2000, Holland e
Goldestein 1990, Holland e Goldstein 1994, Honor e cols. 1999, Zhang e cols.1994]. O TF é
um modelo de dor inflamatdria [Dubuisson e Dennis 1977, Tjolsen e cols. 1992, Wheeler-
Aceto e cols. 1991]. A dor produzida pela primeira fase do TF é decorrente da
estimulacdo quimica sobre os nociceptores periféricos e a segunda fase
secundaria a hiperestimulagao central causada por mediadores inflamatdrios
(NK, SP, CGRP) produzidos durante a primeira fase ao nivel do cordao

espinhal (hipersensibilizagao central) [Cao e cols. 1998, Coderre e cols. 1990, Coderre

e cols. 1993, Dickenson e Sullivan 1987, Haley e cols.1990, Taylor e cols. 1995; Tjolsen e cols.
1992, Wheeler-Aceto e Cowan 1991].

A formalina produz um aumento na concentragdo da acetilcolina (Ach)
motivado pela redugcdo em sua reabsor¢cao [Honda e cols. 2000]. A formalina
produz um estimulo nocivo que é transferido para os interneurdnios
colinérgicos localizados no cordao espinhal via fibras do tipo C [Baber e cols.
1984, Todd e Spike 1993]. A liberacdo da SP produz também estimulos para a
secregao de acetilcolina dentro do corddo espinhal durante a fase Il do TF
[Yamamoto e Yaksh 1991]. Acetilcolina livre ira atuar sobre receptores muscarinicos
pré-sinapticos (M3) das fibras Gabaergicas induzindo a liberagédo do acido gaba
aminobutirico (GABA) [Baba e cols. 1998]. O GABA ira ativar os receptores pre-
sinapticos (GABA-B) das fibras glutamatérgicas inibindo desta maneira a
liberagdo do glutamato (Glu), neurotransmissor excitatério (algogénico) [Chery e
De Konick 2000, lyadomi e cols. 2000] (Figura 16). Injecao intratecal de inibidores da
acetilcolinesterase (neostigmine) aumenta os niveis de Ach circulantes no
cordao espinhal, inibindo somente a fase inflamatéria do TF [Bouaziz e cols. 1995,
Eisenach e Gebhart 1995, Honda e cols. 2000, Naguib e Yaksh 1997]. Outros estudos
mostraram que baixas doses de neostigmine podem inibir a fase neurogénica e

altas doses podem inibir ambas as fases [Prado e Gongalves 1997].
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Fibra do Tipo-C Fibra Colinérgica Fibra Gabaérgica Fibra Glutamatérgica
TF 9? i j | | :
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Figura 16 - Mecanismos envolvidos na neuromodulacdo nociceptiva ao nivel do
cordao dorsal espinhal: 1- Ativagao de nociceptores do tipo C apds TF; 2- Liberagao
da SP; 3-Ativacdo de interneurdnios colinérgicos com subseqliente liberacdo de
ACT,; 4-Estimulagcédo gabaérgica pela ACT liberando o GABA,; 5- Inibigdo gabaérgica
sobre a fibra glutamatérgica inibindo a liberagdo do glutamato. TF- Teste da

formalina, SP-substéncia P, Ach — acetilcolina; GABA- 4cido gamaaminobutirico

A formalina sobre a superficie plantar de ratos também produz uma
resposta bifasica em registros neurofisiolégicos sobre neurdnios do corno
dorsal da medula [Chapman e cols. 1994, Dickenson e Sullivan 1987, Pitcher e Henry
2002]. O pico da fase neurogénica ocorre através de uma intensa excitacdo dos
neurénios imediatamente apds o TF. Segue-se de interfase caracterizada por
uma baixa atividade dos neurbénios entre 10 e 20 minutos. Durante a fase
inflamatdria, uma excitagdo neuronal reinicia, com pico entre 35 a 45 minutos

apos TF.

1.3.2- FORMALINA, SUBSTANCIA P E ALTERACOES DE SEUS
RECEPTORES.

A SP é uma taquiquinina que ativa os receptores de neuroquinina (NK1)
com fungdes inflamatdrias e sensoriais. A SP é considerada como uma
importante mediadora das informacdes nociceptivas dentro do sistema nervoso
central [McCarson e Krause 1996, Otsuka e Yanagisawa 1987, Pernow 1983]. Terminais
nervosos contendo SP foram identificados no corno dorsal da medula [Yashpal e
colaboradores 1990; DeKoninck e cols. 1992] bem como receptores especificos para
NK1 [Radhakrishnan e Henry 1991]. Bloqueadores dos receptores de NK1 impedem
a nocicepgao induzida pela formalina [McCarson e Krause 1996, Radhakrishnan e

Henry 1991].
37



Introdugao

Apos a aplicacao da formalina sobre as patas de ratos observa-se um
aumento da expressao do gene dos receptores de NK1 ao nivel do cordao
dorsal da medula espinhal [McCarson e Krause 1996, Allen e cols. 2003]. Os niveis de
RNA mensageiro para o receptor do NK1 estdo elevados 24 horas apos o
teste. Este aumento ocorre pela ativacdo dos agonistas do NK1 e por um
aumento da atividade elétrica dentro da medula espinhal [Allen e cols. 2003].
Antagonistas dos receptores de NK1 bloqueiam a resposta nociceptiva e a

expresséo do gene do receptor NK1 apds o TF [McCarson e Krause 1995, McCarson
e Krause 1996, Otsuka 1987, Pernow 1983, Radhakrishnan e Henry 1991].
A formalina também induz alteragdes nos receptores de serotonina,

histamina e TRPA1 [McNamara e cols. 2007]. Estas alteragdes promovem
liberacdo de substadncia P com ativacdo secundaria dos receptores para
neurocinina. Todas estas alteragdes irdo induzir a fase neurogénica e
posteriormente alteragdes na produgdo de glutamato, GABA, acetilcolina,

CGRP levando a uma hipersensibilizagédo central (figura 7).

1.3.3 — TOXINA BOTULINICA E TESTE DA FORMALINA.
Administracdo subcutanea de NTBo-A inibe a dor inflamatéria induzida
pela formalina em modelos experimentais [Cui e cols. 2004]. Esta resposta ocorre
pela reducdo na liberagdo de neurotransmissores periféricos [Cui e cols. 2002]. A
expressao da proteina C-fos apresenta importante reducdo apds o tratamento

utilizando a NTBo-A quando comparado com grupo controle (solugéo salina)
[Cui e cols. 2004].

Avaliacdo neurofisiolédgica com registro extracelular de neurdnios de
campo receptivo amplo (WDR) do corno dorsal da medula mostraram uma
importante redugdo na excitagdo neuronal durante a fase inflamatoria
chegando até uma inibicdo de até 93% desta atividade apds a utilizagdo de
NTBo-A 15 ou 30 U/Kg quando comparados com os animais tratados com soro

fisioldgico [Aoki 2005]. A figura 17 resume os efeitos da NTBo-A sobre o TF.
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1.3.4 — TOXINA BOTULINICA — GLUTAMATO E TESTE DA

FORMALINA.

A liberacgao do glutamato estimula localmente os nociceptores através da

ativacdo dos receptores periféricos aferentes [Coggeshall e Carlton 1998]. A
aplicagado exdgena de glutamato induz comportamentos nociceptivos tanto em
animais como em seres humanos [Svensson e cols. 2003, Zhou e cols.1996] €
secundariamente um aumento no numero de receptores dentro dos terminais
nociceptivos periféricos [Carlton e Coggeshall 1999]. E provavel que a NTBo-A
atenue a dor inflamatéria no modelo de formalina 2,5% por reduzir a liberagao

do glutamato [Cui e cols.,2004].
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Desde que a segunda fase do TF é mantida por aferéncias periféricas e
ou sensibilizagado central originadas da fase neurogénica [Abbadie e cols. 1997,
Coderre e cols.1990, Dickenson e Sullivan 1987, Puig e Sorkin 1996, Taylor e cols. 1995], €
possivel atribuir-se o efeito antinociceptivo da NTBo-A como decorrente da
capacidade em inibir a sensibilizacdo periférica e indiretamente inibir a

sensibilizagao central [Cui e cols. 2004] .

1.4 — MODELO DE CONSTRICAO DO NERVO
INFRA-ORBITAL
1.4.1 — CONSIDERACOES:

A constricdo do nervo infra-orbital foi proposta como um modelo para o
estudo da dor neuropatica trigeminal [Vos e Macievicz. 1991]. Estudos
demonstraram que animais submetidos a este procedimento apresentavam
aumento do tempo de “grooming” (friccdo) facial espontaneo do 1° ao 15° dia
apos a cirurgia, seguido de alodinia mecanica bilateral, a qual persistia por pelo
menos 130 dias [Vos e cols., 1994].

Estudos eletrofisiolégicos demonstraram alteragdes em nucleos do talamo
e regides do coértex somatosensorial apds estes procedimentos [Benoist e cols.
1999, Vos e cols. 2000]. Em adicdo, um aumento de aproximadamente 50% no
campo receptivo dos neurdnios do lado intacto da face também foi observado
apos a constricao do nervo infra-orbital [Vos e cols. 2000]. Estes achados sao
interpretados pela projecdo do ganglio do trigémeo para ambos os lados do
bulbo e do nucleo do trato espinhal. Desta maneira, estimulagéo unilateral do
ganglio do trigémeo ativa neurénios tanto no subnucleo caudal ipsilateral como
contralateral [Ingvardsen e cols. 1997, Jacquin e cols. 1990, Pfaller e Arvidsson 1988].

A constricdo do nervo infra-orbital de ratos induz hipernocicepg¢ao
orofacial bilateral ao calor, embora muito menos proeminente no lado nao
operado, a qual persiste por até 12 dias apds a cirurgia [Imamura e cols.1997]. A
hipernocicepgao pode, entretanto ocorrer somente de forma unilateral
mantendo o restante do padrao [Chichorro e cols. 2006]. A hipernocicepg¢ao ao frio
ocorre paralelamente ao calor. O emprego de um estimulo térmico frio neste
modelo é importante, primeiro porque o frio pode desencadear episodios de dor

em pacientes com neuralgia do trigémeo, e em segundo lugar, porque, embora
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nao tdo comum quanto alodinia mecéanica, a hiperalgesia ao frio também é
observada nesta condigao [Mathews e Scrivani, 2000; Scrivani e cols., 2005].

Em modelos prévios [Vos e Macievicz 1991], 0 acesso ao nervo infra-orbital
e feito pela 6rbita, através do afastamento do globo ocular. Modelos de acesso
intra-oral [Anderson e cols. 2003, Imamura e cols.1997] e extra-oral [Chichorro e cols.
2006] também foram descritos. Estas duas ultimas opgdes de acesso cirurgico
parecem ser menos invasivas, visto que na primeira delas s6 foi observada
uma reducdo no ganho de peso dos animais constritos em relagdo aos falso-
operados nos primeiros dias apds a cirurgia, e na segunda nenhuma alteragéo
[Anderson e cols. 2003, Chichorro e cols. 2006, Imamura e cols.1997].

No entanto, diferencas expressivas sdo observadas quando
comparamos a origem do estimulo e o tipo de nervo (espinhal ou trigeminal).
Estudos demonstram que ratos comegcam a apresentar hipernocicepcao
mecanica ipsilateral quatro dias apds constricao do nervo ciatico, persistindo
por trés semanas [Tal e Bennett 1994]. A hipernocicepgcdo ao calor também é
precoce neste modelo, porém sua duragdo é bem mais prolongada (até dois
meses) [Bennett e Xie 1988], enquanto que ao frio foi detectada 30 dias apos a
lesdo, persistindo por mais 30 dias [Jasmin e cols.1998]. Estas diferengas reforcam
a idéia de que o processamento nociceptivo no sistema trigeminal, devido as
suas peculiaridades, pode diferir em diversos aspectos, daquele decorrente da

ativagao de nervos espinhais.

1.4.2 — FISIOPATOLOGIA DA HIPERNOCICEPCAO
TERMICA:

Existem diversas evidéncias de que fibras do tipo C constituem as
principais vias de transmissdo de estimulos térmicos nocivos. A
hipernocicepg¢do térmica (ao frio e ao calor) induzida por lesdo de nervos

periféricos € mediada principalmente por fibras sensiveis a capsaicina [Hao e
cols. 1996, Shir e cols.1990].
Existem dois tipos de receptores, presentes nas fibras do tipo C, que sao

responsaveis pela resposta aos estimulos ao calor e ao frio, TRPV1 e TRPA1
respectivamente. O TRPV1 € o principal mediador da hipernocicepg¢ao ao calor,

enquanto que o TRPA1 esta relacionado com a hiperalgesia ao frio [Bautista e
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cols. 2006, Kwan e cols. 2006]. Administragao de capsaicina, agonista de receptores
TRPV1, causa hipernocicepg¢ao ao calor em animais ndo operados, a qual é
abolida tanto pela deplegao de fibras C, quanto pela administracdo de
capsazepina [Chichorro e cols. 2006]. A icilina, agonista n&o seletivo de receptores
TRPA1, produz hipernocicep¢ao ao frio em animais ndo operados, a qual foi
prevenida pela depleg¢ao de fibras C [Chichorro e cols. 2006]. Embora a icilina nao
discrimine entre receptores TRPA1 e TRPMS8, dados recentes da literatura
mostram que apenas os receptores TRPA1 sao expressos por fibras sensiveis
a capsaicina. Eles contribuem para o desenvolvimento da hipernocicepgdao em
condicdes de dor inflamatdria e neuropatica [Katsura e cols. 2006, Obata e cols.
2005]. Os receptores TRPM8 sado expressos somente por fibras sensiveis ao
mentol [Kihn e cols., 2008]. A capsazepina reduz significativamente a
hipernocicepgao ao frio e ao calor em animais constritos [Chichorro e cols. 2006].

Receptores da familia TRP, possivelmente TRPV1 e TRPA1, presentes
nas fibras do tipo C, medeiam a hipernocicepgao térmica no sistema sensorial
trigeminal, e sugerem que antagonistas destes receptores apresentam
potencial terapéutico. A despeito das evidéncias de que a capsaicina e a icilina
ativam receptores distintos presentes em uma mesma subpopulacao de fibras,
a injecao de icilina no labio superior dos animais n&o induziu hipernocicepgéao
ao calor, assim como a injecéo local de capsaicina nao induziu hipernocicepgao
ao frio. De maneira analoga, a coadministracdo destas substéncias n&o
resultou em potencializagdo da hipernocicep¢ao ao frio [Chichorro e cols. 2006].
Uma das possibilidades para a auséncia de interagao entre a capsaicina e a
icilina diz respeito as diferencas entre as temperaturas necessarias a sua
ativacdo. Neste sentido, quando o TRPV1 €& exposto a capsaicina, o
rebaixamento da temperatura causada pelo estimulo frio, para valores abaixo
do limiar de ativagao, impede que o mesmo seja ativado. De modo analogo,
quando o TRPA1 €& exposto a icilina, o mesmo é inativado quando a
temperatura local é elevada acima do limiar de ativacdo deste receptor por
aplicagao de calor radiante. Além disso, estudos “in vitro” demonstraram que a
icilina ndo ativa células transfectadas com receptores TRPV1, enquanto que a
capsaicina nao ativa células que expressam heterologamente receptores
TRPA1 ou TRPMS [Story e cols. 2003].
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Adicionalmente, a icilina potencializa correntes evocadas pelo frio e
causa desensibilizacdo de receptores TRPM8 [Chuang e cols. 2004]. A
desensibilizacdo dos receptores TRPA1 s6 foi demonstrada em resposta a
exposi¢des repetidas ao frio e ao 6leo de mostarda [Story e cols. 2003].
Administragdes repetidas de icilina tornam os animais refratarios ao frio, o que
sugere uma possivel desensibilizagao do receptor [Chichorro e cols. 2006].

A hipernocicepg¢ao a estimulos térmicos, que é mediada por fibras do
tipo C, desenvolve-se mais rapidamente e sua redugdo coincide com o
surgimento da hipernocicepgdo mecanica. Animais cujas fibras do tipo C foram
depletadas por capsaicina apresentaram aumento significativo na sensibilidade
a estimulos térmicos pouco antes do desenvolvimento da hipernocicepgao
mecénica. Os mecanismos subjacentes a este fenbmeno ainda precisam ser
esclarecidos, contudo, pode-se sugerir que ele seja resultado do
remodelamento do sistema sensorial, o qual pode envolver alteracées
fenotipicas dos neurdnios, que passariam a expressar receptores de frio e
calor, ou a estabelecer novas conexdes sinapticas. E possivel, que o
desaparecimento da hipernocicepg¢ao térmica a partir do momento em que os
animais constritos passam a apresentar sensibilidade exacerbada ao estimulo
mecanico, seja decorrente de um mecanismo de protegcdo no qual o animal
evita responder a estimulagdo com frio ou calor com grooming facial, de modo
a nao estimular mecanicamente a area sensibilizada [Chichorro e cols. 2006].

Outra possibilidade para o decurso temporal ndo coincidente da
hipernocicepcado a estimulos mecanicos e térmicos também esta relacionada
aos tipos de fibras que transmitem estas informacdes sensoriais. No modelo de
dor neuropatica por ligagdo do nervo ciatico, foi demonstrado que o numero de
fibras C é reduzido a um ter¢co do normal, 5 a 14 dias apos a cirurgia [Sommer e
cols. 1993]. Resultados anteriores mostram que apds a constricdo do nervo infra-
orbital a lesdo do nervo induz a perda de fibras do tipo C [Chichorro e cols. 2006].
Imagens obtidas por microscopia confocal do ganglio do trigémeo no 4° dia
apés a constricdo do nervo infra-orbital mostram redugdo substancial da
imunorreatividade para 1B4, marcador de fibras C nao peptidérgicas. A perda

de fibras C poderia contribuir tanto para a reducao da sensibilidade a estimulos
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térmicos como para a auséncia da resposta de fase neurogénica a formalina, a

qual € mediada principalmente por este tipo de fibra [Pajot e cols. 2000].

1.4.3 — PADRAO COMPORTAMENTAL DO TESTE DO -20°C EM
ANIMAIS SUBMETIDOS A CONSTRICAO DO NERVO INFRA-
ORBITAL.

A aplicagcdo do spray de tetrafluoretano na face dos animais causa
reducdo imediata da temperatura da superficie cutanea de 29,9 + 0,2°C para
13,8 + 0,8°C, a qual, passados 2 min, retorna aos niveis basais. Em ratos
submetidos a constricao unilateral do nervo infra-orbital, a aplicagédo do spray
de tetrafluoretano induz hipernocicepgéo ao frio, que € significante a partir do
2° dia e persiste até o 12° dia apds a cirurgia. Este aumento na responsividade
ao frio s6 é observado no lado ipisilateral a constricdio e nao ¢é
significativamente diferente entre os animais dos grupos falso-operado e intacto

em nenhum dos periodos avaliados no lado contralateral [Chichorro e cols. 2006].

1.5 - EVIDENCIAS CLINICAS DA UTILIZACAO DA NTBO-A
NO CONTROLE DE SINDROMES DOLOROSAS
1.5.1- ENXAQUECA (MIGRANEA).

Evidéncias clinicas sugerem que a NTBo-A quando administrada sub-
cutaneamente, € uma droga efetiva e segura no tratamento profilatico da
migranea e da cefaléia cronica e diaria [ Barrientos e Chana 2003, Dodick e cols. 2005,
Mathew e cols. 2005, Silberstein e cols. 2000, Silberstein 2005]. A NTBo-A pode ser uma
droga ideal no tratamento profilatico, quando os pacientes apresentam uma
baixa aderéncia ao tratamento crénico e diario, baixa resposta clinica a outros
farmacos ou naqueles que ja apresentaram efeitos colaterais.

Estudos de longa duracado (até seis meses apds o bloqueio) mostraram
que a NTBo-A produz uma redugdo na duragdo das crises de migranea
melhorando o impacto sobre a qualidade de vida. O mesmo estudo nao
mostrou uma reducdo na frequéncia e na intensidade das crises quando
comparados ao grupo placebo [Cady e Schreiber 2008]. A comparagao entre
NTBo-A e divalproato de sédio mostrou respostas terapéuticas semelhantes.
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Os efeitos colaterais observados ao final de nove meses eram menores para o
grupo NTBo-A [Blumenfeld e cols. 2008].

A NTBo-A utilizada com aplicagdes multiplas (trés aplicacdes
intercaladas por periodos de trés meses) mostrou que a NTBo-A nao
demonstra efetividade terapéutica ou efeitos colaterais estatisticamente
significativos quando comparados com o grupo placebo (soro fisioldgico) [Aurora
e cols. 2007]. Metodologias semelhantes mostraram resultados muito préximos,
reforcando a pouca efetividade clinica da toxina botulinica quando avaliada 90
dias ou 120 dias apds a sua aplicacao [Elkind e cols. 2006, Relja e cols. 2007].

Os resultados terapéuticos sao distintos. Alguns trabalhos sugerem boa
resposta enquanto outros sugerem pouca efetividade [Jakubowski e cols. 2006].
Segundo eles os “bons pacientes” (bons respondedores) sdo aqueles que
apresentam migranea episédica com dores que se manifestam como pulsateis
de fora para dentro (imploding headaches) enquanto que os maus pacientes
(ndo respondem a toxina) sao os que manifestam cefaléia com caracteristicas
pulsateis de dentro para fora (exploding headaches) [Jakubowski e cols. 2006]. A
justificativa dos autores se baseia no fato que cefaléias centriptas se originam
de estruturas extracranianas enquanto as cefaléias centrifugas se originam de

estruturas intracranianas.

1.5.2 — CEFALEIA CRONICA E DIARIA E TOXINA BOTULINICA:

Em pacientes portadores de cefaléia crénica e diaria (mais de 15 dias com
dor de cabega ao més, no minimo trés meses) a utilizacdo de NTBo-A mostrou-
se efetiva quando comparada ao grupo controle (placebo), quando né&o
associado ao abuso de analgésicos [Freitag e cols. 2008, Menezes e cols. 2007].
Certos dados clinicos parecem ser relevantes: cefaléia unilateral e presencga de
alodinia [Mathew e cols. 2008]. A utilizagdo da toxina botulinica para o tratamento
das cefaléias cronicas e diarias (migranea crénica e cefaléia do tipo tensional
cronica) em seus diversos estudos mostrou resultados divergentes entre
satisfatorias e insatisfatorias. Estas discrepancias séo atribuidas principalmente
pelas dosagens, locais e tempo de aplicagdo diferente para cada estudo.

Novos estudos sugerem que cefaléia cronica diaria, sem abuso de analgésicos
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(migranea crénica) parece mostrar bons resultados apods a utilizagédo da NTBo-

A [Farinelli e cols. 2006, Freitag 2007].

1.5.3 — TOXINA BOTULINICA E OUTRAS SINDROMES DOLOROSAS
CRONICAS:

Pacientes portadores de neuropatias focais associadas a alodinia
mecénica apos tratamento intradérmico com NTBo-A apresentaram melhora
significativa da intensidade da dor e da presencga de alodinia [Ranoux e cols.,2008].
Relatos isolados da utilizagdo da NTBo-A na neuralgia pds-herpética [Huete e

Bermejo 2008] e dor lombar crénica também mostraram bons resultados [Jabbari
2008].

1.5.4 — TOXINA BOTULINICA E NEURALGIA DO TRIGEMEO:

A NTBo-A mostrou consisténcia no tratamento da neuralgia do trigémeo
Ela age como um elemento de desativagdo nociceptiva transitoria em
sindromes algicas. Uma vez que os pacientes com neuralgia do trigémeo
apresentaram melhora clinica aproximadamente duas semanas apds o
bloqueio e permaneceram com esta resposta somente quando mantidas as
drogas neuromoduladoras (carbamazepina ou amitriptilina) pudemos sugerir
que esta resposta inicial ocorreu por desensibilizagao nociceptiva [Piovesan e

cols. 2005]. Outros estudos demonstraram resultados semelhantes [Allam e cols.

2005, Bosca-Blasco e cols. 2006, Borodic e Acquadro 2002, Felicio e cols. 2007, Micheli e
cols. 2002, Turk e cols. 2005, Volcy e cols. 2006, Zufiga e cols. 2008].

1.6— CONSIDERACOES FINAIS:

Mais de cem anos ja se passaram desde os primeiros relatos do efeito
da toxina botulinica. A diferenga entre um veneno e um medicamento esta
em seu manejo. Este principio basico da medicina pode ser exemplificado
quando utilizamos a toxina botulinica. No transcorrer destes anos varias
indicagbes terapéuticas surgiram, sendo adequadamente comprovadas com

estudos clinicos controlados. Da mesma forma como aconteceu com a
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histéria da toxina botulinica, a indicagéo para as sindromes algicas, também
ainda permanece muito confusa.

Achados neuroquimicos comprovam que a toxina botulinica pode agir
sobre o trafego das vesiculas intracelulares e sobre o acoplamento ao nivel
da membrana celular citoplasmatica. Vesiculas estas, necessarias para a
manutencdo do transporte de neurotransmissores intracelulares e de
receptores de membrana utilizados para a génese e perpetuacdo da
nocicepc¢ao. Do ponto de vista pratico, muitas questdes ainda permanecem:
Quanto tempo a toxina botulinica levara para iniciar seus efeitos
antinociceptivos? Qual a duracédo dos efeitos antinociceptivos? Submeter
uma célula a exposicao repetitiva da toxina botulinica pode alterar seu
comportamento nociceptivo? A toxina botulinica pode atuar sobre a
resposta nociceptiva imediata e ou tardia? A toxina botulinica pode alterar

um estado de hipernocicepgio?
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Objetivos

2.1Determinar o efeito antinociceptivo (preventivo) da toxina botulinica do
tipo-A em um modelo de dor orofacial aguda induzida pela formalina
2.5%.

2.2Determinar o efeito antinociceptivo (analgésico) da toxina botulinica do

tipo-A em um modelo de dor orofacial crénica induzida pela constricao

do nervo infra-orbital.
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Materiais e Métodos

3.1 — INTRODUCAO:

Para este estudo utilizamos um modelo experimental animal,
prospectivo, intervencionista, cego, aplicando como droga ativa a toxina
botulinica do tipo A (NTBo-A) e como controle solu¢do salina isoténica 0,9%
(SSI). O estudo foi dividido em duas fases: Fase 1 — Avaliacdo do efeito das
drogas sobre um modelo de dor aguda gerada pelo teste da formalina (TF);
Fase 2 — Avaliagdo do efeito das drogas sobre um modelo de dor neuropatica
cronica gerada pelo teste da constricado do nervo infra-orbital (CNIO).

Na Fase 1 avaliou-se escores de dor através do TF; atividade motora
através do teste do campo aberto (CA); modelos preditivos de ansiedade, teste
do labirinto em cruz elevada (TLCE) e teste do campo claro versus escuro
(TCVE). Para a Fase 2 avaliou-se os escores de dor induzida por baixas

temperaturas, utilizando-se do Teste do menos 20° Celsius (-20°C).

3.2 — ANIMAIS, MICRO AMBIENTE, MACRO AMBIENTE E
CONDICOES NUTRICIONAIS:

Ratos do sexo masculino espécime Rattus norvegicus da linhagem
WISTAR, pesando entre 240 a 340 gramas (fase 1) e 120 a 200 gramas (fase
2) foram dispostos em caixas plasticas (média de quatro animais por caixa)
com dimensdes de 41x34x12 centimetros. Os animais ficaram acondicionados
em biotério situado no Setor de Ciéncias da Saude (Jardim Botanico —
Universidade Federal do Parana - UFPR). Os animais foram mantidos em
estantes ventiladas. A sala onde os animais foram acondicionados possui ciclo
luz-escuridao, regulado por “timer” (12 horas claro versus 12 horas escurid&o).
Os animais tiveram livre acesso a alimentagdao através de comedouros
suspensos. Para alimentagdo foi utilizado ragcdo marca NUVILAB CR1
(NUVITAL — Registro Ministério da Agricultura e Reforma Agraria, numero PR —
58033-00103) (Anexo 1). Os animais receberam agua de maneira livre durante
todo o periodo do estudo.

O ambiente de acondicionamento dos animais foi mantido com
temperatura de 22°C (utilizando-se de ar condicionado modelo Springer). O

fluxo de ar era continuamente renovado através de exaustor de teto, mantendo-
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se a umidade relativa do ar entre 50 a 55%. As caixas para o
acondicionamento dos animais foram preenchidas com cepilho de pinheiro com
uma espessura variando entre quatro a seis centimetros. O cepilho foi
esterilizado em autoclave no Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas. Trés
vezes por semana, todas as caixas eram adequadamente higienizadas e o

cepilho substituido.

3.3- ORIGEM E ADMISSAO DOS ANIMAIS:

Todos os animais deste estudo foram obtidos do Biotério Central do
Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR. As matrizes dos animais pesquisados
tinham sua procedéncia do Centro de Criagdo de Animais de Laboratério da
Fiocruz (CECAL - Rio de Janeiro).

Os animais quando adentraram ao laboratério foram pesados e
avaliados individualmente. A presenga de lesdes de pele, sangramentos e
feridas foram critérios de exclusdo. Os animais foram agrupados em séries de
quatro animais e acondicionados nos recipientes apropriados. As condi¢des
técnicas do biotério atendem as principais normas do programa de agao para

biotérios — infra-estrutura de biotérios no Brasil (www.anbio.org.br).

3.4-FASE1-MODELO EXPERIMENTAL DE DOR
AGUDA.
3.4.1 - RANDOMIZACAO DOS ANIMAIS:

Os animais foram divididos em dois grupos: Animais tratados com
Neurotoxina botulinica do tipo A (NTBo-A) aplicadas de forma subcutanea
(n=48) e animais tratados com solugéo salina isoténica 0,9% (SSI) aplicadas de
forma subcutédnea (n=47). Os grupos foram subdivididos de acordo com o
tempo de realizacido dos testes de formalina e do campo aberto apdés o
tratamento farmacologico: Subgrupo 24 horas; oito dias; 15 dias; 22 dias; 29

dias e 36 dias.

3.4.2- ETAPAS E MODELO DE ESTUDO.
O estudo teve trés periodos de “Run-in” e trés periodos de avaliagdes
(Figura 18). O periodo Run-in 1 teve uma duragao de 21 dias, que antecedeu o
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primeiro tratamento. O periodo Run-in 2 teve uma duragdo de sete dias e
antecedeu o segundo tratamento. O periodo Run-in 3 teve duragdo de sete
dias e antecedeu a eutanasia dos animais. A primeira avaliagao ocorreu apds o
primeiro tratamento farmacolégico. Os animais foram divididos em dois grupos
conforme a droga utilizada (NTBo-A ou SSI) e subdivididos em seis subgrupos
conforme o periodo de tempo em que os testes comportamentais foram
realizados apos este tratamento (teste da formalina e teste do campo aberto)
(Figura 18). A segunda avaliacdo foi realizada da mesma forma apos o
segundo tratamento. A terceira avaliagao foi realizada apés o periodo Run-in 3
e imediatamente anterior a eutanasia dos animais. Foram realizados os testes
comportamentais de ansiedade (teste do labirinto em cruz elevada e do campo

claro versus escuro) (Figura 18).

3.4.3 — Periodos Run-in:

O periodo Run-in 1 ocorreu como primeira intervencido observacional do
estudo, 21 dias antes do inicio do primeiro tratamento farmacoldgico, e tinha
como objetivo registrar alteragdes fisicas e ou comportamentais dos animais.
Este periodo também foi importante para que os animais se adaptassem ao
novo ambiente e atingissem peso corpéreo ideal para o inicio do estudo (250-
300 gramas). O periodo Run-in 2 tinha como objetivo observar alteragdes
fisicas ou outros achados comportamentais (motores ou psicogénicos). Este
periodo teve uma duracdo de sete dias e iniciou apos 35 dias do primeiro
tratamento. Avaliamos alteragdes sistémicas gerais, lesdes de pele, diarréia,
hiperemia de conjuntiva e vOmitos. Foram também avaliadas alteragdes
sistémicas motoras, paralisias em grupos musculares e mudanc¢a de marcha do
animal. A alteragc&o psicogénica avaliada foi a agressividade entre os animais.
Considerou-se como padrao de referéncia para a avaliacdo da fase Run-in 2 o
periodo Run-in 1. O periodo Run-in 3 iniciou 35 dias apds o segundo
tratamento farmacolégico e teve uma duragao de 7 dias; as mesmas avaliagdes
do periodo Run-in 2 foram utilizadas, tomando-se como referéncia os periodos

Run-in 1 e 2.
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3.4.4 - DROGAS UTILIZADAS E TECNICAS DE INOCULACAO.

3.4.4.1- NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A E SOLUCAO
SALINA ISOTONICA 0,9%:

Os animais foram submetidos ao tratamento utilizando-se de SSI
designada como droga controle e NTBo-A (Botox®) designada como droga
ativa. As drogas foram administradas sobre a regido do labio superior direito,
local de inervagao do segundo ramo do nervo trigémeo (Figuras 9 e 14). Para o
tratamento os animais foram imobilizados (fisicamente) pela preensao
posterior, o qual expds de maneira tecnicamente satisfatéria a regido labial do
animal (Figura 19). Utilizamos seringa/agulha de insulina marca BD “ultrafine
30G”, com oito milimetros de comprimento (5/16”) e um calibre de 0,3mm
(Figura 19).

FIGURA 19 - TECNICA PARA IMOBILIZAGAO DO
ANIMAL E LOCAL DA INOCULAGAO DA DROGA

A NTBo-A utilizada foi o Botox® (Allergan, Inc. Irvine, CA — USA).
Frascos de NTBo-A contendo 100 unidades foram reconstituidas utilizando-se
para isto solugao salina 0.9%, 2 ml (50U/mouse por ml). Os frascos de Botox®
foram transportados até o local do estudo em temperatura de — 15°C. No
laboratério os frascos foram acondicionados em freezer com temperatura
média de -10°C. A reconstituicao foi realizada no ambiente do estudo, cerca de
uma hora antes das aplicagdes. Todas as doses de NTBo-A foram
administradas de forma subcutanea e em bolus contendo 15 u/kg de peso com

volume de 30ul por Kg de peso.
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Para o grupo controle utilizamos SSI (cloreto de sédio 0,9%) da marca
Isofarma frascos com 10mml, lote 181543 e validade julho de 2010. A SSI foi
administrada em bolus de 30ul por Kg de peso, subcutéanea.

Os grupos e subgrupos receberam uma segunda dose de NTBo-A ou
SSI quarenta e trés dias apds a primeira aplicacdo. Os métodos de
administragao a forma e a dosagem foram iguais a primeira aplicagéo. O grupo
que utilizou NTBo-A continuou recebendo NTBo-A e da mesma forma para o
grupo SSI. As dosagens foram corrigidas conforme o novo peso corpéreo. O
lado utilizado para a segunda aplicagao foi o mesmo do primeiro. As aplicagdes
foram realizadas o mais préximo possivel do padrdao estabelecido (labio

superior direito — alguns milimetros préximo a narina).

3.4.4.2 - FORMALINA 2,5%:

A formalina 2,5% (FO) 40ul foi injetada sobre o labio superior direito dos
animais, sobre o mesmo local do tratamento farmacologico. Para a injecéo da
FO utilizamos seringas de 0.5 ml com agulhas 30G, comprimento oito
milimetros (5/16”) e calibre de 0,3 mm, marca BD Ultra-Fine Il. A FO 2.5% foi
preparada a partir da formaldeido, marca Sigma F-1635, na concentragédo de
38%. Para o preparo, o formaldeido 38% 0,66 ml foi diluido em 9,34ml de agua

destilada, perfazendo o volume final de 10 ml.

3.4.5 — AVALIACAO DA VARIAGCAO DO PESO:

Todos os animais foram acompanhados quanto a variacdo do peso
durante trés momentos do estudo (Figura 18): Minutos antes do primeiro
bloqueio (peso 1); minutos antes do segundo bloqueio (peso 2) e ao final do
estudo, minutos antes da eutanasia (peso 3). Avaliou-se 0 ganho de peso apos
o primeiro bloqueio (peso 2 menos o peso 1) e apds o segundo bloqueio (peso
3 menos o peso 2 e peso 3 menos o peso 1). A variagdo de peso foi utilizada
como uma analise indireta do efeito da NTBo-A ou da SSI 0,9% sobre a
musculatura mastigatéria dos animais. Os resultados foram apresentados em

valores absolutos e em porcentagens de ganho de peso.
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3.4.6 — COMPORTAMENTO MOTOR E ATIVIDADE EXPLORATORIA
(TESTE DO CAMPO ABERTO):

O teste de campo aberto (TCA) avalia a habilidade motora incluindo-se a
sua integridade e o comportamento exploratério espontaneo dos animais.
Como foi descrito, o TF, € um teste comportamental que depende, além de
outras fungdes corticais, da integridade motora do animal. A NTBo-A pode
afetar a atividade motora destes animais. Para descartar a influéncia motora da
NTBo-A sobre o TF todos os animais foram submetidos ao TCA 30 minutos
antes do TF.

A area do teste foi constituida por um circulo de 97 cm de didmetro. As
paredes eram igualmente circulares com 32,5cm de altura em aluminio (Figura
20). A arena esta situada sobre um piso de madeira pintada em cor branca. Ela
é dividida em trés circulos concéntricos. O circulo menor possui um diametro
de 23 cm, o segundo circulo com 61 cm e o ultimo 98 cm. Cada circulo foi
subdividido internamente em &areas de igual tamanho. O numero de areas
dentro do circulo interno, intermediario e o externo s&o respectivamente: um;
seis e doze unidades. Uma lampada branca com poténcia de 100 Watts foi
disposta 48 cm acima do piso da arena. Todo o dispositivo foi envolvido por um
tecido transparente que impede que o animal presencie o observador externo
(Figura 20).

Parede de
Aluminio pintada
em branco com

32.5 cm de altura

FIGURA 20 - APARATO PARA AVALIACAO DO TESTE DO CAMPO ABERTO,
DISTRIBUIGCAO DA ARENA E DIAMETROS
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3.4.6.1 — PARAMETROS AVALIADOS NO TESTE bo CAMPO
ABERTO:

O teste constitui-se em observar o comportamento do animal por um
periodo de cinco minutos apds ser colocado no circulo central. Antes de serem
admitidos na arena de estudo os animais ficaram cerca de 10 minutos
adaptando-se ao ambiente da sala de estudo (nas mesmas caixas de
acondicionamento que sdo mantidos no biotério) ofertando-se agua e comida
durante este periodo. No teste o animal é privado de alimento e de qualquer
liquido. Avaliamos:

1- Laténcia para iniciar os movimentos: Tempo em segundos que o animal

despende para retirar-se completamente do circulo central (Figura 21-A).

2- Frequéncia de locomocdo: Numero de casas (unidades) na arena que o

animal se desloca (Figura 21-B).

3- Frequéncia de levantamento: NUumero de vezes que o animal levanta-se

ficando sobre suas duas patas posteriores (Figura 21-C).

4- Imobilidade: Tempo em segundos de imobilidade (Figura 21-D).

FIGURA 21 - TESTE DO CAMPO ABERTO: A- LATENCIA PARA O INICIO DOS
MOVIMENTOS; B- FREQUENCIA DE LOCOMOCAO; C FREQUENCIA DE
LEVANTAMENTOS; D- IMOBILIDADE
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Ao final do teste o animal é retirado e recolocado em sua caixa,
transferindo-se para uma segunda sala onde ira realizar o TF. A cada novo
exame o piso e as paredes foram higienizados com alcool 5% para evitar a
influéncia dos odores sobre os animais. Aguarda-se um periodo de 50 minutos
para novo teste.

O TCA foi realizado aproximadamente 30 minutos antes do TF. Por
motivos técnicos em um mesmo dia sdo realizados somente oito testes, sendo
quatro do grupo NTBo-A e quatro do grupo SSI. Os avaliadores realizaram os

testes de forma “cega”

3.4.7- TESTE DA FORMALINA 2,5% (TF):

Antes de iniciar o TF os animais foram pesados (ajuste da dose de
formalina) e acondicionados no local do teste durante um periodo de 10
minutos, com temperatura ambiente de 22° C, siléncio absoluto, no periodo das
nove horas da manha até as cinco horas da tarde. O ambiente do teste &
constituido por um recipiente de vidro, transparente em todos os seus lados
com um orificio superior onde ocorrem as trocas de gases. Externamente na
regido posterior do vidro e nas laterais sdo colocados trés espelhos: um
espelho paralelo ao observador e os outros distribuidos com uma angulagao de
15 graus ao primeiro. O examinador posicionado a frente do recipiente de vidro
e dos espelhos tem uma visdo global do comportamento de fricgcdo facial do
animal (mecanismos de friccdo da pata sobre a face e movimentos de lamber)
(Figura 22). O ambiente do estudo é forrado com papel craft (40 por 40 cm) a
fim de manter a higienizagdo. O papel € substituido e o vidro higienizado com
alcool 5% a cada novo exame. O intervalo entre os testes é de 30 minutos
(Figura 22).
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FIGURA 22 - TESTE DA FORMALINA 2.5%. (EL) ESPELHOS
LATERAIS; (EP) — ESPELHO POSTERIOR; (V) - VIDRO DE
ACONDICIONAMENTO DO ANIMAL; (MF) — MOVIMENTOS DE
FRICCAO DAS PATAS ANTERIORES SOBRE O ROSTO

3.4.7.1 — TECNICA PARA APLICAGCAO DA FORMALINA 2,5% (FO).

A FO na dose de 40ul foi injetada sobre o labio superior esquerdo dos
animais, aproximadamente sobre o mesmo local onde foi injetado a NTBo-A e
ou a SSI. Para a injegao da FO utilizamos seringas de 0.5 ml com agulhas 30G
curta, comprimento oito milimetros (5/16”) e calibre de 0,3 mm, marca BD Ultra-
Fine Il. Apos a injegdo da FO o animal é novamente recolocado no vidro

iniciando a fase de avaliagdo comportamental ao teste de FO.

3.4.7.2 — PARAMETROS AVALIADOS DURANTE O TESTE DA
FORMALINA (TF):

O TF é um teste comportamental onde avaliamos o tempo despendido
pelo animal (em segundos) cogando com suas patas, ou lambendo a regiao
onde foi aplicado a FO. Este teste é dividido em dez blocos de trés minutos,
totalizando trinta minutos de avaliagdo. O primeiro bloco (primeiros trés
minutos) constituiu a fase I, neurogénica, precoce ou fase fasica. A fase entre o
quarto bloco até o décimo bloco (12 até 30 minutos) constituiu a fase I,

inflamatoéria, tardia ou fase tonica.

60



Materiais e Métodos

Desta maneira considera-se como fase | o tempo de friccdo ou tempo
despendido lambendo a regido de inoculagao da FO nos trés primeiros minutos
e fase Il o tempo despendido em segundos no periodo entre 12 até 30 minutos
(Figura 14 e 22). O periodo compreendido entre 3 minutos até 12 minutos &
considerado como periodo de quiescéncia.

Os animais apods estes testes sdo mantidos isolados por mais 60
minutos com oferta livre de agua e alimentos. Apds este periodo de

readaptacado sao novamente recolocados dentro do biotério.

3.4.8 — TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADA.

O teste avalia o conflito entre a exploracdo de uma area nova e o
comportamento de “evitamento” de achados aversivos. E um método rapido e
sensivel para avaliar o efeito ansiolitico ou ansiogénico de certas drogas sobre
animais pesquisados [Handley SL e Mithani S 1984]. Mesmo n&o sendo um teste
especifico para a avaliagdo de atividade motora este teste fez parte do
protocolo de estudo porque durante os resultados iniciais de campo aberto o
grupo NTBo-A apresentou altos valores de laténcia para o inicio dos
movimentos em alguns subgrupos. Como sabemos altos valores na laténcia
durante o teste de campo aberto, sugerem um maior grau de ansiedade.

O aparato consistia de uma cruz elevada (50 cm acima do nivel do solo),
composto por dois bragos abertos e dois bragos fechados. Todo o aparelho é
pintado de cor preta para evitar interferéncias visuais sobre os resultados. Os
bracos apresentam 10 cm de largura e sdo construidos em madeira; 2- O brago
aberto apresenta 50cm de comprimento sem paredes laterais; 3- O braco
fechado apresenta 50cm de comprimento com paredes laterais de 40cm de
altura; ao final dos lados dos bracos fechados uma terceira parede fechava os

mesmos (Figura 23).
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Dois bragos Abertos

FIGURA 23 - TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADA

Acima do aparato é posicionada uma lampada de luz vermelha com 60

watts de poténcia (Figura 24-A). Uma hora antes do inicio do teste os animais

sao colocados na sala para adaptagao com o ambiente. A sala mantém-se em

siléncio, todas as fontes luminosas sao inutilizadas e somente a luz vermelha é

mantida acesa. O animal é disposto no centro do aparato com sua face voltada

para o lado aberto. O periodo total de observagcdao do animal € de 5min.

Durante o exame avaliamos as seguintes variaveis [Rodgers e col., 1997]:

1-

Laténcia para inicio dos movimentos: Avalia-se o tempo despendido pelo
animal até sair completamente do campo neutro (area de conflito)
entrando em um dos bragos. Os resultados sao fornecidos em
unidades de segundo (Figura 24-A).

Porcentagem de entradas no braco aberto: Avalia-se o numero de

entradas no campo aberto multiplica-se por 100 e dividide-se pelo
numero total de entradas em ambos os bracgos (aberto e fechado). O
resultado & dado em porcentagem de entradas (Figura 24-B).

Porcentagem de entradas no braco fechado: Avalia-se o nuUmero de

entradas no brago fechado multiplica-se por 100 e divide-se pelo
numero total de entradas em ambos os bragos (aberto e fechado). O

resultado é fornecido em porcentagem de entradas (Figura 24-C).
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4- Porcentagem de tempo no braco aberto: Avalia-se o tempo despendido

no bragco aberto em segundos. Apds multiplica-se por 100 e divide-se
por 300. O resultado €& fornecido em porcentagem de tempo
despendida no brago aberto (Figura 24-D).

5- Porcentagem de tempo no braco fechado: Avalia-se o tempo

despendido no brago fechado em segundos, multiplica-se por 100 e
divide-se por 300. O resultado é fornecido em porcentagem de tempo
despendida no brago fechado (Figura 24-E).

6- Porcentagem de tempo no campo central: Avalia-se o tempo

despendido no campo neutro em segundos, multiplica-se por 100 e
divide-se por 300. O resultado é fornecido em porcentagem de tempo

despendida no campo central.

il | B
[l e

FIGURA 24 - TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADA: A- LATENCIA PARA INICIO
DOS MOVIMENTOS; B- PORCENTAGEM DE ENTRADAS NO BRAGO ABERTO; C-
PORCENTAGEM DE ENTRADAS NO BRAGO FECHADO; D- PORCENTAGEM DE
TEMPO NO BRAGCO ABERTO; E- PORCENTAGEM DE TEMPO NO BRAGO FECHADO
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Apo6s cada experimento a plataforma é lavada com alcool 5% para tirar o odor

dos animais do teste anterior. Aguardam-se em média 10 minutos até novo teste.

3.4.9 — TESTE DA EXPLORACAO DO CAMPO CLARO VERSUS
EscuRroO:

O teste tem por objetivo avaliar um conflito entre a tendéncia em
explorar um ambiente novo e ao mesmo tempo evitar areas iluminadas (parte
aberta do dispositivo a ser estudado). Drogas ansioliticas aumentam o numero
de transi¢ao entre o compartimento claro e escuro e as drogas nao ansioliticas
nao interferem nesta tendéncia. Por este motivo atribui-se a este teste um
método de avaliacdo da ansiedade dos animais. O numero de transi¢coes entre
os dois espacgos correlaciona-se com o comportamento exploratorio do animal
nao tendo relacdo com a atividade motora [Crawley JN e col., 2001; Crawley JN e
Goodwin FK 1980]. Mesmo nao avaliando atividade motora, estes testes fizeram
parte do protocolo de estudo porque durante os resultados iniciais de campo
aberto o grupo NTBo-A apresentou altos valores de laténcia para o inicio dos
movimentos. Como sabemos altos valores na laténcia durante o teste de
campo aberto, sugerem um maior grau de ansiedade. Para a realizagao
do teste os animais foram mantidos por um periodo de 60 minutos no ambiente
do teste para adaptacdo em siléncio absoluto temperatura de 21° Celsius, com
livre acesso a agua e alimentos.

Para a realizacdo do teste utilizamos aparato previamente validado
[Crawley JN e Goodwin FK 1980; Hascoét M e Bourin M 1998], que consistia de um
pequeno compartimento escuro (um tergo do seu tamanho total) com um
compartimento claro (dois tergos). O compartimento claro é formado por uma
area iluminada por uma lampada branca com poténcia igual a 60 Watts (400
lux). O acesso era possivel através de uma abertura entre os compartimentos.
O aparato apresentava as seguintes dimensdes: altura 30 cm; largura 27 cm;
comprimento do compartimento escuro 18 cm; comprimento do compartimento
claro 27 cm. A abertura entre os compartimentos apresenta uma altura de 7,5
cm e 7,5 cm de largura (Figura 25). O menor compartimento é pintado de preto
e 0 maior em branco. O compartimento claro é aberto em sua por¢ao superior o
que permite a visualizacdo dos movimentos de transicdo entre os

compartimentos.
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A ldampada fica localizada 30 cm acima do assoalho do compartimento claro. O
compartimento escuro € fechado em sua porgdo superior, por uma tampa

retratil e é pintado na cor preta (Figura 25).

FIGURA 25 - TESTE DO CAMPO CLARO VERSUS ESCURO:
(CC)- Campo CLARO; (CE) CampPO Escuro; (P) -
PASSAGEM ENTRE CAMPO CLARO E CAMPO ESCURO; (L) —
LAMPADA; (TCE) — TAMPA DO CAMPO ESCURO.

Para o inicio do teste o animal é disposto no campo aberto (branco)
voltado para a abertura de transicao entre os dois campos. O teste realiza-se

em um periodo de cinco minutos, avaliando-se os seguintes parametros:

1- Laténcia para entrada no campo escuro: Tempo que o animal despende até
adentrar completamente o campo escuro. Os resultados foram fornecidos
em unidades de segundos. (Figura 26-A).

2- Numero de transicdes: E o nimero de vezes que o animal adentra parte do

corpo ou todo o corpo em diregdo a um diferente campo. Os resultados séo
avaliados em unidades (Figura 26-B).

3- Tempo despendido em cada campo: E o tempo que o animal despende em

cada campo (tempo no fechado “escuro” e tempo no campo aberto “claro”).

Os resultados sao fornecidos em unidades de segundos.
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Apos o termino do teste o animal e retirado e é realizada uma

desinfecgéo do local (com alcool 5%), removendo-se restos de urina e fezes.

]
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FIGURA 26 - TESTE DO CAMPO CLARO VERSUS ESCURO. A- LATENCIA PARA A
ENTRADA NO CAMPO ESCURO. B- NUMERO DE ENTRADAS NO CAMPO ESCURO

3.4.10 — EFEITOS COLATERAIS:

Os eventuais efeitos colaterais da fase 1 durante os periodos Run-in 2 e
3 foram descritos. Os grupos musculares cervicais avaliados, sua origem,
insercdo, fungdes, inervagdo sensitiva e inervagdo motora foram descritas
(Anexo 2).

3.4.11 - EUTANASIA:
Ao final do estudo todos os animais sofreram eutanasia utilizando-se de

deslocamento cervical.

3.4.12 — TESTES ESTATISTICOS:

Considerou-se que cada rato correspondia a uma unidade, com as
séries de ratos de todos os subgrupos constituindo amostras independentes
entre os grupos. A hipotese a ser comprovada é a diferenga entre elas.
Utilizamos testes paramétricos para os subgrupos pareados do tipo t de
Student. Para os subgrupos nao pareados utilizamos testes nao paramétricos
do tipo Mann Whitney. Para todos os testes, as diferengcas entre as médias
eram consideradas estatisticamente significativas quando eram obtidos valores

de “p” menores que 0.05 (p<0.05) [Colton 1974].
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3.5-FASE 2 - MODELO EXPERIMENTAL DE DOR
CRONICA, CONSTRICAO DO NERVO INFRA-
ORBITAL:

3.5.1 - RANDOMIZACAO DOS ANIMAIS:

Os animais foram divididos em quatro grupos: Grupo 1 - animais
submetidos a amarra do nervo infra-orbital e tratados com NTBo-A; Grupo 2 -
animais submetidos a amarra do nervo infra-orbital e tratados com SSI 0,9%;
Grupo 3 — animais submetidos a exposicao do nervo infra-orbital e tratados
com NTBo-A (Falso-operados) e Grupo 4 — animais submetidos a exposi¢cao do
nervo infra-orbital e tratados com SSI 0,9% (Falso-operados). Os animais foram

alocados nos grupos aleatoriamente.

3.5.2 - ETAPAS E MODELO DE ESTUDO:

O estudo foi composto por um periodo Run-in e por trés testes
comportamentais para avaliagdo da nocicepcédo facial (Teste do — 20°C). O
periodo Run-in teve uma duragcdo de 21 dias, sendo utilizados para analise
inicial dos animais estudados adaptagdo ambiental e ajuste de peso corpéreo
para o inicio dos primeiros testes. Apds esta fase todos os animais foram
submetidos ao teste basal do — 20°C, também denominado de determinagéao
basal nociceptiva dos animais a estimulos frios (-20°C) ou ainda grooming
facial. Os animais que nesta fase apresentassem escores menores do que 4
segundos ou maiores do que 14 segundos foram excluidos do estudo. Animais
com menos que quatro segundos geralmente nao sofrerdo sensibilizagcao e os
com mais do que 14 segundos ja se encontram em um estado de
hipersensibilizagdo. Os animais foram entdo alocados em dois grupos: grupo
submetido a amarra do nervo infra-orbital e grupo submetido a exposigdao do
nervo infra-orbital (falso-operado) (Figura 27). Ambos os grupos quatro e seis
dias apoés a cirurgia foram submetidos a novo teste do menos 20°C. Os
animais, grupo constrito que ndo aumentaram seus escores nociceptivos no
teste do -20°C em no minimo 45% dos seus valores basais foram também

excluidos. Utilizou-se 45% como valor padrdao de hipersensibilizagao
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nociceptiva. No grupo falso-operado o teste menos 20°C foi realizado,
entretanto ndo houve exclusdes durante esta fase. No sexto dia apds a cirurgia
0s animais incluidos de ambos os grupos foram tratados com NTBo-A e SSI de
forma aleatodria, subdividindo estes grupos (Figura 27):

Apds o tratamento os animais em seus grupos e subgrupos, foram
avaliados quanto ao efeito da droga com teste do -20°C em diferentes
momentos 6 horas; 24 horas; 48 horas; 72 horas e 96 horas apds o tratamento
(Figura 27).

3.5.3 - DETERMINACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO TERMICO
(TESTE DO — 20°C).

Para a realizacdo do Teste do -20°C os animais foram previamente
habituados nas caixas de observagao por aproximadamente 30 min. As caixas
foram confeccionadas na cor branca e apresentavam uma dimensao de
30cmx34cmx30cm respectivamente de largura, comprimento e altura. Um
spray de tetrafluoretano foi aplicado, por cerca de 1 segundo, na regido
inervada pelo nervo infra-orbital (sobre a area de insergao das vibrissas).
Imediatamente apds a aplicagdo, o tempo despendido pelos animais
executando movimentos de limpeza (i.e. grooming) facial bilateral foi registrado
durante 2 minutos (Figura 28). Os animais foram submetidos a duas baterias
de testes (intervalo de 10 minutos) e a média destes resultados e que
caracterizou o limiar nociceptivo térmico (frio) dos animais durante cada bateria

de testes.
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Admissao dos animais

v Run-in 21 dias

Teste Basal do — 20° Celsius

)

1. Amarra do Nervo

A

Animais incluidos no estudo

l

A

Cirurgia

Animais excluidos se teste do
_> 0

-20" C <4 ou > 15 segundos.
y

A 4

A 4

2. Nervo Exposto

A 4

22 Teste do — 20° Celsius

)

A4

4 dias
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Animais excluidos se o0 aumento

Animais Incluidos

v

< que 45% dos valores basais

do teste do -20°C

A4
4 dias

6 dias

Animais Incluidos

v v Subgrupos Conforme v v
1.1 NTBo-A 1.2 SSI Tratamento dos Animais 2.1 NTBo-A 2.2 SSI
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3% Teste do — 20° Celsius

v A4 v \4
6 hrs 6 hrs 6 hrs 6 hrs
24 hrs 24 hrs 24 hrs 24 hrs
48 hrs 48 hrs 48 hrs 48 hrs
72 hrs 72 hrs 72 hrs 72 hrs
96 hrs 96 hrs 96 hrs 96 hrs

Eutanasia dos animais

FIGURA 27 - FLUXOGRAMA DOS TESTES REALIZADOS NA FASE II.
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Figura 28 - Teste da estimulagdo térmica ao frio. A- Habituagcdo do
animal no dispositivo; B- Aplicagdo do tetrafluoretano -20°C; C-
Comportamento de limpeza facial do animal (grooming). Figura
gentilmente cedida pelo Farmacologista Eduardo Manoel Pereira (Tese

de Mestrado em Farmacologia).

3.5.4 — ANESTESIA DOS ANIMAIS:

Os animais que apresentavam limiares de percepgao térmica desejavel
para o estudo (> 4 graus e < 14 graus Celsius) foram submetidos a anestesia
intraperitoneal objetivando a intervengéao cirurgica, que foi amarra do nervo ou
exposicao do nervo. Os animais foram anestesiados com uma mistura de
cetamina (Vetanarcol ®) e xilazina (Coopazine ®) (50 e 10 mg/kg,

respectivamente, intraperitoneal).

3.5.5 — EsTubDO DA ANATOMIA DO NERVO INFRA-ORBITAL:

Disseccdes da regido facial foram realizadas em cinco animais com o
objetivo do aprendizado da anatomia do animal. Foi dissecado e identificado a
emergéncia do nervo infra-orbital (NIO), destacando suas relagées com o nervo
facial. Para a identificagdo do nervo foi realizado uma inciséo cirargica na pele
abaixo do olho direito, trés milimetros posterior ao inicio das vibrissas. Apos
identificou-se os musculos elevador do labio superior e masseter superficial
anterior que foram rebatidos para que a porgéao rostral do NIO fosse exposta
(Figura 29).
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Anatomicamente o nervo € largo, pouco espesso com uma angulagao
anteroposterior de quase 35 graus dirigindo-se em sentido ao encontro das
vibrissas. O NIO é mais profundo do que o nervo facial, que tem sentido
oposto, e mais espesso € menos largo (Figura 29). O NIO emerge do créanio
através do foramen infra-orbital deslocando-se em direcdo as vibrissas acima

da fissura infra-orbitaria (Figura 29).

Figura 29 - Anatomia do nervo infra-orbital: A — Foramen infra-orbital; B — Fissura infra-orbital;
C — Arco zigomatico; D — Emergéncia do Nervo infra-orbital; E — Nervo infra-orbital; F —
Mdusculo Elevador do Labio Superior; G — Musculo Masseter Superficial Anterior; H — Nervo

facial.

3.5.6 — EXPOSICAO DO NERVO INFRA-ORBITAL (NIO):

Os animais apos serem anestesiados foram dispostos lateralmente
sobre a mesa cirurgica com sua face lateral direita exposta para o cirurgido. As
vibrissas dos animais foram fixadas com fita adesiva sobre a superficie da
mesa cirurgica (Figura 30-A). Tricotomia sobre o leito cirurgico foi realizada,

sem agressdes sobre as vibrissas (Figura 30-B). A incisdo cirurgica foi
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realizada (descrita acima). Durante todo o procedimento cirurgico o leito

operatério € embebido com soro fisiolégico 0,9%.

FIGURA 30 - FASES PARA A EXPOSICAO DO NERVO INFRA-
ORBITAL: A — FIXACAO DO ANIMAL; B- TRICOTOMIA SOBRE O
LEITO CIRURGICO; C- INCISAO CIRURGICA; D — EXPOSICAO
DO NERVO INFRA-ORBITAL

3.5.7 — CONSTRIGAO DO NERVO INFRA-ORBITAL (NIO):

A constricdo do NIO foi realizada seguindo protocolos previamente
validados [Chichorro e col., 2006]. Apds 0 NIO ser adequadamente exposto (Figura
30A-D e 31A) foi submetido a duas amarras frouxas, separadas por dois
milimetros, com fio de seda 4.0 ao redor do feixe nervoso (Figura 31 A-C). A
pele e tecidos adjacentes foram suturados com o mesmo tipo de fio (Figura 31
D). Os animais do grupo falso-operados foram submetidos ao mesmo
procedimento cirurgico, porém o feixe nervoso nao foi constrito somente
exposto. Ao término da cirurgia os animais foram mantidos em sala aquecida

até completa recuperacédo da anestesia.
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Figura 31 - Constrigdo do nervo infra-orbital: A — Exposi¢céo do nervo; B —
Primeira amarra sobre o nervo infra-orbital; C — Segunda amarra sobre o

nervo infra-orbital; D — Fechamento dos planos superficiais.

3.5.8 — AVALIACAO DA HIPERNOCICEPCAO AO FRIO (TESTE DO -
20°C):

Para avaliacdo do decurso temporal da hipernocicepcdo ao frio a
estimulacao foi realizada no lado ipsilateral a cirurgia. Foi considerado como
hipernocicepg¢ao os animais que aumentaram os seus escores acima de 45%
dos seus valores basais. Os animais falso-operados também foram avaliados
nesta ocasidao. Neste grupo nédo foram descartados os animais que néo
sofreram hipernocicep¢ao, uma vez que a auséncia deste fendmeno era

esperada.
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3.5.9 — RANDOMIZACAO DOS ANIMAIS APOS HIPERNOCICEPCAO:

Os animais com hipernocicepc¢ao secundaria ao procedimento de amarra
cirurgica e os falso-operados foram alocados aleatoriamente em dois
subgrupos: Subgrupo 1 — animais tratados com NTBo-A; Subgrupo 2 — animais
tratados com SSI.

As drogas foram aplicadas sobre o local das cirurgias. Para aplicagao
utilizamos seringa/agulha de insulina marca BD ultrafine 30G, com oito
milimetros de comprimento (5/16”) e um calibre de 0,3mm (30G). As doses de
NTBo-A foram de 15 unidades por Kg de peso com volume de 30ul/Kg ou SSI
30ul/Kg.

3.5.10 — TESTE DO — 20°C APOS 0 TRATAMENTO
FARMACOLOGICO:

Apos aplicacdo das drogas foram realizados novos testes do — 20°C
conforme protocolo anterior: seis; 24; 48; 72 e 96 horas apds o tratamento
(Figura 27).

3.5.11 — TESTES ESTATISTICOS:

Considerou-se que cada rato correspondia a uma unidade, com as
séries de ratos para os grupos constituindo amostras independentes entre eles.
A hipotese a ser comprovada € a diferenga entre elas.

Todos os grupos e subgrupos foram submetidos ao teste de Komogoron-
Smirnov para a determinagdo da homogeneidade dos dados. Foram utilizados
teste de Analise de Variancia Multivariavel para medidas repetidas (ANOVA de
medidas repetidas seguidas do teste de Scheffe). Foram também aplicados os
testes de ANOVA de medidas repetidas seguidas dos testes de Tukey e
Bonferroni. Como os resultados foram semelhantes, somente os testes de
Scheffe foram descritos.

Para todos os testes, as diferencas entre as médias eram consideradas

estatisticamente significativas quando eram obtidos valores de “p” menores que
0.05 (p<0.05) [Colton 1974].
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3.6 — COMITE DE ETICA EM ANIMAIS:

O estudo foi registrado no BANPESQ (Anexo 3). Submetido ao comité
de ética em animais do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
do Parana (Anexo 4). Todos os procedimentos sobre os animais foram
realizados conforme os guias internacionais sobre ética na utilizagdo de
animais e, esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento e o numero de
animais utilizados. Todos os experimentos aderiram aos guias do Comité para
Pesquisa e Etica em Animais da IASP (Associacdo Internacional de Estudos
para Dor) [Pain 1983].
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4.1 —- PRIMEIRA FASE DO ESTUDO:

Os resultados dos testes aplicados foram descritos em tabelas e
graficos. Foram incluidos 95 animais (48 no grupo NTBo-A e 47 no grupo SSI).
No grupo SSI, subgrupo 29 dias somente sete animais foram incluidos. Todos
0S outros grupos receberam oito animais por subgrupo. Foram avaliados:
variagao de peso; numero de unidades e volume da droga injetada; teste do
campo aberto; teste da formalina; teste da cruz elevada; teste do campo aberto

versus o campo escuro e avaliagao de eventuais efeitos colaterais.

4.1.1 - PESO.

4.1.1.1 — AVALIACAO DO PESO NOS DIFERENTES MOMENTOS
DO ESTuDO.

O peso dos animais antes do primeiro bloqueio “tempo zero” (peso 1),
antes do segundo bloqueio “tempo 42 dias” (peso 2) e ao final do estudo
“tempo 84 dias” (peso 3) foram descritos (Anexo 5 para NTBo-A) e (Anexo 6
para SSI). A variagdo de peso no transcorrer do estudo foi avaliada
individualmente para cada grupo e subgrupo (Anexo 7 para NTBo-A) e (Anexo
8 para SSI). O peso médio 1,2 e 3 para os grupo NTBo-A e grupo SSI foram
descritos (Anexo 9). A analise estatistica demonstrou que os dois grupos
apresentavam pesos semelhantes no inicio, 42 dias e ao final do estudo
(Anexo 9).

4.1.1.2 — PORCENTAGEM DE VARIACAO DE PESO NOS
DIFERENTES MOMENTOS.

Para a analise estatistica do ganho de peso, calculamos a porcentagem
de ganho de peso de cada animal em relagdo ao seu peso anterior:
porcentagem de ganho de peso antes do segundo bloqueio (T2-T1);
porcentagem de ganho de peso ao final do estudo (T3-T2) e (T3-T1). Os
valores s&o descritos no Anexo 9 para ambos os grupos. A variagao da
porcentagem de ganho de peso nos diferentes momentos mostrou que os
animais ganharam peso a medida que o estudo foi sendo conduzido de forma

semelhante (Anexo 7 e 8).
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4.1.2 - UNIDADES E VOLUME DE FARMACOS
ADMINISTRADOS.

Administrou-se 15 unidades de NTBo-A por Kg/peso durante o primeiro
e segundo tratamentos (Anexos 10 e 11). O volume aplicado em ambos os
grupos foi de 30ul por Kg/peso de NTBo-A ou de SSI (Anexos 10 e 11). A
analise estatistica mostrou volumes semelhantes em ambos os grupos para

todos os momentos (Anexo 12).

4.1.3-TESTE DO CAMPO ABERTO (TCA).

Os valores descritivos da laténcia, numero de casas andadas, numero
de levantamentos do animal e tempo de imobilidade apds o primeiro e segundo
tratamentos foram descritos (Anexos 13 e 15 para NTBo-A e Anexos 14 e 16
para SSI).

4.1.3.1- LATENCIA:

4.1.3.1.1 - LATENCIA APOS O PRIMEIRO BLOQUEIO:

A laténcia média para o inicio dos movimentos no subgrupo 24 horas foi
de 20,63 + 14,4 segundos para o grupo NTBo-A e de 6,38 + 11,08 segundos
para o grupo SSI. A analise mostrou diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos (p=0,044). As comparagdes para os outros subgrupos foram

semelhantes. (Anexo 17 e Gréfico 1).
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Grafico 1 - Laténcia para inicio dos movimentos dentro do campo aberto. Apds primeiro

tratamento (painel A) apdés segundo tratamento (painel B). Tempo (1) 24 horas apéds
tratamento, (8) oito dias apos tratamento, (15) quinze dias apos tratamento, (22) vinte e dois
dias apos tratamento, (29) vinte e nove dias apds tratamento, (36) trinta e seis dias apds
tratamento. Cerquilha denota um P<0,05 entre o grupo NTBo-A e SSI (Utilizados os testes de t-

Student e de Mann-Whitney para o subgrupo 29 dias).

4.1.3.1.2 - LATENCIA APOS O SEGUNDO BLOQUEIO:
A laténcia média para o inicio dos movimentos nos diferentes subgrupos

para os grupos NTBo-A e SSI foram semelhantes (Anexo 18 e Grafico 3).

4.1.3.2 - NUMERO DE CASAS ANDADAS.
O numero de casas andadas foi semelhante entre os subgrupos dos

grupos NTBo-A e SSI apds o primeiro tratamento (Anexo 19) e apds o segundo

tratamento (Anexo 20).

4.1.3.3 - NUMERO DE LEVANTAMENTOS:

O numero de levantamentos apds primeiro e segundos tratamentos
foram semelhante entre os grupos NTBo-A e SSI nos diferentes subgrupos
(Anexo 21 e 22 respectivamente).

4.1.3.4 - TEMPO DE IMOBILIDADE:

O tempo de imobilidade dos subgrupos para os grupos NTBo-A e SSI
foram semelhantes apds primeiro (Anexo 23) e apds segundo tratamentos
(Anexo 24).
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4.1.3.5 — VARIACAO DO CAMPO ABERTO DURANTE O PRIMEIRO
VERSUS O SEGUNDO Bloqueios:

Durante o estudo avaliamos o padréao de resposta dos animais ao TCA,
comparando os seus resultados antes do primeiro TF com os resultados antes
do segundo TF. Os resultados mostraram que a laténcia para o inicio dos
movimentos foi semelhante em ambos os grupos e seus subgrupos (Anexo 25).
No quesito numero de casas andadas, observamos que o comportamento dos
animais no primeiro e no segundo momento foi bem distinto, exceto para o
subgrupo 36 dias onde os comportamentos foram semelhantes em ambos os
grupos (Anexo 26 e Grafico 2). No quesito numero de levantamentos e tempo
de imobilidade os resultados foram muito variaveis nos diferentes subgrupos
dos grupos NTBo-A e SSI (Anexo 27 e Grafico 3 e Anexo 28 e Gréfico 4).

80



Resultados

B NTBo-A(1) EE8 NTBo-A(2) 3 SSI(1) B3 SSI(2)

=
o
S

* =

©
9

#
=

o)
9

40-

Casas Andadas (unidades)

Grafico 2 - Teste do Campo Aberto — Numero de casas andadas antes do primeiro
tratamento versus antes do segundo tratamento. Tempo (1) 24 horas apds tratamento, (8)
oito dias apés tratamento, (15) quinze dias apds tratamento, (22) vinte e dois dias apés
tratamento, (29) vinte e nove dias apés tratamento, (36) trinta e seis dias apods tratamento.
Cerquilha denota um P<0,05 para o grupo NTBo-A antes do primeiro tratamento versus antes
do segundo tratamento. Asterisco denota um P<0,05 para o grupo SSI antes do primeiro
tratamento versus antes do segundo tratamento (Utilizados o teste de t-Student). NTBo-A(1)-
neurotoxina botulinica do tipo-A antes do primeiro tratamento, NTBo-A(2) neurotoxina
botulinica do tipo-A antes do segundo tratamento, SSI (1) solugdo salina isoténica antes do
primeiro tratamento, SSI (2) solugao salina isoténica antes do segundo tratamento.
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Grafico 3 - Teste do Campo Aberto — Levantamentos antes do primeiro tratamento versus
antes do segundo tratamento. Tempo (1) 24 horas apds tratamento, (8) oito dias apds
tratamento, (15) quinze dias apdés tratamento, (22) vinte e dois dias apds tratamento, (29) vinte
e nove dias apés tratamento, (36) trinta e seis dias apds tratamento. Cerquilha denota um
P<0,05 para o grupo NTBo-A antes do primeiro tratamento versus antes do segundo
tratamento. Asterisco denota um P<0,05 para o grupo SSI antes do primeiro tratamento versus
antes do segundo tratamento (Utilizados o teste de t-Student). NTBo-A(1)- neurotoxina
botulinica do tipo-A antes do primeiro tratamento, NTBo-A(2) neurotoxina botulinica do tipo-A
antes do segundo tratamento, SSI (1) solugdo salina isotbnica antes do primeiro tratamento,
SSI (2) solugao salina isoténica antes do segundo tratamento.
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Grafico 4 - Teste do Campo Aberto — Tempo de Imobilidade antes do primeiro tratamento
versus antes do segundo tratamento. Tempo (1) 24 horas apés tratamento, (8) oito dias
apos tratamento, (15) quinze dias apdés tratamento, (22) vinte e dois dias apos tratamento, (29)
vinte e nove dias apos tratamento, (36) trinta e seis dias apos tratamento. Cerquilha denota um
P<0,05 para o grupo NTBo-A antes do primeiro tratamento versus antes do segundo
tratamento. Asterisco denota um P<0,05 para o grupo SSI antes do primeiro tratamento versus
antes do segundo tratamento (Utilizados o teste de t-Student). NTBo-A(1)- neurotoxina
botulinica do tipo-A antes do primeiro tratamento, NTBo-A(2) neurotoxina botulinica do tipo-A
antes do segundo tratamento, SSI (1) solugéo salina isotbnica antes do primeiro tratamento,
SSI (2) solugao salina isoténica antes do segundo tratamento.

4.1.3.6 — ANALISE GERAL DOS RESULTADOS bo CAMPO
ABERTO:

Em resumo o TCA mostrou que os animais tratados com NTBo-A e
avaliados 24 horas apds o primeiro tratamento apresentavam uma maior
laténcia para o inicio dos movimentos que os animais tratados com SSI. Todas
as outras comparagdes néo foram significativas. A analise intra-grupo e intra-
subgrupos apdés primeiro versus segundo tratamentos em quase todas as

variaveis foram estatisticamente significativas.

4.1.4 — TESTE DA FORMALINA 2.5% (TF).

4.1.4.1 — ANALISE DESCRITIVA DO TF APOS O PRIMEIRO E
SEGUNDO TRATAMENTOS:

Os resultados obtidos durante o TF para o grupo NTBo-A em seus
diferentes subgrupos foram descritos (Anexo 29) apos o primeiro e (Anexo 30)

apos o segundo tratamentos. Para o grupo SSI os resultados foram descritos
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(Anexo 31) apos o primeiro e (Anexo 32) apds o segundo tratamentos. Os
resultados foram também apresentados conforme as etapas do TF (fase
neurogénica e fase inflamatéria). Os valores médios também foram descritos

apos o primeiro (Anexo 33) e apos o segundo tratamentos (Anexo 34).

4.1.4.2 — ANALISE ESTATISTICA COMPARATIVA DO TF 2.5% -
FASE NEUROGENICA.

Apds o primeiro (Anexo 35) e segundo (Anexo 36) tratamentos nos dois
grupos e em seus diferentes subgrupos nao houve diferengas de
comportamento para fase neurogénica entre os animais estudados (Tabela 35
e 36).

4.1.4.3 — ANALISE DO TESTE DA FORMALINA 2.5% - FASE
INFLAMATORIA.

O grupo NTBo-A apds o primeiro tratamento, subgrupo oito dias,
apresentou menores escores do que o grupo SSI (p=0,011) (Anexo 37- Gréfico
5). Todos os outros subgrupos apds o primeiro tratamento e apds o segundo

tratamento foram estatisticamente semelhantes (Anexo 37, 38 e Grafico 5).
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GRAFICO 5 - TESTE DA FORMALINA 2,5% — FASE INFLAMATORIA. TEMPO (1) 24 HORAS APOS
TRATAMENTO, (8) OITO DIAS APOS TRATAMENTO, (15) QUINZE DIAS APOS TRATAMENTO, (22)
VINTE E DOIS DIAS APOS TRATAMENTO, (29) VINTE E NOVE DIAS APOS TRATAMENTO, (36)
TRINTA E SEIS DIAS APOS TRATAMENTO. CERQUILHA DENOTA UM P<0,05 NA COMPARAGAO
ENTRE O GRUPO NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A (NTBO-A) E SOLUGAO SALINA
ISOTONICA (SSI) (UTILIZADOS O TESTE DE T-STUDENT). PAINEL A TESTES APOS O PRIMEIRO
TRATAMENTO, PAINEL B TESTES APOS O SEGUNDO TRATAMENTO.

4.1.4.4 — ANALISE GERAL DOS RESULTADOS DO TESTE DA
FORMALINA 2,5%.

Em resumo o TF mostrou que os animais tratados com NTBo-A e
avaliados 8 dias apds o seu primeiro tratamento farmacolégico demonstraram
menores escores para dor na fase inflamatéria quando comparados com o
mesmo subgrupo do grupo SSI. Todas as outras comparagbes em todos os
outros subgrupos apés primeiro e segundo tratamentos farmacolégicos para a
fase inflamatdria e neurogénica ndo apresentaram diferengas estatisticamente

significativas.

4.1.5 - TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADA
(TLCE).

4.1.5.1 — RESULTADOS DESCRITIVOS.

O TLCE foi realizado em unico momento ao das avaliacbes dos testes
de formalina 2,5%. Os resultados da laténcia para o inicio dos movimentos;
numero de entradas no brago aberto; numero de entradas no brago fechado;

numero total de entradas (bragco aberto mais brago fechado); tempo
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despendido no braco fechado; tempo despendido no brago aberto e tempo no
campo neutro para o grupo NTBo-A foram descritos (Anexo 39) e para o grupo
SSI (Anexo 40).

A porcentagem de entradas no brago aberto (%EBA), porcentagem de
entradas no brago fechado (%EBF), porcentagem de tempo no brago aberto
(%TBA), porcentagem de tempo no braco fechado (% TBF), porcentagem de
tempo no campo neutro (% TCN.) e numero de quedas (NQ) para o grupo

NTBo-A foram descritas (Anexo 41) e para o grupo SSI (Anexo 42).

4.1.5.2 — ANALISE COMPARATIVA DO TESTE DO LABIRINTO EM
CRUZ ELEVADA:

4.1.5.2.1 - LATENCIA:
Nos diferentes subgrupos nao se observou diferencas na laténcia para o

inicio dos movimentos entre os grupos NTBo-A e SSI (Anexo 43).

4.1.5.2.2 - PORCENTAGEM DE ENTRADAS NO BRAGCO ABERTO (%EBA):
Nao registramos diferencas entre os subgrupos de ambos os grupos

estudados (Anexo 44).

4.1.5.2.3 - PORCENTAGEM DE ENTRADAS NO BRAGCO FECHADO (%EBF):
Nos diferentes subgrupos nao se observou diferengas na %EBF entre os
grupos NTBo-A e SSI (Anexo 45).

4.1.5.2.4 - PORCENTAGEM DE TEMPO NO BRACO ABERTO (%TBA):

A % TBA no subgrupo 24 horas foi menor para o grupo NTBo-A do que o
grupo SSI (p=0,043) (Anexo 46 e Grafico 6). No subgrupo 29 dias a %TBA foi
maior no grupo NTBo-A do que o grupo SSI (p=0,006) (Anexo 46 e Grafico 6).

85



Resultados

Bl NTBo-A [ SSi

#

—

| L
—

L

N

o0
g

fo)
T

% Tempo no Braco Aberto (s)
) N
e <

o
1

Y ® a0

Grafico 6 - Teste do Labirinto em Cruz Elevada — % de Tempo no Brago Aberto. Tempo

(1) 24 horas apés tratamento, (8) oito dias apds tratamento, (15) quinze dias apds tratamento,
(22) vinte e dois dias apos tratamento, (29) vinte e nove dias apods tratamento, (36) trinta e seis
dias ap6s tratamento. Cerquilha denota um P<0,05 na comparacao entre o grupo Neurotoxina
botulinica do tipo-A (NTBo-A) e solugéo salina isotdnica (SSI) (Utilizados o teste de t-Student e

de Mann-Whitney para o subgrupo 29 dias).

4.1.5.2.5 - PORCENTAGEM DE TEMPO NO BRAGCO FECHADO (%TBF):
Nos diferentes subgrupos ndo se observou diferengas na % TBF entre
os grupos NTBo-A e SSI (Anexo 47).

4.1.5.2.6 - PORCENTAGEM DE TEMPO NO CAMPO NEUTRO “CENTRAL”"
(%TCN):

A porcentagem de tempo despendido dentro do campo neutro foi maior
no subgrupo 24 horas do grupo NTBo-A do que o grupo SSI (p=0,045) (Anexo
48 e Grafico 7). Em todos os outros subgrupos nao houve diferengas entre os

grupos (Anexo 48 e Gréfico 7).
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GRAFICO 7 - TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADA — % DE TEMPO NO CAMPO NEUTRO.
TEMPO (1) 24 HORAS APOS TRATAMENTO, (8) OITO DIAS APOS TRATAMENTO, (15) QUINZE
DIAS APOS TRATAMENTO, (22) VINTE E DOIS DIAS APOS TRATAMENTO, (29) VINTE E NOVE DIAS
APOS TRATAMENTO, (36) TRINTA E SEIS DIAS APOS TRATAMENTO. CERQUILHA DENOTA UM
P<0,05 NA COMPARAGAO ENTRE O GRUPO NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A (NTBO-A) E
SOLUGAO SALINA ISOTONICA (SSI) (UTILIZADOS O TESTE DE T-STUDENT E DE MANN-
WHITNEY PARA O SUBGRUPO 29 DIAS).

4.1.5.2.7 - NUMERO DE QUEDAS (NQ):

O numero de quedas para o subgrupo 15 dias foi menor no grupo NTBo-
A do que o grupo SSI (p=0,041) (Anexo 49). Para os demais subgrupos nao
houve diferencas (Anexo 49).

4.1.5.3 - ANALISE GLOBAL DO TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ
ELEVADA:

A analise global somando-se todos os animais dos subgrupos do grupo
NTBo-A (n=48) e do grupo SSI (n=47) mostrou que nao existem diferencas
estatisticamente significativas entre todas as variaveis estudadas entre os
grupos NTBo-A e SSI (Anexo 50).

4.1.5.4 - ANALISE GERAL DOS RESULTADOS DO TESTE DO
LABIRINTO EM CRUZ ELEVADA (TCE):

Em resumo o TLCE mostrou que os animais tratados com NTBo-A e
avaliados 24 horas apds o segundo tratamento apresentavam uma menor

porcentagem de tempo no brago aberto e uma maior porcentagem de tempo no
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campo neutro. Os animais avaliados 29 dias apds o segundo tratamento com
NTBo-A apresentavam uma maior porcentagem de tempo no brago aberto.

Os animais avaliados apos 15 dias com NTBo-A apresentavam um
menor numero de quedas. Todas as outras avaliagbes ndo foram

estatisticamente significativas.

4.1.6 -TESTE DO CAMPO CLARO VERSUS ESCURO
(TCCVE)

4.1.6.1 — RESULTADOS DESCRITIVOS:

Os parametros de laténcia, numero de transi¢des entre os dois campos,
tempo despendido dentro do campo escuro e o tempo despendido dentro do
campo claro para o grupo NTBo-A e SSI foram descritos (Anexos 51 e 52)

respectivamente.

4.1.6.2 — ANALISE COMPARATIVA DO TCCVE.

4.1.6.2.1- LATENCIA:
Nos diferentes subgrupos nao se observou diferencas na laténcia entre
os grupos NTBo-A e SSI (Anexo 53).

4.1.6.2.2- NUMERO DE ENTRADAS NO CAMPO ESCURO:
Nos diferentes subgrupos nédo se observou diferengcas no numero de

entradas no campo escuro entre os grupos NTBo-A e SSI (Anexo 54).

4.1.6.2.3 - TEMPO DESPENDIDO DENTRO DO CAMPO Escuro (TCE):
Nos diferentes subgrupos ndo se observou diferengas no TCE entre os
grupos NTBo-A e SSI (Anexo 55).

4.1.6.2.4 TEMPO DESPENDIDO DENTRO DO CAMPO CLARO (TCC):
Nos diferentes subgrupos ndo se observou diferengas no TCC entre os
grupos NTBo-A e SSI (Anexo 56).
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4.1.6.3 - AVALIACAO DESCRITIVA E COMPARATIVA GLOBAL DO
TESTE DO CAMPO CLARO VERSUS ESCURO:

A avaliagao global (em todas as suas variaveis) para todos os animais
do grupo NTBo-A (n=48) e todos os animais do grupo SSI (n=47), foram
semelhantes entre si e descritos (Anexo 57).

4.1.6.4 - ANALISE GERAL DOS RESULTADOS DO TESTE DA
CamMPO CLARO VERSUS Escuro (TCCE):

Em resumo o TCCE ndo mostrou nenhuma diferenga estatistica em

todas as variaveis para todos os grupos e subgrupos estudados.

4.2 - SEGUNDA FASE DO ESTUDO:

Os resultados dos testes aplicados foram descritos em tabelas e
graficos. Foram incluidos 89 animais. Foram inicialmente realizados testes
comportamentais para determinar o limiar de nocicepcéo térmica ao frio (LNT)
utilizando-se do teste de menos vinte graus Celsius (-20°C). Esta fase foi
chamada de fase nocicepgao térmica basal (NTB). Os animais que preenchiam
os critérios foram alocados para a segunda etapa desta fase que era o

procedimento cirurgico para exposi¢ao do nervo ou para amarra do nervo.

4.2.1 — TESTE DO -20°C, FASE BASAL DO ESTUDO:
4.2.1.1 — RANDOMIZACAO:

Oitenta e nove animais foram alocados para o estudo. Cinqlenta
animais foram excluidos na fase NTB (quarenta e oito animais com escores
menores que 4 segundos e dois por apresentares escores maiores que 15
segundos) (Anexos 58 e 59). Dos 39 animais restantes, vinte e quatro foram
selecionados para serem submetidos ao procedimento de amarra do nervo e

quinze para o procedimento de exposi¢cao do nervo.

89



Resultados

4.2.2 — ANALISE DESCRITIVA DO PESO:

Os animais foram pesados no momento do teste basal, seis e dez dias
apo6s o procedimento cirurgico (Anexo 60). As mudangas de peso a partir do
inicio do estudo foram descritas em gramas e em percentagem (Anexo 61). A
analise estatistica mostrou que em todos os momentos e em todos os grupos
nao ocorreram diferengas significativas no peso dos animais sugerindo que as
diferentes drogas e os diferentes procedimentos cirdrgicos nao produziram

interferéncia sobre o peso dos animais (Anexo 62).

4.2.3 —VOLUME E UNIDADES DE NTBoO-A APLICADA NOS
ANIMAIS:

O volume de solucéo salina isotonica 0,9% e de NTBo-A bem como a
quantidade de unidades de NTBo-A aplicados nos animais foram descritos
(Anexo 28).

4.2.4 — RANDOMIZACAO APOS A CIRURGIA:

Dos 24 animais submetidos a amarra do nervo infra-orbital oito foram
excluidos porque nao apresentarem sensibilizagcdo superior a 45% dos seus
escores basais. Dos dezesseis animais, oito foram alocados para o grupo
tratado com NTBo-A (Grupo 1) e oito para o grupo tratado com SSI (Grupo 2).
Dos quinze animais submetidos a exposi¢do do nervo sete foram alocados
para o grupo tratado com NTBo-A (Grupo 3) e oito para o grupo tratados com
SSI (Grupo 4) (Anexo 58 e 59).

4.2.5 — HIPERNOCICEPCAO TERMICA:

Os limiares nociceptivos em seus diferentes momentos e para todos os
grupos foram descritas em anexos conforme os grupos estudados: grupo 1
(Anexo 63); grupo 2 (Anexo 64); grupo 3 (Anexo 65) e grupo 4 (Anexo 66). A
analise estatistica comparativa mostrou que no sexto dia apds a cirurgia os
animais submetidos a amarra do nervo (Grupos 1 e 2) encontravam-se com
hipernocicep¢do quando comparados com o grupo controle (Grupos 3 e 4)
(Anexo 66). Seis horas apos a aplicagao de NTBo-A esta hipersensibilizagao foi
totalmente revertida tornando-se semelhante aos controles nao
hipersensibilizados previamente (Grafico 8). O efeito antinociceptivo da NTBo-A
permaneceu presente durante as avaliagdes de 24 horas, 48 horas e até 72
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horas (Anexo 66 e Grafico 8). O efeito analgésico da NTBo-A perde
consisténcia apds o quarto dia de tratamento, quando entdo readquire um

estado de hipernocicepcao (Anexo 67 e Graficos 8).

—e— Constrito + NTBo-A -+ Falso Operado + SSI
-8 Constrito + SSI —&— Falso Operado + NTBo-A

304

N
T

Tempo de reacéo (s)
H
o

Grafico 8 — Efeito de todos os tratamentos sobre o nervo infra-orbital na hipernocicepgao ao frio
(-20°C) em animais submetidos a constricdo do nervo infra-orbital. No 6° dia apos a cirurgia, 0s
animais operados e falso operados foram tratados com NTBo-A ou SSI (15 unidades/kg). Os
tempos 1 (basal), 2 (48 horas apos cirurgia), 3 (96 horas apds cirurgia), 4 (6 horas apods
tratamento), 5 (24 horas apds tratamento, 6 (48 horas apos tratamento), 7 (72 horas apés
tratamento), 8 (96 horas apds tratamento). Os valores representam média do tempo de reagao
ante a aplicagdo do estimulo frio (n=8 animais exceto o grupo falso operado e tratado com
NTBo-A com 7 animais). Asteriscos, cerquilhas e cruz denotam P<0,05 em relagdo ao grupo
operado (constrito) e tratado com NTBo-A. Utilizado ANOVA de medidas repetidas seguida de
teste de Scheffe. (Neurotoxina botulinica do tipo A), SSI (Solugéo salina isoténica 0,9%).
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4.4 - EFEITOS COLATERIAS:

4.4.1 - FASE | DO ESTUDO:
Dos 48 animais do grupo NTBo-A um animal apresentou paralisia

muscular cervical, caracterizando-se por desvio cefalico para a direita (flexao

lateral para a direita) 29 dias apds o segundo tratamento (Figura 23).

Figura 2 - Animal com Efeito Colateral - Desvio lateral da cabega para o lado direito. A analise
da marcha mostrou pequena dificuldade para flexdo dorsal e ventral do membro anterior direito.
A exploragdo anatémica do musculo cervical mostrou presenca de fasciculagées sobre os
musculos acromiotrapézio e clavotrapézio (Anexo 2). Dos 47 animais do grupo SSI nenhum
animal demonstrou efeitos colaterais motores durante a analise de marcha (durante o teste de

campo aberto).

4.4.2 - FASE || DO ESTUDO:
Nenhuma alteragao comportamental ou motora foi registrada.
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5.1 — Efeito Antinociceptivo da NTBo-A:

O estudo mostrou que a neurotoxina botulinica do tipo-A apresentou
efeito sobre um modelo de dor aguda e sobre um modelo de dor cronica. Sobre
o modelo de dor aguda a NTBo-A age como profilatico, e sobre o modelo de
dor crénica atua como analgésico.

5.1.1 — Efeito antinociceptivo profilatico da NTBo-A “evidéncias clinicas”:

As evidéncias clinicas do efeito profilatico da NTBo-A sao muito
limitadas e com resultados conflitantes. A utilizacdo de NTBo-A sobre as
formas de migrénea episddicas tem se mostrado pouco efetivas [Elkind e col.
2006, Relja e col 2007]. A NTBo-A utilizada com aplicagbes multiplas (trés
aplicacoes intercaladas por periodos de até trés meses) mostrou que a NTBo-A
nao demonstra efetividade profilatica terapéutica ou efeitos colaterais
estatisticamente significativos quando comparados com o grupo placebo (soro
fisoldgico) [Aurora e col., 2007].

Outros trabalhos sugerem boa resposta enquanto podem oscilar com
pouca efetividade no transcorrer dos estudos [Jakubowski e col., 2006]. Segundo
estudos recentes os “bons pacientes para tratamento profilatico” sdo aqueles
que apresentam migranea episddica com dores que se manifestam como
pulsateis de fora para dentro (imploding headache) enquanto que os maus
pacientes (que nao respondem a NTBo-A) sao os que manifestam cefaléia com
caracteristicas pulsateis de dentro para fora (exploding headaches) [Jakubowski e
col., 2006]. A justificativa dos autores se baseia no fato que as cefaléias
centriptas se originam de estruturas extracranianas enquanto as cefaléia

centrifugas se originam de estruturas intracranianas.

5.1.2- Efeito antinociceptivo profilatico da NTBo-A “evidéncias preé-
clinicas”:

Em um estudo pré-clinico objetivando avaliar o efeito antinociceptivo da
NTBo-A foi injetado como tratamento preventivo nas patas de ratos (dosagens
de 3.5, 7, 15 e 30 U/Kg de peso). A NTBo-A inibiu o efeito da injegdo de
formalina na fase Il (inflamatéria) do teste da formalina nao tendo efeito sobre a
fase | (fase neurogénica). Os efeitos foram observados a partir de 5 horas e

tiveram uma duracido de até 12 dias apds o tratamento. A producédo local de
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glutamato também foi inibida nas dosagens de 3.5, 7 e 15 U/Kg de peso. O
estudo demonstrou que a NTBo-A tem efeito profilatico sobre um modelo de
dor aguda induzida pela formalina [Cui e col., 2004].

Animais pré-tratados com NTBo-A (3.5, 15 e 30/Kg de peso) dentro da
superficie subplantar dos animais foram anestesiados 24 horas apdés com o
intuito de isolar neurdnio sensitivo ao nivel do segmento lombar. O neurdnio de
amplo alcance foi identificado apds sua resposta a estimulos in6cuos e a
estimulos dolorosos. Uma injecdo de 50ul de formalina 5% foi administrada
sobre a pata dos animais. A injegdo de formalina produzia uma resposta
bifasica compativel com a resposta bifasica do teste da formalina (observagao
clinica). Nos animais pré-tratados com formalina a fase inflamatdria foi inibida
(e fase neurogénica sem efeito). A inibicdo € dose-dependente, sendo que a
dose mais efetiva foi de 15 e 30 U/Kg de peso [ Aoki KR 2005].

5.1.3- Efeito antinociceptivo profilatico da NTBo-A “correlagcdo clinico
laboratorial”:

Os resultados mostraram que a NTBo-A foi capaz de inibir o
comportamento de dor durante a fase inflamatéria no subgrupo 8 dias apds o
primeiro tratamento. Em todos os outros momentos o efeito antinociceptivo nao
ocorreu. A fase neurogénica nao foi afetada em nenhum momento e em
nenhum subgrupo.

Estes resultados podem ser justificados pela capacidade que a NTBo-A
apresenta em bloquear transitoriamente a expressao vesicular intracelular dos
receptores vanildides (TRVP1 e TRPA1) e da liberagcdo dos
neurotransmissores (SP, NKA, CGRP e Glutamato) tendo seu pico de efeito
apos sete dias [Caterina e Julius 2001]. O aumento da expressédo dos receptores
vaniléides dentro dos nociceptores periféricos € importante para manutengao
dos estados de hiperalgesia inflamatéria (Fase inflamatéria do teste da
formalina) apds estimulos neurogénicos [Ji e col.,2002; Amaya e col.,2003]. A
inibicdo destes receptores ndo permitira a expressdo da nocicepcdo mesmo
que exista uma agressao neural. O efeito da NTBo-A é mais observado como

um agente capaz de inibir ou prevenir a sensibilizagao periférica em modelos
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de dor inflamatéria com hipersensibilizagdo (como € o caso do teste da
formalina 2,5%) [Wang e Redgrave 1997].

Os nossos resultados mostraram que o comportamento de dor
neurogénica n&o foi afetado, como descrito na literatura, mas a sensibilizagéo
periférica e central decorrente deste estimulo neurogénico foi influenciada no
subgrupo 8 dias, periodo maximo da agao destas drogas sobre os receptores
vaniléides e outros neurotransmissores [Amaya e col. 2003, Ji e col 2002]. Os
resultados ndo se replicaram apds o segundo bloqueio sugerindo que
bloqueios repetidos ndo os potencializam. O fator de desequilibrio na
maturidade dos animais deve ser relevante nas respostas motoras. A falta de
resposta do segundo bloqueio pode também representar uma caracteristica
fisiologica do organismo apds a primeira exposigcao a droga.

Os resultados observados na literatura e os encontrados em nosso
estudo mostram que o efeito profilatico antinociceptivo da NTBo-A apresenta

efeito temporario o que dificulta muito sua indicagao terapéutica.

5.2 — Efeito Analgésico da NTBo-A
5.2.1- Efeito antinociceptivo analgésico da NTBO-A “evidéncias clinicas”:

Estudos investigando o efeito analgésico direto da NTBo-A em seres
humanos portadores de neuropatia focal e alodinia mecanica secundaria a
neuralgia pos-herpética, trauma ou pos-cirargico mostraram que a
administragdo da NTBo-A intra-dermica produzia um alivio dos sintomas de
duas até 14 semanas apo6s sua aplicacdo. As doses utilizadas variaram de 20
até 190 unidades. Os resultados mostraram uma redugao da dor, da area de
alodinia e também dos limiares de percep¢cdo ao frio [Ranoux e col., 2008]. O
estudo mostrou que os pacientes que preservaram a sensibilidade térmica
antes do tratamento com NTBo-A apresentavam uma melhor resposta
terapéutica possivelmente por que o efeito analgésico esta relacionada com os
receptores TRPV1 [Morenilla-Palao e col., 2004].

Pacientes portadores de polineuropatia diabética (com
eletroneuromiografia  alterada) tratados com NTBo-A intradérmicas

apresentaram melhora clinica apos 4,8 e 12 semanas [Yuan e col., 2009].
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Pacientes com migranea cronica foram avaliados em um estudo
multicéntrico (somente Estados Unidos), fase 3 denominado Preempt. Foram
submetidos a multiplos tratamentos (tratamentos a cada 12 semanas)
utilizando NTBo-A em estudo duplo-cego placebo controlado utilizando 155 a
195 unidades de NTBo-A. O tratamento mostrou-se ser efetivo 24 semanas
apoés o tratamento com redugdo do numero de crises de cefaléia e com
reducao dos escores no Teste do Impacto da Cefaléia (HIT-6) e uma melhor
qualidade de vida (MQoL). O estudo finalmente mostra que repetidos
tratamentos mostrou ser seguro e bem tolerado [Aurora e col 2009]. No estudo
Preempt 2, pacientes com migranea crbénica foram avaliados em um estudo
multicéntrico (66 centros do Estados Unidos e da Europa), durante a fase 3,
foram submetidos a multiplos tratamentos (tratamentos a cada 12 semanas)
utilizando NTBo-A em estudo duplo-cego placebo controlado utilizando 155 a
195 unidades de NTBo-A. Observou-se uma reducdo na frequéncia da
cefaléia, na intensidade e na duragao quando comparado com o grupo solugao
salina. A NTBo-A é efetiva no tratamento reduzindo o numero de crises e
aumentando igualmente a HIT-6 e a qualidade de vida dos pacientes
submetidos ao tratamento [Dodick e col., 2009]. A utilizacdo da NTBo-A sobre as
formas cronicas de migranea mostraram resultados positivos no controle da dor
[Farinelli e col. 2006, Freitag 2007]. A utilizacdo da NTBo-A sobre sindromes
dolorosos com efeito nociceptivo crénico, como nas neuropatias periféricas e

neuralgia pos-herpética mostraram também efeito antinociceptivo transitorio
[Ranoux e col. 2008, Huete e Bermejo 2008].
A administracdo subcutédnea de NTBo-A (média de 22.5 unidades) em

pacientes submetidos a aplicagdo de capsaicina intradérmica sobre o territorio
do trigémeo (antes do tratamento com NTBo-A, um, trés e sete dias apds o
tratamento com NTBo-A) em um estudo duplo-cego placebo controlado
demonstrou profunda alteragdes clinicas quando comparados com 0O grupo
controle (tratamento com solugdo salina) [Gazerani e col., 2008]. A NTBo-A foi
capaz de reduzir a neuralgia trigeminal induzida pela capsaicina além de
reduzir o fluxo sanguineo e a temperatura da pele. Estes efeitos sdo maximos
trés e sete dias apdés o tratamento. A NTBo-A aumenta os limiares de

percepcao térmica e nao altera os limiares de percepgao aos estimulos de
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pressédo ou elétricos. Os achados sugerem uma influéncia sobre as fibras do
tipo-C e principalmente sobre os receptores TRPV1.

Noés recentemente publicamos o efeito terapéutico analgésico da NTBo-
A sobre pacientes portadores de cefaléia primaria em punhaladas. De
fisiopatologia ainda desconhecida a hipersensibilizagédo trigeminal parece ser o
substrato das dores nesta cefaléia. Os pacientes foram submetidos ao
tratamento com NTBo-A 12 unidades intra-dérmica em diferentes pontos
conforme a localizagédo da dor. A melhora clinica foi observada sete dias apos o
tratamento e manteve-se por até 60 dias [Piovesan e col. 2010].

Na neuralgia do trigémeo mostramos em um estudo aberto que
pacientes refratarios a tratamentos farmacoldgicos e cirurgicos, quando
submetidos ao tratamento com NTBo-A mostraram controle dos sintomas
dolorosos dentro dos primeiros dias. A resposta clinica foi satisfatéria na
primeira semana e teve uma duragdao média de 60 dias [Piovesan e col., 2005].
Outros estudos também confirmaram que a NTBo-A possui um efeito
terapéutico sobre a neuropatia trigeminal. Bloqueio com NTBo-A 20-50
unidades sobre o territorio do nervo trigémeo produz alivio dos sintomas
dolorosos nos primeiro dias apdés o bloqueio e mantém a resposta clinica por

até 60 dias [Zudiga e col., 2008].

5.2.2- Efeito antinociceptivo analgésico da NTBo-A “evidéncias pré-
clinicas”:

Estudos avaliando a secrecéao vesicular do ganglio do trigémeo (FM4-64)
e alodinia tatil apés a constricdo do nervo infra-orbital mostraram que os
animais submetidos ao tratamento com NTBo-A intradérmica reduziram a
producao do FM4-64 e a area de alodinia mecanica 11 dias apods o tratamento
[Kitamura e col., 2009]. O mesmo estudo demonstrou que a secrecao vesicular do
FM4-64 dos neurbnios do ganglio do trigémeo comeca a ser alterada cerca de
3 horas apo6s seu tratamento (tempo necessario para a incubagédo da toxina
botulinica) — a NTBo-A ¢é internalizada no neurdnio por uma vesicula endocitica
e translocada até atuar sobre o SNAP-25. A inibicdo que se inicia trés horas
apos atinge sua maxima efetividade 24 horas apds para a substancia P [Welch e

col., 2000] e CGRP [Meng e col 2007].
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Neurdnios isolados do ganglio do trigémeo e previamente tratados com
NTBo-A foram expostos a capsaicina em um estudo cego placebo controlado
(previamente tratados com solugéo salina isotbnica). As células pré-tratadas
com NTBo-A nado expressaram CGRP quando comparadas com O grupo
controle que apresentou uma elevada expressdo do mesmo neurotransmissor.
O estudo mostra que a NTBo-A é capaz de inibir a expressdao do CGRP tendo
um espacgo promissor no tratamento das sindromes dolorosas cronicas [Meng e
col., 2009].

Animais submetidos a constricdo do nervo L5-L6 (neuropatia lombar) e
pré-tratados com NTBo-A (10, 20, 30 e 40 U/Kg de peso) produziram uma
reducdo da alodinia mecanica e ao frio nas dosagens de 10 e 20U/Kg. As
dosagens de 30 e 40U/Kg apresentaram importante efeito motor ndo sendo

possivel avaliagao clinica dos animais [Park e col., 2006].

5.2.3 - Efeito antinociceptivo analgésico da NTBo-A “correlacdo clinico
laboratorial”:

Os nossos resultados mostraram que o0s animais submetidos a
constricdo do nervo infra-orbital apresentaram hipernocicepcao seis dias apos
a cirurgia. Os animais que foram tratados com NTBo-A reverteram
completamente este estado de hipernocicepcéo ja na primeira avaliagao (6
horas) e mantiveram este efeito nas avaliagdes de 24, 48 e 72 horas apos o
tratamento. A hipernocicepcédo dos animais submetidos a constricao do nervo
(amarra do nervo) e tratados com NTBo-A retornaram apds 96 horas de seus
tratamento, demonstrando que o efeito antinociceptivo ocorre até 72 horas
apods a sua aplicagao.

Os nossos achados corroboram com uma correlacéo clinico-laboratorial
da literatura. A NTBo-A possui um efeito analgésico que em modelos
experimentais inicia-se 3 horas apds sua exposi¢cao sobre células neurais,
tendo seu pico de acdo dentro de 24 horas. O efeito analgésico inicial parece
estar relacionado com o bloqueio do trafego vesicular e exposi¢géo vesicular
sobre a membrana celular de vesiculas contendo SP, CGRP, glutamato e

principalmente receptores vanildides (TRPA1 e TRPV1). Nossos resultados
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também confirmam que a NTBo-A é um potente analgésico com efeito
transitoério.

5.3 EFEITO MOTOR DA NTBo-A NA FASE 1.

5.3.1 - Teste do Campo Aberto.

A avaliacao do efeito da NTBo-A sobre a atividade motora dos animais é
fundamental uma vez que a andlise do teste de formalina depende da
integridade motora do animal. Na literatura ndo encontramos nenhum estudo
mostrando o efeito da NTBo-A sobre os parametros avaliados durante o teste
do campo aberto.

A laténcia para o inicio dos movimentos ndo € um marcador para
atividade motora, mas avalia o grau de ansiedade que os animais apresentam
quando expostos ao campo aberto. Os nossos resultados, mesmo que
limitrofes, mostraram que a laténcia do grupo NTBo-A subgrupo 24 horas apés
o primeiro bloqueio foram estatisticamente maiores que o grupo controle SSI
sugerindo um maior grau de ansiedade neste subgrupo. O unico relato da
utilizacdo da NTBo-A em pacientes com algum disturbio de ansiedade é na
hiper-hidrose cutanea [Connor e col.,2006]. Evidéncias sugerem que o aumento
dos niveis de acetilcolina intracerebrais (hipocampais) reduz o grau de
ansiedade e vice-versa [Degroot e Treit 2002]. A NTBo-A também pode reduzir os
niveis circulantes de acetilcolina ao nivel da jungdo neuromuscular,
promovendo um maior grau de ansiedade [Simpson 1981]. Ap0s este dado pouco
consistente nossos animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz
elevada (teste especifico para analise do grau de ansiedade) a fim de reavaliar
esta eventual tendéncia da NTBo-A em induzir ansiedade.

Pacientes com disturbios de hiperatividade muscular, como € o caso da
distbnia cervical, frequentemente relatam disturbios generalizados de
ansiedade. Sua relagdo de agravo ou melhora ap6s a utilizacédo da NTBo-A nao
foi investigada até o presente momento [Swope D e Barbano R., 2008]. Estudos
recentes que avaliaram a qualidade de vida de pacientes portadores de
distonia cervical mostraram que apds o tratamento com NTBo-A as escalas de
depressdao e ansiedade reduziram em quase trés vezes os valores de
referéncia prévios ao tratamento com a NTBo-A. Entretanto estes resultados

estiveram diretamente relacionados com a melhora dos movimentos distdnicos
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[Skogseid e col.,2007]). Na literatura ndo encontramos trabalhos que tenham
mensurado a ansiedade em outras doengas ou situacbes que utilizaram a
NTBo-A.

5.4 — VARIACAO DOS RESULTADOS DO CAMPO ABERTO NO PRIMEIRO
E SEGUNDO MOMENTOS DO ESTUDO DURANTE A FASE 1.

O estudo mostrou que a laténcia dos animais foi homogénea em ambos
0s grupos e subgrupos durante a evolugao do estudo. Entretanto o numero de
casas andadas no campo aberto, o numero de levantamentos e o tempo de
imobilidade ndo mostrou ser homogéneo. Observamos que na grande maioria
dos subgrupos e em ambos os grupos estes quesitos sofreram alteragdes
significativas quando comparados com o periodo apos o primeiro tratamento,
com o periodo apos o segundo tratamento. Como estas alteragbes ocorreram
no grupo NTBo-A e SSI de forma relativamente homogénea sugere que estas
alteragdes nao tiveram relacdo com a droga estudada (NTBo-A). Concluimos
que os animais apds o primeiro tratamento e apés o segundo tratamento do
ponto de vista da atividade motora ndo podem ser totalmente considerados
homogéneos. Se os grupos néo foram totalmente homogéneos do ponto de
vista motor, entre os dois periodos, acredita-se que a influéncia sobre o teste
da formalina também ocorra.

Os animais estudados (Rattus norvegicus) geralmente nascem com um
peso de 5 a 6 gramas, sendo que o peso do macho adulto oscila entre 300 até
800 gramas, sua longevidade atinge 3 a 4 anos. O peso médio dos animais que
foram alocados nas primeiras etapas da fase 1 do estudo ndo configuram os
mesmos como animais adultos. Nas etapas finais da fase 1 o peso dos animais
ja pode ser classificado como de animais adultos. A auséncia de
homogeneidade nos resultados entre os grupos e subgrupos na etapa apés o
primeiro tratamento e apdés o segundo tratamento pode ser, entre outros
fatores, justificado pelo fato de estarmos trabalhando com animais em periodos
evolutivos diferentes, um grupo no periodo pré-adulto e outro no periodo adulto
(uma vez que apresentam pesos diferentes). Na literatura ndo encontramos
descrigdes da influéncia da idade dos animais nos resultados do campo aberto.

Entretanto sabemos que esta transicdo esta relacionada com alteracdes
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hormonais que direta ou indiretamente podem alterar o comportamento motor e

de dor [Site do Colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal: www.cobea.org.br].

5.5- TESTES DE AVALIACAO COMPORTAMENTAL A ANSIEDADE.

Estas avaliacbes foram motivadas porque durante os testes do campo
aberto a laténcia para o inicio dos movimentos foi maior no grupo NTBo-A. O
teste do labirinto em cruz elevada foi aplicado em associacdo com o teste do
campo claro versus o campo escuro para determinar um efeito

ansiolitico/ansiogénico da NTBo-A.

5.5.1 — Teste do Labirinto em Cruz Elevada.

O subgrupo 24 horas do grupo SSI apresentou uma maior porcentagem
de permanéncia no brago aberto do que o grupo NTBo-A. O subgrupo 29 dias
do grupo NTBo-A apresentou uma maior porcentagem de permanéncia no
bragco aberto do que o grupo SSl. Esses achados provavelmente ocorram
porque a NTBo-A é um potente inibidor da expressao dos receptores vanildides
(TRPV1 e TRPA1) e dos neurotransmissores (acetilcolina, SP, NKA, CGRP e
glutamato). O bloqueio transitdrio de receptores vanildides (TRPV1) ao nivel do
cortex pré-frontal inibe o comportamento de ansiedade (aumenta o tempo de
exposicao e exploragdo do brago aberto no teste da cruz elevada) sugerindo
que o bloqueio destes receptores produz um efeito ansiolitico [Aguiar e col. 2009].
Os nossos resultados sédo divergentes entre si uma vez que o subgrupo 24
horas apresenta um maior grau de ansiedade para NTBo-A enquanto o
subgrupo 29 dias uma maior ansiedade para o grupo SSI. A porcentagem
média de tempo de permanéncia no campo neutro € maior no grupo NTBo-A
do que no grupo SSI para o subgrupo 24 horas sugerindo também maior grau
de ansiedade deste subgrupo. Estes dados divergentes da NTBo-A podem
estar relacionadas com o tempo necessario para esta droga agir ao nivel
cerebral produzindo efeitos ansioliticos e ansiogénicos. Agregados aos
achados de campo aberto que sugerem uma maior grau de ansiedade no
subgrupo 24 horas do grupo NTBo-A podemos inferir que este subgrupo do

grupo NTBo-A apresenta maiores graus de ansiedade do que o grupo SSI.
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Discussao

Outro fator que pode estar relacionado é o efeito das drogas aplicadas
sobre o0 segundo ramo do trigémeo que afetara necessariamente o
comportamento fisiolégico das vibrissas. A tigmotaxia € uma ataxia do animal
gerada pela alteragdo das vibrissas e que pode estar envolvida nestas

respostas durante o teste do labirinto em cruz elevada.

5.6 - EFEITOS COLATERAIS DA NTBo-A.

A paralisia motora apresentada pelo animal do grupo NTBo-A subgrupo
29 dias apods o segundo bloqueio ocorreu sobre os musculos clavotrapézio,
acromiotrapézio e esternomastoideo. Paralisia motora € o principal efeito
clinico desejavel da toxina botulinica uma vez que ela inibe a liberagdo da
acetilcolina na placa motora [Aoki 2002]. Estudos recentes utilizando-se de
estimulacao elétrica sobre os musculos submetidos ao tratamento com NTBo-A
evidenciam uma reducgao dos potenciais de acdo motora que iniciam trés dias
apods o bloqueio e alcangam seu pico maximo de inibicdo em 7 a 14 dias [Rha
DW e col. 2008]. O animal do nosso estudo apresentava desvio cefalico para a
direita 20 dias apo6s o segundo bloqueio (lateralizando a cabecga para a direita).

O animal estudado ndo recebeu NTBo-A sobre os musculos afetados
descritos anteriormente, ou tampouco sobre qualquer terminagdo nervosa
oriunda de C2-C5 ou ramos do nervo espinhal acessério. Entretanto os efeitos
da NTBoOA (paralisia muscular) ocorreram ipsilaterais ao lado do bloqueio sobre
V2. Estes achados podem ser justificados pela presenga de mecanismos de
convergéncia trigeminocervical sensitivo-motora.

A convergéncia trigeminocervical tem sido descrita ha varios anos [Kerr
1961]; trata-se de uma confluéncia de informagdes nociceptivas trigeminais e
cervicais que terminam sobre uma mesma populagao celular ao nivel do nucleo
caudal do trigémeo [Goadsby e Hoskin 1997].

A presenca deste efeito colateral motor, mesmo que de forma isolado
sugere a presenca de um mecanismo de convergéncia trigeminocervical do tipo

sensitivo-motor.
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Conclusoes

6.1 - A NTBo-A apresenta efeito antinociceptivo profilatico sobre um modelo de
dor orofacial aguda induzida pela formalina 2.5%.
- O efeito da NTBo-A inicia-se a partir de 8 dias apés o primeiro
tratamento, ndo prolongando-se a partir deste periodo ou durante o
segundo tratamento.
- O efeito antinociceptivo ocorre exclusivamente sobre a fase

inflamatoria.

6.2 — A NTBo-A apresenta efeito antinociceptivo analgésico sobre um
modelo de dor orofacial cronica induzida pela constricdo do nervo infra-
orbital. Apos seis horas de tratamento a NTBo-A bloqueia a

hipernocicepgdo mantendo-se por mais 72 horas.
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Anexos

ANEXO 1 - CARACTERISTICAS DO ALIMENTO FORNECIDO AOS ANIMAIS

Marca: NUVILAB CR;.

Fabricado pela NUVITAL.

Registro no Ministério de Agricultura e Reforma Agraria: PR — 58033-00103.

Composicéo Basica do Produto: Carbonato de calcio, farelo de milho, farelo de soja, farelo de

trigo, fosfato bicélcico, cloreto de sédio, premix vitaminico mineral e de aminoécidos, aditivos

antioxidantes.

Niveis de Garantia: - Umidade (max)

Indicacdo: Alimento equilibrado para camundongos e ratos de laboratério, baseado em
recomendacgdes do National Research Council e National Institute of Health — USA.

Vitaminas: Vitamina A 12.000 Ul; vitamina D3 1.800 UI; vitamina E 30,00mg; vitamina K3
3,00mg; vitamina B1 5,00mg; vitamina B2 6,00mg; vitamina B6 7,00mg; vitamina B12
20,00mcg; niacina 60,00mg; acido fantoténico 20,00mg; acido félico 1,00mg; biotina 0,05mg,
colina 600,00mg.

Microelementos: Ferro 50,00mg; zinco 60,00mg; cobre 10,00mg; iodo 2,00mg; manganés

60,00mg; selénio 0,05mg; cobalto 1,50mg.

Amionoacidos: DL-metionina 300,00mg; lisina 100,00mg.

Aditivos: Antioxidantes 100,00mg.
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ANEXO 2

- FORMACAO DO MUSCULO TRAPEZIO,

INSERCOES, ORIGENS,

Anexos

INERVAGAO

SENSITIVA E MOTORA. NERVO ESPINHAL ACESSORIO (XI); RAMO DIiGAsSTRICO (RD); RAMO

VENTRAL (RV);
NERVO AURICULAR MAIOR

MUscuULO ESPINOTRAPEZIO (ET);
MUscULO ESTERNOMASTOIDEO

(NAM);

CLEIDOMASTOIDEO (CDM); MUscuLO CLAVOTRAPEZIO (CVT

(EM);

MUSCULO ACROMIOTRAPEZIO (AT);
MUscuLO

[
NAM [ oy | RD
o cyT  EM
Musculo | Origem Insercao Funcoes Inervacgao Inervacao
sensitiva motora
Processo Espinha proximal | Fixagéo da espinha
espinhal de T4 | da escapula da escapula.
ET até L3 Levantar e baixa o C2-C5 XI
membro
ventralmente e
dorsalmente
Processo Acrbémio, Fixagao da espinha
espinhal de C1 | processo espinhal | da escapula.
AT até T4 da escapula Levantar e baixa o C2-C5 XI
membro C2-C5
ventralmente e
dorsalmente
Linha nucal Bordo posterior Levanta e abaixa o
CVT superior, da clavicula membro XI
protuberancia ventralmente e C2-C5 C2-C5
occipital dorsalmente.
externa
Manubrio do Porgcdo mastoidea | Flexiona a cabega e Xl
EM externo do osso temporal | o pescogo C2-C5 C2-C5
lateralmente
Porgcéo média Processo Flexdo da cabecga e
da clavicula mastdideo, do pescogo Xl
CDM porcao superior C2-C5 NAM
do osso occipital
e temporal
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ANEXO 3 - REGISTRO DA PESQUISA NO BANPESQ

LT O S L WL S L LM S H S
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reemmar b el ea o ran
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Looal da Pe aqul e
DEPARTAMENTO DECLINICAMEDICA

Area do Conhsolmanis
101070 Newrologla

Tipo do Projats

Tese de Dol borasdo

Cat da Imolo Cats da aprovagdo no Depk
250 s

Homs do Crisnfdor
LINEU CEZAR WERNECE

Faes atual da ps equl e

Frole ko Wit

Horac esmanal c dedloada Cats de Inolucdo no o clema
10 250aIE

Tl

E#l ko da Toodra Bobkd ica TiporA Sobre & Nocl cepco Trigemiral

Emants

& Tiood res bokad o & umi polkenile Inlbldor dos recep lores TRPW, comporenke s Ardamenials para & rocloepicd
Er helamics S5 rakes subme Idos 30 blogquels sobirs o segurd o ramo dio HQEmeo &m um &5 o duplio oe Qo con
ulllzardo Toxdra bokdca & somo dslologlon. 035 animals serfo auallados com ks ke de omallra Z2.5%, ksk
sherio, Bk dacnrelswsia e BB CHTpo A & BEOurD.

Equips d& Colaburadors
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ANEXO 4 - Carta de aprovacéo do estudo no Comité de Etica em Pesquisa
do Setor de Ciéncias da Saude.

o
L

Ministério da Educagio |
I — Universidade Federal do Parand

LI F PR scior de Ciéncias da Saide

e e mamins de Etlca em Pesquisa J

Curitiba, 24 de selembro de 2008.

limo (a) Sr. {a)
Elcio Juliata Piovesan
Hesta

Prezadaola) Pesquisadan(a),

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Efeito da toxina
botulinica tipo A sobre a nocicepgao trigeminal” estd de acordo com as NOMAs
aticas estabelecidas pela Resolugio CNS 196/96, foi analisado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Salde da UFPR, em _re..u_nlﬂc- realizada no dia
27 de agosto de 2008 e apresentou perdéncials). Pendénciais) apresantadals),
documento(s) analisado(s) e projelo aprovado em 24 de getembro de 2008.

Registro CEP/SD: AN.013,004.08.08

Conforme a Resolucdo CNS 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este CEP,
relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informacbes relativas as
modificagies do protocolo, cancelamento, encerramento @ destine dos
conhecimentos obtidos.

Data para entrega do relatorio final ou parcial: 24/03/2009.

Atenciosamente

Prof. Dr. Liliana Maria Labronici
Coordenadora do Comitd de Etica em
Pesquisa do Setar de Cidncias da Saode

i
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ANEXO 5 - Peso no grupo NTBo-A, antes do Primeiro Tratamento (T=1), antes do
Segundo Tratamento (T=2) e ao final do estudo (T=3). Valores em gramas.
Subgrupos | Animal | T+=0dias | T.=42 dias Ts= 84 dias T2-T1 T3-T1 T3-T2
#1 290 415 455 125 165 40
#2 281 382 432 101 151 50
#3 287 382 408 95 121 26
e 24 horas #4 296 401 433 105 137 32
#5 269 371 330 102 61 -43
#6 276 328 350 52 74 22
#7 258 355 331 97 73 -24
#8 366 264 332 -102 -34 68
#1 318 311 326 -7 8 15
#2 280 345 319 65 39 -26
#3 278 390 364 112 86 -26
e 8 dias #4 320 419 442 99 122 23
#5 270 293 325 23 55 32
#6 275 357 364 82 89 7
#7 245 343 387 98 142 44
#8 256 320 362 64 106 42
#1 327 376 383 49 56 7
#2 377 315 320 -62 -57 5
#3 309 360 373 51 64 13
e 15dias #4 260 424 400 164 140 -24
#5 281 349 372 68 91 23
#6 256 360 391 104 135 31
#7 270 365 407 95 137 42
#8 258 330 353 72 95 23
#1 297 346 483 49 86 37
#2 252 393 435 141 183 42
#3 298 435 385 137 87 -50
e 22 dias #4 328 401 419 73 91 18
#5 253 328 350 75 97 22
#6 253 315 355 62 102 40
#7 267 341 333 74 66 -8
#8 272 324 338 52 66 14
#1 283 334 361 51 78 27
#2 325 431 451 106 126 20
#3 275 396 438 121 163 42
e 29 dias #4 320 351 387 31 67 36
#5 252 384 430 132 178 46
#6 212 311 318 99 106 7
#7 312 424 301 112 -11 -123
#8 232 297 318 65 86 22
#1 279 314 330 35 51 16
#2 371 267 278 -104 -93 11
#3 257 311 336 54 79 25
36 dias #4 269 406 446 137 177 40
#5 287 350 340 63 53 -10
#6 247 315 353 68 106 38
#7 189 283 320 94 131 37
#8 235 297 331 62 96 34
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ANEXO 6 - Peso no grupo SSI, antes do Primeiro Tratamento (T=1), antes
do Segundo Tratamento (T=2) e ao final do estudo (T=3). Valores em
gramas.

Subgrupos | Animal T:= 0 dias T,= 42 dias T,= 84 dias T2-T1 T3-T1 T3-T2
#1 287 374 435 87 148 61
#2 315 398 446 83 131 48
#3 302 413 486 111 184 73
e 24 horas #4 234 323 361 89 127 38
#5 264 400 355 136 91 -45
#6 253 323 315 70 62 -8
#7 263 303 370 40 107 67
#8 237 348 400 111 163 52
#1 415 476 470 61 55 -6
#2 387 449 501 62 114 52
#3 342 475 492 133 150 17
e 8 dias #4 417 416 463 -1 46 47
#5 255 395 419 140 164 24
#6 294 325 342 31 48 17
#7 254 315 344 61 90 29
#8 259 350 380 91 121 30
#1 368 424 435 56 67 11
#2 378 436 498 58 120 62
#3 395 476 457 81 62 -19
e15dias #4 298 355 379 57 81 24
#5 200 378 324 178 124 -54
#6 237 318 347 81 110 29
#7 258 338 372 80 124 34
#8 278 371 409 93 131 38
#1 302 369 340 67 38 -29
#2 289 386 408 97 119 22
#3 296 304 394 8 98 90
e 22 dias #4 255 356 335 101 80 -21
#5 236 324 346 88 110 32
#6 239 302 325 63 86 23
#7 233 382 299 149 66 -83
#8 242 310 335 68 93 25
#1 291 360 386 69 95 26
#2 312 342 382 30 70 40
#3 290 369 416 79 126 47
e 29 dias #4 302 367 342 65 40 -25
#5 245 308 323 63 78 15
#6 263 349 335 86 72 -14
#7 238 315 350 77 112 35
#8 - - - - - -
#1 401 453 470 52 69 17
#2 260 294 321 34 61 27
#3 391 461 500 70 109 39
e 36 dias #4 260 327 365 67 105 38
#5 310 399 440 89 130 41
#6 270 334 353 64 83 18
#7 254 356 394 102 140 38
#8 233 271 298 38 65 27
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ANEXO 7 - PORCENTAGEM DE VARIACAO DO GANHO DE PESO NOS DIFERENTES MOMENTOS
DO ESTUDO GRUPO NTBO-A. ANTES DO PRIMEIRO TRATAMENTO (T=1), ANTES DO
SEGUNDO TRATAMENTO (T=2) E AO FINAL DO ESTUDO (T=3). RESULTADOS EM GRAMAS E
EM PORCENTAGENS (%).

Subgrupos | Animal | T2-T1 T3-T1 T3-T2 % T2-T1 | % T3-T1 % T3-T2
#1 125 165 40 43 56,8 9,6
#2 101 151 50 35,9 53,7 13
#3 95 121 26 33,1 42,1 9,2
e 24 horas #4 105 137 32 35,4 46,2 7,9
#5 102 61 -43 37,9 22,6 -11,5
#6 52 74 22 18,8 26,8 6,7
#7 97 73 -24 37,5 28,2 6,7
#8 -102 -34 68 -27,8 -9,2 25,7
#1 -7 8 15 -2 2,5 4,8
#2 65 39 -26 23,2 13,9 -7,5
#3 112 86 -26 40,2 30,9 -6,6
e 8 dias #4 99 122 23 30,9 38,1 54
#5 23 55 32 8,5 20,3 10,9
#6 82 89 7 29,8 32,3 1,9
#7 98 142 44 40 57,9 12,8
#8 64 106 42 25 41,4 13,1
#1 49 56 7 14,9 17,1 1,8
#2 -62 -57 5 -16,4 -15,1 1,5
#3 51 64 13 16,5 20,7 3,6
e 15dias #4 164 140 -24 63 53,8 -5,6
#5 68 91 23 24,1 32,3 6,5
#6 104 135 31 40,6 52,7 8,6
#7 95 137 42 35,1 50,7 11,5
#8 72 95 23 27,9 36,8 6,9
#1 49 86 37 16,4 28,9 10,6
#2 141 183 42 55,9 72,6 10,6
#3 137 87 -50 45,9 29,1 -11,4
e 22 dias #4 73 91 18 22,2 27,7 4,4
#5 75 97 22 29,6 38,3 6,7
#6 62 102 40 24,5 40,3 12,6
#7 74 66 -8 27,7 24,7 -2,3
#8 52 66 14 19,1 24,2 4,3
#1 51 78 27 18 27,5 8
#2 106 126 20 32,6 38,7 4,6
#3 121 163 42 44 59,2 10,6
e 29 dias #4 31 67 36 9,6 20,9 10,2
#5 132 178 46 52,3 70,6 11,9
#6 99 106 7 46,6 50 2,2
#7 112 -11 -123 35,8 -3,5 -29
#8 65 86 22 28 37 7.4
#1 35 51 16 12,5 18,2 5
#2 -104 -93 11 -28 -25 41
#3 54 79 25 21 30,7 8
36 dias #4 137 177 40 50,9 65,7 9,8
#5 63 53 -10 21,9 18,4 -2,8
#6 68 106 38 27,5 42,9 12
#7 94 131 37 49,7 69,3 13
#8 62 96 34 26,3 40,8 11,4
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ANEXO 8 - Porcentagem de variacdo de ganho de peso nos diferentes momentos do
estudo Grupo SSIl. Antes do Primeiro Tratamento (T=1), Antes do Segundo Tratamento

(T=2) e ao final do estudo (T=3). Resultados em gramas e em porcentagens (%).

Subgrupos | Animal T2-T1 T3-T1 T3-T2 % T2-T1 % T3-T1 % T3-T2
#1 87 148 61 30,3 51,5 16,3
#2 83 131 48 26,3 41,5 17,6
#3 111 184 73 36,7 60,9 11,7
® 24 horas #4 89 127 38 38 54,2 11,7
#5 136 91 -45 51,5 34,4 -11,2
#6 70 62 -8 27,6 24,5 -2,4
#7 40 107 67 15,2 40,6 22,1
#8 111 163 52 46,8 68,7 14,9
#1 61 55 -6 14,6 13,2 -1,2
#2 62 114 52 16 29,4 11,5
#3 133 150 17 38,8 43,8 3,5
e 8 dias #4 -1 46 47 -0,2 11 11,2
#5 140 164 24 54,9 64,3 6
#6 31 48 17 10,5 16,3 52
#7 61 90 29 24 35,4 9,2
#8 91 121 30 35,1 46,7 8,5
#1 56 67 11 15,2 18,2 2,5
#2 58 120 62 15,3 31,7 14,2
#3 81 62 -19 20,5 15,6 -3,9
e 15dias #4 57 81 24 19,1 271 6,7
#5 178 124 -54 89 62 -14,2
#6 81 110 29 34,1 46,4 9,1
#7 80 124 34 31 48 10
#8 93 131 38 33,4 471 10,2
#1 67 38 -29 22,1 12,5 -7,8
#2 97 119 22 33,5 41,1 5,6
#3 8 98 90 2,7 33,1 29,6
e 22 dias #4 101 80 -21 39,6 31,3 -5,8
#5 88 110 32 37,2 46,6 9,8
#6 63 86 23 26,3 35,9 7,6
#7 149 66 -83 63,9 28,3 -21,7
#8 68 93 25 28 38,4 8
#1 69 95 26 23,7 32,6 7,2
#2 30 70 40 9,6 22,4 11,6
#3 79 126 47 27,2 43,4 12,7
e 29 dias #4 65 40 -25 21,5 13,2 -6,8
#5 63 78 15 25,7 31,8 4,8
#6 86 72 -14 32,6 27,3 -4
#7 77 112 35 32,3 47 11,1
#8 - - - - - -
#1 52 69 17 12,9 17,2 3,7
#2 34 61 27 13 23,4 9,1
#3 70 109 39 17,9 27,8 8,4
036 dias #4 67 105 38 25,7 40,3 11,6
#5 89 130 41 28,7 41,9 10,2
#6 64 83 18 23,7 30,7 53
#7 102 140 38 40,1 55,1 10,6
#8 38 65 27 16,3 27,8 9,9
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ANEXO 9 - Analise Descritiva e Comparativa do Peso Segundo os Diferentes Momentos.
Neurotoxina Botulinica do Tipo-A (Grupo 1); Solugdo Salina Isoténica 0,9% (Grupo 2);
Minimo (Min.); Maximo (Max). i Mann-Whitney test. Significancia utilizada p<0,05.
Valores apresentados em gramas.

Grupo | n Média | Mediana | Min. | Max Desvio p’
Padréo 1versus 2
e Peso Tempo 1 48 | 278,50 275 189 377 35,21 p=0,882
“0 dias” (T1) 2 47 | 289,40 270 200 417 55,57
e Peso Tempo 1 48 | 352,27 349,5 264 435 44,42 p=0,315
“42 dias” (T2) 2 47 | 366,32 356 271 476 53,15
e Peso Tempo 1 48 | 370,72 361,5 278 483 48,25 p=0,154
“84 dias” (T3) 2 47 | 388,44 379 298 501 58,82
e % de ganho de 1 48 27,18 27,95 -28 63 18,79 p=0,534
peso T2-T1 2 47 | 28,25 26,3 -0,20 89 15,71
e % de ganho de 1 48 | 33,34 32,3 -25 72,6 21,33 p=0,696
peso T3-T1 2 47 | 35,77 34,4 11 68,7 14,55
e % de ganho de 1 48 5,39 6,8 -29 25,7 8,56 p=0,452
peso T3-T2 2 47 6,38 8,5 -21,7 29,6 9,22
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ANEXO 10 - VALOR EM UNIDADES DE NTBO-A E VOLUME DOS FARMACOS ADMINISTRADOS
NOS SUBGRUPOS DOS GRUPOS NTBoO-A E SSI (DURANTE O PRIMEIRO TRATAMENTO

Subgrupos Animal Unid/Botox Vol/Botox (yl) Vol/SSI (yl)
1 3,5 7 7
2 3,4 6,8 7.5
3 3,4 6,8 7,2
e 24 horas 4 3,5 7 5,6
5 3,2 6,4 6,2
6 3,3 6,6 6
7 3,1 6,2 6,2
8 4,3 8,6 5,6
1 3,8 7.6 10
2 34 6,8 9,4
3 3,4 6,8 8,2
e 8 dias 4 3,9 7,8 10
5 3,2 6,4 6
6 3,3 6,6 7
7 3 6 6
8 3,6 7,2 6,2
1 4 8 8,9
2 4.5 9 9,1
3 3,7 7.4 9,5
e 15 dias 4 3,1 6,2 7,2
5 3,3 6,6 4,8
6 3 6 5,6
7 3,2 6,4 6
8 3 6 6,6
1 3,6 7,2 7.3
2 3 6 7
3 3,6 7,2 7.1
e 22 dias 4 4 8 6,1
5 3 6 5,6
6 3 6 5,6
7 3,2 6,4 54
8 3,3 6,6 5,8
1 3,5 7 7
2 3,9 7,8 7,5
3 3,3 6,6 7
e 29 dias 4 3,8 7,6 7,3
5 3 6 5,8
6 2,5 5 6,2
7 3,7 7,4 5,6
8 2,7 54 54
1 3,4 6,8 9,6
2 4,5 9 6,2
3 3,1 6,2 9,3
e 36 dias 4 3,2 6,4 6,3
5 3,4 6,8 7,6
6 2,9 5,8 6,4
7 2,2 44 6
8 2,8 5,6 54
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ANEXO 11 - VALOR EM UNIDADES DE NTBO-A E VOLUME DOS FARMACOS ADMINISTRADOS
NOS SUBGRUPOS DOS GRUPOS NTBO-A E SSI (DURANTE O SEGUNDO TRATAMENTO

Subgrupos Animal Unid/Botox Vol/Botox (ul) Vol/SSI (ul)
1 4.9 9,8 8,8
2 4.5 9 9,4
3 4,5 9 9,8
e 24 horas 4 4.8 9,6 7,6
5 4,5 9 9,6
6 4 8 7,8
7 4,2 8,4 7,2
8 3,2 6,4 8,4
1 3,7 7.4 11,4
2 4.1 8,2 10,6
3 4,7 9,3 11,4
e 8 dias 4 5 10 10
5 3,5 7 9,6
6 4,3 8,6 7,8
7 4,2 8,4 7,6
8 3,9 7,8 8,4
1 4.5 9 10,1
2 3,8 7,6 10,4
3 4,3 8,6 11,4
e 15 dias 4 5 10 8,4
5 4,2 8,4 9,2
6 4.4 8,8 7,6
7 4.4 8,8 8
8 4 8 9
1 4.1 8,2 8,8
2 4,7 94 9,2
3 52 10,4 7,2
e 22 dias 4 4.8 9,6 8,4
5 4 8 7,8
6 3,8 7,6 7,2
7 4 8 9,2
8 3,9 7,8 7,6
1 4 8 8,6
2 5,1 10,2 8,2
3 4,7 9,4 8,8
e 29 dias 4 4,2 8,4 8,8
5 4,6 9,2 7.4
6 3,8 7,6 8,4
7 5 10 7,6
8 3,6 7,2
1 3,7 7.4 10,8
2 3,2 6,4 7
3 3,7 7.4 11
e 36 dias 4 4.8 9,6 7,8
5 4,2 8,4 9,6
6 3,8 7,6 8
7 34 6,8 8,6
8 3,6 7,2 6,6
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ANEXO 12 - - ANALISE ESTATISTICA DESCRITIVA E COMPARATIVA DO NUMERO DE
UNIDADES E VOLUME APLICADOS NOS DIFERENTES GRUPOS E SUBGRUPOS DO ESTUDO.
NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A (GRUPO 1); SOLUGCAO SALINA ISOTONICA 0,9%
(GRUPO 2); MiNnIMO (MIN.); MAxIMO (MAX). " MANN-WHITNEY TEST. SIGNIFICANCIA
UTILIZADA P<0,05. VALORES EM UNIDADES E EM pL.

Grupo n Média | Mediana | Min. | Max | Desvio p’
Padrao | 1 versus 2
e Unidades no 1 48 3,36 3,30 2,2 4.5 0,46 )
Primeiro Tratamento 2 47 - - - - - -
e Unidades no 1 48 4,21 4,20 3,2 5,2 0,51 -
Segundo 2 47 - - - - - -
Tratamento
e VVolume no 1 48 6,73 6,60 4.4 9 0,92 0,831
Primeiro Tratamento 2 47 6,91 6,40 4.8 10 1,37
e VVolume no 1 48 8,43 8,40 6,4 10,4 1,02 0,321
Segundo 2 47 8,76 8,60 6,6 11,4 1,26
Tratamento
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ANEXO 13 - Resultados do Teste do Campo Aberto para o grupo NTBo-A, ap6s o

Primeiro Tratamento. Laténcia e tempo de imobilidade em segundos, Nimero de Casas

andadas e NiUmero de Levantamentos em unidades.

Subgrupos Animal Laténcia N. Casas Levantamentos Imobilidade
1 5 48 7 204
2 4 121 31 103
3 41 97 17 102
® 24 horas 4 29 67 16 115
5 17 79 10 114
6 11 13 10 192
7 39 112 14 42
8 19 45 16 60
1 23 14 6 241
2 2 77 28 87
3 2 82 21 150
e 8 dias 4 1 60 34 133
5 1 124 33 189
6 3 120 14 180
7 2 52 13 253
8 2 78 30 228
1 0 69 20 266
2 2 106 45 36
3 48 32 8 154
e 15dias 4 3 6 4 262
5 2 4 1 240
6 300 0 0 147
7 8 105 31 12
8 15 1 3 258
1 3 19 4 185
2 0 70 5 149
3 0 83 21 64
e 22 dias 4 2 93 24 69
5 2 49 6 124
6 0 108 30 210
7 3 139 43 195
8 0 49 239 9
1 28 61 14 118
2 1 54 7 108
3 5 47 25 117
e 29 dias 4 1 81 19 51
5 24 42 13 183
6 27 24 5 151
7 2 72 11 37
8 68 1 2 170
1 22 15 9 211
2 1 52 20 56
3 1 39 15 129
e 36 dias 4 300 0 0 300
5 0 93 9 229
6 30 49 12 250
7 2 28 29 269
8 2 60 26 242
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ANEXO 14 - RESULTADOS DO TESTE bo CAMPO ABERTO PARA O GRUPO SSI, APOS O
PRIMEIRO TRATAMENTO. LATENCIA E TEMPO DE IMOBILIDADE EM SEGUNDOS, NUMERO DE
CASAS ANDADAS E NUMERO DE LEVANTAMENTOS EM UNIDADES

Subgrupos Animal Laténcia N. Casas Levantamentos Imobilidade
1 9 50 13 170
2 1 96 18 104
3 1 91 47 66
e 24 horas 4 2 89 42 64
5 2 112 16 31
6 33 45 13 129
7 2 50 29 11
8 1 65 19 60
1 4 42 7 187
2 1 61 19 124
3 1 57 28 162
e 8 dias 4 2 35 13 156
5 1 128 25 115
6 0 108 45 191
7 3 22 68 232
8 1 78 11 210
1 0 63 39 58
2 0 53 12 170
3 46 55 3 173
e 15dias 4 0 75 20 176
5 2 35 16 67
6 6 145 38 9
7 3 145 20 16
8 0 68 12 142
1 95 43 4 200
2 3 60 5 113
3 10 69 21 111
e 22 dias 4 2 39 24 132
5 1 101 30 208
6 4 59 18 204
7 4 93 31 200
8 8 93 19 204
1 78 57 2 157
2 2 75 20 89
3 5 28 8 188
e 29 dias 4 9 11 4 257
5 4 39 10 94
6 3 38 12 80
7 0 62 19 45
8 - - - -
1 5 95 21 49
2 2 147 33 15
3 1 135 30 32
e 36 dias 4 1 50 10 75
5 18 6 0 291
6 2 2 17 237
7 2 51 15 256
8 1 41 41 244
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ANEXO 15 - RESULTADOS DO TESTE DO CAMPO ABERTO PARA O GRUPO NTBO-A, APOS O
SEGUNDO TRATAMENTO. LATENCIA E TEMPO DE IMOBILIDADE EM SEGUNDOS, NUMERO DE
CASAS ANDADAS E NUMERO DE LEVANTAMENTOS EM UNIDADES

Subgrupos Animal Laténcia N. Casas Levantamentos Imobilidade
1 1 10 0 249
2 0 10 4 237
3 4 27 4 211
e 24 horas 4 270 10 1 247
5 1 18 7 216
6 2 5 1 261
7 8 7 1 269
8 14 39 5 131
1 10 26 5 225
2 2 2 1 9
3 1 25 5 227
e 8 dias 4 4 8 1 279
5 25 13 1 256
6 30 9 4 57
7 1 19 12 174
8 13 42 19 8
1 2 48 4 268
2 24 2 0 285
3 9 6 5 245
e 15dias 4 0 46 25 86
5 3 5 0 271
6 300 0 0 276
7 29 17 0 212
8 300 0 0 291
1 0 8 0 270
2 0 26 11 240
3 2 12 2 272
e 22 dias 4 2 27 9 252
5 1 49 9 151
6 1 26 6 279
7 3 46 7 264
8 2 11 11 286
1 11 11 4 241
2 5 5 1 271
3 1 9 5 204
e 29 dias 4 5 4 1 266
5 4 5 0 290
6 11 4 1 285
7 10 26 6 283
8 300 0 0 300
1 7 7 4 280
2 3 29 14 262
3 300 0 0 300
e 36 dias 4 0 49 14 245
5 16 97 1 62
6 12 6 0 292
7 10 15 3 194
8 6 26 4 276
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ANEXO 16 - RESULTADOS DO TESTE bo CAMPO ABERTO PARA O GRUPO SSI, APOS O
PRIMEIRO TRATAMENTO. LATENCIA E TEMPO DE IMOBILIDADE EM SEGUNDOS, NUMERO DE
CASAS ANDADAS E NUMERO DE LEVANTAMENTOS EM UNIDA

Subgrupos Animal Laténcia N. Casas Levantamentos Imobilidade
1 6 6 1 276
2 2 67 7 141
3 4 10 2 242
e 24 horas 4 4 20 5 192
5 9 5 0 225
6 5 8 1 240
7 10 5 2 253
8 2 15 4 162
1 14 4 2 280
2 3 4 5 219
3 2 26 4 128
e 8 dias 4 0 14 6 256
5 6 11 3 135
6 7 23 14 39
7 1 98 23 61
8 1 6 0 260
1 1 26 13 131
2 0 19 6 221
3 2 3 3 116
e 15dias 4 7 4 0 248
5 86 9 2 236
6 4 16 2 132
7 10 2 2 264
8 2 2 2 271
1 16 7 2 283
2 1 5 0 285
3 18 4 1 290
e 22 dias 4 23 14 9 278
5 2 25 10 279
6 1 19 8 276
7 2 40 18 258
8 2 21 2 272
1 9 8 0 266
2 119 46 15 50
3 12 8 2 227
e 29 dias 4 13 13 1 187
5 9 22 4 264
6 4 3 2 277
7 7 17 4 200
8 - - - -
1 0 21 8 273
2 0 78 30 208
3 0 47 5 225
e 36 dias 4 10 2 0 279
5 300 0 0 283
6 1 25 1 284
7 12 12 6 206
8 134 15 7 148
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ANEXO 17: ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA PARA O TESTE DO CAMPO ABERTO -
LATENCIA APOS O PRIMEIRO BLOQUEIO NOS DIFERENTES GRUPOS E SUBGRUPOS.
NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A (GRUPO 1); SOLUGCAO SALINA ISOTONICA 0,9%
(GRUPO 2); MINIMO (MIN.); MAXIMO (MAX). T T-STUDENT TESTE, ¥ MANN-WHITNEY TESTE.
SIGNIFICANCIA UTILIZADA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM SEGUNDOS.

Grupo n | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*

Padrao 1 versus 2

e 24 horas 1 8 20,63 14,40 18 4 41 "0=0,044"
2 8 6,38 11,08 2 1 33

e 8 dias 1 8 | 450 7,50 2 1 23 Tp=0,304"
2 8 1,63 1,30 1 0 4

e 15 dias 1 8 | 47,25 | 103,33 5,50 0 300 "0=0,296"
2 8 7,13 15,85 1 0 46

e 22 dias 1 8 1,25 1,38 1 0 3 "p=0,219"
2 8 | 15,88 32,11 4 1 95

e 29 dias 1 8 | 12,57 12,99 5 1 28 *p=0,682*
2 7 | 14,43 28,17 4 0 78

e 36 dias 1 8 | 44,75 | 103,76 2 0 300 "0=0,667"
2 8 4 5,80 2 1 18
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ANEXO 18 - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA PARA O TESTE DO CAMPO ABERTO -
LATENCIA APOS O SEGUNDO BLOQUEIO NOS DIFERENTES GRUPOS E SUBGRUPOS.
NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A (GRUPO 1); SOLUGCAO SALINA ISOTONICA 0,9%
(GRUPO 2); MiNIMO (MIN.); MAXIMO (MAX). T T-STUDENT TESTE, ¥ MANN-WHITNEY TESTE.
SIGNIFICANCIA UTILIZADA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM SEGUNDOS.

Grupo n | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*
Padréo 1versus 2

e 24 horas 1 8 37,5 94,06 3 0 270 p=0,349"
2 8 5,25 2,96 4,5 2 10

e 8 dias 1 8 10,75 11,28 7 1 30 p=0,']54ir
2 8 4,25 4,65 2,5 0 14

e 15 dias 1 8 83,38 134,11 16,5 0 300 p=0,175"
2 8 14 29,28 3 0 86

e 22 dias 1 8 1,38 1,06 1,50 0 3 p=0,059"
2 8 8,13 9,21 2 1 23

e 29 dias 1 8 43,38 103,75 7,50 1 300 p=0,664*
2 7 24,71 41,68 9 4 119

e 36 dias 1 8 44,25 103,46 8,5 0 300 p=0,811"
2 8 57,13 108,29 5,50 0 300
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ANEXO 19 - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA PARA O TESTE DO CAMPO ABERTO -
LATENCIA APOS O SEGUNDO BLOQUEIO NOS DIFERENTES GRUPOS E SUBGRUPOS.
NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A (GRUPO 1); SOLUGCAO SALINA ISOTONICA 0,9%
(GRUPO 2); MIiNIMO (MIN.); MAXIMO (MAX). T T-STUDENT TESTE, ¥ MANN-WHITNEY TESTE.
SIGNIFICANCIA UTILIZADA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM SEGUNDOS.

Grupo N | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*
Padréo 1versus 2
e 24 horas 1 8 | 72,75 36,80 73 13 121 p=0,901"
2 8 74,75 25,38 77 45 112
e 8 dias 1 8 75,88 35,77 77,5 14 124 p= 0,607Jr
2 8 66,38 36,50 59 22 128
e 15 dias 1 8 | 40,38 46,38 19 0 106 p=0,096"
2 8 79,88 41,89 65,5 35 145
e 22 dias 1 8 76,25 37,93 76,5 19 139 p=0,176T
2 8 69,63 23,69 64,5 39 101
e 29 dias 1 7 54,43 19,12 54 24 81 p:0,779I
2 7 44,29 21,83 39 11 75
e 36 dias 1 8 42 28,71 44 0 93 p=0,293T
2 8 65,88 54,72 50,50 2 147
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ANEXO 20 ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA PARA O TESTE DO CAMPO ABERTO —
NUMERO DE CASAS ANDADAS APOS O SEGUNDO BLOQUEIO NOS DIFERENTES GRUPOS E
SUBGRUPOS.NEUROTOXINA BoOTULiNICA DO TiPOo-A (GRuPO 1);
ISOTONICA 0,9% (GRUPO 2); MiNIMO (MIN.); MAXIMO (MAX). " T-STUDENT TESTE, ¥ MANN-
WHITNEY TESTE.

SIGNIFICANCIA UTILIZADA P<0,05.

SOLUCAO SALINA

VALORES APRESENTADOS EM

UNIDADES.
Grupo N | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*
Padréao 1versus 2
e 24 horas 1 8 | 15,75 11,73 10 5 39 p=0,885"
2 8 17 20,88 9 5 67
e 8 dias 1 8 18 12,82 16 2 42 p=0,668"
2 8 | 2325 31,32 12,50 4 98
e 15 dias 1 8 15,5 20,18 5,50 0 48 p=0,504"
2 8 | 10,13 9,15 6,50 2 26
e 22 dias 1 8 | 2363 15,46 26 8 49 p=0,229'
2 8 | 16,88 12,15 16,50 4 40
e 29 dias 1 8 8 8 5 0 26 p=0,163*
2 7 | 16,71 14,37 13 3 46
e 36 dias 1 8 | 28,63 31,80 20,50 0 97 p=0,807"
2 8 25 26 18 0 78

162




Anexos

ANEXO 21 - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA PARA O TESTE DO CAMPO ABERTO —
NUMERO DE LEVANTAMENTOS APOS O PRIMEIRO BLOQUEIO NOS DIFERENTES GRUPOS E
SUBGRUPOS. NEUROTOXINA BOTULINICA DO TiPO-A (GRUPO 1); SOLUGCAO SALINA
ISOTONICA 0,9% (GRUPO 2); MiNIMO (MIN.); MAXIMO (MAX). T T-STUDENT TESTE, ¥ MANN-
WHITNEY TESTE. SIGNIFICANCIA UTILIZADA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM UNIDADES

Grupo n | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*
Padrao 1versus 2

e 24 horas 1 8 | 15,13 7,33 15 7 31 p=0,099"
2 8 | 24,63 13,32 18,5 13 47

e 8 dias 1 8 | 22,38 10,46 24,5 6 34 p=0,578"
2 8 27 20,44 22 7 68

e 15 dias 1 8 14 16,51 6 0 45 p=0,428"
2 8 20 12,63 18 3 39

e 22 dias 1 8 | 46,50 | 78,98 22,5 4 239 p=0,954"
2 8 | 19,00 10,11 20 4 31

e 29 dias 1 8 | 1343 6,87 13 5 25 p=0,779*
2 7 | 10,71 6,89 10 2 20

e 36 dias 1 8 15 9,62 13,50 0 29 p=0,329"
2 8 | 20,88 13,30 19 0 41
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ANEXO 22- Andlise Descritiva e Comparativa para o Teste do Campo Aberto — Nimero de

Levantamentos apds o Segundo Bloqueio nos Diferentes Grupos e Subgrupos.

NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A (GRUPO 1); SOLUGCAO SALINA ISOTONICA 0,9%

(GRUPO 2); MiNIMO (MIN.); MAXIMO (MAX). T T-STUDENT TESTE, ¥ MANN-WHITNEY TESTE.

SIGNIFICANCIA UTILIZADA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM UNIDADES

Grupo n | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*
Padrao 1 versus 2
e 24 horas 1 8 | 281 2,47 2,50 0 7 p=0,919"
2 8 | 275 2,37 2 0 7
e 8 dias 1 8 6 6,39 4,50 1 19 p=0,754"
2 8 | 713 7,64 4,50 0 23
e 15 dias 1 8 | 425 8,63 4 0 25 p=0,884"
2 8 | 375 4,09 3 0 13
e 22 dias 1 8 | 688 4,05 8 0 11 p=0,814"
2 8 | 625 6,15 5 0 18
e 29 dias 1 8 2,25 2,37 1 0 6 p=0,397*
2 7 4 5,06 2 0 15
e 36 dias 1 8 5 578 3,50 0 14 p=0,835"
2 8 | 713 9,77 5,50 0 30
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ANEXO 23:- ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA PARA O TESTE DO CAMPO ABERTO —
TEMPO DE IMOBILIDADE APOS O PRIMEIRO BLOQUEIO NOS DIFERENTES GRUPOS E

SuBGRUPOS. NEUROTOXINA BOTULINICA DO TipOo-A (GRUPO 1); SOLUCAO
SALINA ISOTONICA 0,9% (GRUPO 2); MiNIMO (MIN.); MAxiMo (Max). T T-
STUDENT TESTE, * MANN-WHITNEY TESTE. SIGNIFICANCIA UTILIZADA P<0,05.
VALORES APRESENTADOS EM SEGUNDOS

Grupo N | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*
Padréo 1 versus 2

e 24 horas 1 8 | 116,50 | 56,69 108,5 42 204 p=0,195"
2 8 79,38 52,21 65 11 170

e 8 dias 1 8 182,63 57,49 184,5 87 253 p=0,680T
2 8 172,13 40,60 174,5 115 232

e 15 dias 1 8 171,88 102,81 197 12 266 p=0,134T
2 8 101,38 71,65 104,5 9 176

e 22 dias 1 8 125,63 72,32 136,5 9 210 p=0,148T
2 8 171,50 44,25 200 111 208

e 29 dias 1 8 109,29 51,53 117 37 183 p=0,955*
2 7 130 74,07 94 45 257

e 36 dias 1 8 | 210,75 80,03 235,5 56 300 p=0,244T
2 8 149,88 116,80 156 15 291

165




Anexos

ANEXO 24- ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA PARA O TESTE DO CAMPO ABERTO —
TEMPO DE IMOBILIDADE APOS O SEGUNDO BLOQUEIO NOS DIFERENTES GRUPOS E
SUBGRUPOS. NEUROTOXINA BOTULINICA DO TiPO-A (GRUPO 1); SOLUGAO SALINA
ISOTONICA 0,9% (GRUPO 2); MiNIMO (MIN.); MAXIMO (MAX). " T-STUDENT TESTE, ¥ MANN-
WHITNEY TESTE. SIGNIFICANCIA UTILIZADA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM
SEGUNDOS.

Grupo N | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*
Padréo 1 versus 2
e 24 horas 1 8 227,63 43,90 242 131 269 p=0,628T
2 8 236,38 46,93 232,50 141 276
e 8 dias 1 8 154,38 112,47 199,50 8 279 p=O,735T
2 8 172,25 94,10 177 39 280
e 15 dias 1 8 241,75 67,78 269,50 86 291 p=0,255T
2 8 202,38 64,99 228,50 116 271
e 22 dias 1 8 | 251,75 43,25 267 151 286 p=0,846T
2 8 277,63 9,69 278,50 258 290
e 29 dias 1 8 267,50 31,30 277 204 300 p=0,820*
2 7 210,14 78,59 227 50 277
e 36 dias 1 8 238,88 78,83 269 62 300 p=1Jr
2 8 238,25 49,62 249 148 284
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ANEXO 25: - TESTE DO CAMPO ABERTO — LATENCIA. COMPARACAO DOS SUBGRUPOS NOS
DIFERENTES GRUPOS ANTES DO PRIMEIRO VERSUS SEGUNDO TESTE DA FORMALINA (TF).
(NTB0o-A) NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A; (SSI) SOLUGCAO SALINA ISOTONICA. T

STUDENT TESTE. SIGNIFICANCIA P<0.05. VALORES APRESENTADOS EM SEGUNDOS.

Subgrupos Grupo Antes do Antes do ()"
(Laténcia) Primeiro TF Segundo TF
e 24 horas NTBo-A 20,62 + 14,40 37,50 + 94,06 p=0,624"
Ssl 6,37 + 11,08 5,25 + 2,96 p=0,786"
e 8 dias NTBo-A 4,50 + 7,50 10,75 + 11,28 p=0,213"
Ssl 1,62 + 1,30 4,25 + 4,65 p=0,147"
o 15dias NTBo-A 47,25+ 103,33 | 83,37+ 134,11 p = 0,556
Ssl 7,12 + 15,85 14 + 29,28 p = 0,569
e 22 dias NTBo-A 1,25+ 1,38 1,37 + 1,06 p=0,843"
Ssl 15,87 + 32,11 8,12 + 9,21 p=0,522"
e 29 dias NTBo-A 19,5+22,99 | 43,37 + 103,75 p=0,535"
ssl 14,42 + 28,17 24,71 + 41,68 p =0,598"
e 36 dias NTBo-A 4475+ 103,7 | 44,25+ 103,46 p =0,992"
Ssl 4+58 57,12 + 108,29 p=0,188"
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ANEXO 26: - TeEsSTE DO CAMPO ABERTO — CASAS ANDADAS. COMPARAGCAO DOS
SUBGRUPOS NOS DIFERENTES GRUPOS ANTES DO PRIMEIRO VERSUS SEGUNDO TESTE DA
FORMALINA (TF); (NTBo-A) NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A; (SSI) SoLuUGAo
SALINA ISOTONICA. = T-STUDENT TESTE. SIGNIFICANCIA P<0.05. VALORES APRESENTADOS
EM UNIDADES.

Subgrupos Grupo Antes do Antes do ()"
Primeiro TF Segundo TF
® 24 horas NTBo-A 72,75 + 36,80 15,75+ 11,73 p=0,001
SSi 74,75 + 25,38 17 + 20,88 p <0,0001
e 8 dias NTBo-A 75,87 + 35,77 18 + 12,82 p = 0,001
SSi 66,37 + 36,50 23,25 + 31,32 p =0,024
e 15dias NTBo-A 40,37 + 46,38 15,5 +20,18 p=0,186
SSi 79,87 + 41,89 10,12+ 9,15 p <0,0001
e 22 dias NTBo-A 76,25 + 37,93 25,62 + 15,46 p = 0,004
SSi 69,62 + 23,69 16,87 + 12,15 p <0,0001
e 29 dias NTBo-A 47,75 + 25,88 8+8 p = 0,001
SSi 44,28 + 21,83 16,71 + 14, 37 p =0,016
e 36 dias NTBo-A 42 + 28,71 28,62 + 31,80 p = 0,392
SSi 65,87 + 54,72 25 + 26 p =0,077
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ANEXO 27: - TESTE DO CAMPO ABERTO — LEVANTAMENTOS. COMPARAGAO
DOS SUBGRUPOS NOS DIFERENTES GRUPOS ANTES DO PRIMEIRO VERSUS
SEGUNDO TESTE DA FORMALINA (TF); (NTB0-A) NEUROTOXINA BOTULINICA
po TiPo-A; (SSI) SOLUCAO SALINA ISOTONICA. ' T-STUDENT TESTE.
SIGNIFICANCIA P<0.05. VALORES APRESENTADOS EM UNIDADES.

Subgrupos Grupo Antes do Antes do )T
Primeiro TF Segundo TF

e 24 horas NTBo-A 15,12 + 7,33 2,87 + 2,47 p=0,001
SSi 24,62 + 13,31 2,75 + 2,37 p<0,0001
e 8 dias NTBo-A 22,37 + 10,45 6 +6,39 p =0,002
SSi 27 + 20,44 7,12 +7,64 p =0,022
e 15dias NTBo-A 14+ 16,5 4,25 + 8,63 p=0,161
SSi 20 + 12,63 3,75+ 4,09 p = 0,004
e 22 dias NTBo-A 46,5 + 78,98 6,87 + 4,05 p=0,178
SSi 19 + 10,11 6,25 + 6,15 p = 0,009
e 29 dias NTBo-A 12+12,54 2,25+2,37 p = 0,004
SSi 10,71 + 6,89 4 +5,06 p =0,063
e 36 dias NTBo-A 15+ 9,62 5+5,78 p = 0,025
SSi 20,87 + 13,3 7,12 +9,77 p =0,034
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ANEXO 28- TeESTE bo CAMPO ABERTO — TEMPO DE IMOBILIDADE. COMPARACAO DOS
SUBGRUPOS NOS DIFERENTES GRUPOS ANTES DO PRIMEIRO VERSUS SEGUNDO TESTE DA
FORMALINA (TF); (NTBo-A) NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A; (SSI) SoLUGAO
SALINA ISOTONICA. T T-STUDENT TESTE. SIGNIFICANCIA P<0.05. VALORES APRESENTADOS

EM SEGUNDOS.

Subgrupos Grupo Antes do Antes do ()T
Primeiro TF Segundo TF
e 24 horas NTBo-A 116,5 + 56,69 227,62 + 43,90 p = 0,001
SSi 79,37 + 52,21 216,37 + 46,93 p < 0,0001
e 8 dias NTBo-A 182,62 + 57,49 | 154,37 + 112,47 p = 0,537
SSi 172,12 + 40,60 172,25 + 94,10 p = 0,997
e 15dias NTBo-A 171,87 + 102,81 24275 + 67,78 p=0,131
SSi 101,37 + 71,65 202,37 + 64,99 p =0,01
e 22 dias NTBo-A 125,62 + 72,32 251,75 + 43,25 p = 0,001
SSi 171,5 + 44,25 277,62 + 9,69 p < 0,0001
e 29 dias NTBo-A 116,87 + 52,31 267,5+ 31,3 p< 0,0001
SSi 130 + 74,07 210,14 + 78,59 p=0,073
e 36 dias NTBo-A 210,75 + 80,03 238,87 + 78,82 p = 0,490
S 149,87 + 116,80 | 238,25 + 49,62 p = 0,069
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ANEXO 29: - RESULTADOS DO TESTE DA FORMALINA APOS O PRIMEIRO TRATAMENTO NOS
DIFERENTES SUBGRUPOS DO GRUPO NTBO-A. MINUTOS (M). RESULTADOS EM SEGUNDOS.

Subgrupos | Animal 3m [6m [9m | 12m | 15m | 18m | 21m | 24m | 27m | 30m
1 100 0 O 8 43 0 21 5 0 0
2 18 0 37 15 0 40 90 27 53 12
3 37 36 34 4 58 58 55 9 23 40
e 24 horas 4 74 20 13 0 55 95 113 85 78 88
5 87 1 0 0 52 65 30 O 0 0
6 108 0 0 0 66 1 0 0 27 0O
7 81 0 0 24 17 1 0 0 42 0
8 57 46 0 0 0O 66 71 16 8 0
1 50 0 0 O 0 0 69 0 0 0
2 69 0 0 0 8 54 39 54 41 19
3 58 0 0 0 0 23 75 78 58 75
e 8 dias 4 70 0 25 1 0 0 2 4 5 0
5 0O 0 0 O 0 0 0 6 6 0
6 60 0 O 6 15 1 8 11 2 20
7 21 0 0 O 0 15 9 1 0 0
8 60 3 0 28 18 15 39 15 15 14
1 4 0 0 15 0 3 3 73 57 51
2 75 55 36 110 92 146 127 125 50 62
3 71 0 O 5 8 8 55 77 56 59
e 15dias 4 40 0 O O 51 67 69 47 73 18
5 60 15 0 O 0 0 91 44 8 53
6 35 0 0 0 0 0 72 6 0 0
7 94 20 0 34 28 15 19 33 64 15
8 75 0 0 41 4 57 104 36 63 8
1 14 0 0 O 0 0 177 0 26 36
2 0 0 0 © 0 0 0 0 0 54
3 107 24 0 O 0 60 52 38 38 49
e 22 dias 4 45 2 0 0 35 74 57 52 47 90
5 0 0 0 0 3 28 21 8 6 0
6 24 1 17 21 22 19 43 28 21 14
7 %5 5 0 0 26 58 69 35 72 38
8 13 4 21 0 2 23 40 0 0 7
1 64 0 O 20 39 16 30 77 75 72
2 60 0 0 O 0 35 92 95 98 69
3 78 4 2 1 49 94 100 40 49 59
e 29 dias 4 419 0 0 O 46 95 47 57 32 21
5 68 79 0O 0 56 109 36 87 62 37
6 4 0 0 O 0 0 74 64 30 38
7 62 26 0 64 2 0 1 0 0 96
8 49 2 22 47 115 81 77 2 B8 99
1 5 5 0 0 0 77 85 44 58 12
2 73 7 0 24 44 42 62 32 58 37
3 69 3 30 14 113 72 42 31 45 29
e 36 dias 4 23 0 5 0 55 34 25 26 31 28
5 23 0 5 0 10 30 30 54 57 5
6 2 0 0 25 18 39 21 0 16 37
7 15 40 0 O 48 28 18 36 24 12
8 9 0 0 © 1 5 0 15 8 1
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ANEXO 30- RESULTADOS DO TESTE DA FORMALINA APOS O SEGUNDO TRATAMENTO NOS
DIFERENTES SUBGRUPOS DO GRUPO NTBO-A. MINUTOS (M). RESULTADOS EM SEGUNDOS

Subgrupos | Animal 3m [6m [9m [ 12m [ 15m | 18m [ 21m | 24m | 27m | 30m
1 62 0 0 O 14 49 82 64 32 12
2 0O 0 0 © 0 0 0 0 44 84
3 12 0 14 48 0 74 71 10 0 33
e 24 horas 4 42 0 0 0 0 0 33 0 0o 22
5 49 0 0 0 0 16 0 9 24 0
6 72 3 0 0 0 0 0 39 0 63
7 50 0 0 O 6 0 0 22 32 17
8 147 0 0 19 2 0 14 38 1 0
1 76 3 1 31 3 0 17 90 91 70
2 74 31 0 0 56 8 125 76 76 76
3 47 0 17 0 0 57 23 29 40 1
e 8 dias 4 105 1 0 0 99 59 101 37 2 69
5 65 15 0 0 0O 71 63 66 62 56
6 69 4 0 0 44 69 38 56 33 59
7 71 9 0 0 0 0 0 4 46 0
8 97 0 0 0 48 5 71 44 16 0
1 48 77 5 52 8 61 51 73 62 109
2 41 13 49 22 61 109 59 41 35 11
3 74 5 33 10 113 117 84 66 76 61
e 15dias 4 62 8 25 2 33 90 66 59 75 27
5 68 0 5 45 0 0 39 28 46 80
6 25 0 0 0 0 0 0 8 2 0
7 83 18 28 72 45 96 41 80 57 73
8 7 0 3 0 0 0 0 6 8 2
1 27 0 0 0 0 0 0 0 18 18
2 8 0 0 0 0 130 61 40 32 65
3 40 0 0 0 0 20 53 51 44 50
e 22 dias 4 30 0 0 o0 0 0 29 70 57 70
5 3 46 0 0 25 16 4 16 19 12
6 77 0 0 0 22 17 20 31 40 35
7 47 0 0 0 0 1 33 36 51 19
8 48 0 0 0 0 0 24 0 0 0
1 25 0 0 O 0 0 41 39 87 53
2 50 0 0 O 0 0 0 49 71 106
3 49 0 0 7 0 10 11 0 95 26
e 29 dias 4 62 0 2 0 0 100 77 8 51 77
5 37 0 0 0 0 0 0 15 38 6
6 24 1 0 0 0 0 30 20 1 4
7 30 0 0 o0 0 0 40 17 22 1
8 35 0 0 6 18 41 15 3 8 20
1 5 3 0 0 12 40 25 13 22 0
2 0 11 6 0 0 33 37 4 32 21
3 20 0 0 O 0 0 0 46 21 30
e 36 dias 4 30 0 12 21 0O 68 30 36 27 14
5 54 25 23 0 0 0 69 37 38 14
6 42 2 0 0 26 28 0 10 31 14
7 74 1 0 61 37 24 63 38 45 23
8 20 0 0 0 0 0 0 20 20 4
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ANEXO 31: - RESULTADOS DO TESTE DA FORMALINA APOS O PRIMEIRO TRATAMENTO NOS
DIFERENTES SUBGRUPOS DO GRUPO SSI. MINUTOS (M). RESULTADOS EM SEGUNDOS.

Subgrupos | Animal 3m [6m [9m [ 12m [ 15m | 18m [ 21m | 24m | 27m | 30m
1 9 0 0 © 0 0 0 0 0 0
2 110 62 42 35 47 31 1 4 15 16
3 71 27 6 2 20 59 71 60 18 30
e 24 horas 4 71 0 29 43 27 70 79 95 27 89
5 63 0 1 0 23 0 0 0 0 0
6 69 11 12 0 0 75 31 50 44 28
7 110 5 2 3 0 54 82 104 56 70
8 86 46 0 11 65 102 0 58 45 65
1 77 0 27 30 117 114 92 68 68 32
2 51 0 0 24 62 64 65 65 36 46
3 9% 59 21 8 99 9 80 80 51 60
e 8 dias 4 80 1 14 36 40 66 71 71 59 73
5 53 0 0 3 59 23 65 53 75 12
6 76 0 0 40 56 54 49 39 5 5
7 7 3 13 5 45 49 20 15 40 8
8 4 0 0 0 0 0 0 0 0 14
1 80 5 0 5 25 77 8 117 87 80
2 50 0 O 0 32 112 103 99 48 58
3 5 0 0 0 0 45 73 56 45 67
e 15dias 4 24 0 0 0 0 0 40 20 27 14
5 62 8 0 0 114 80 140 8 82 104
6 64 2 39 63 83 18 12 29 63 29
7 24 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 105 0 0 73 4 60 67 74 13 47
1 25 0 0 36 1 0 36 74 79 44
2 65 5 34 30 58 96 48 38 30 23
3 3 0 0 0 0 45 43 66 4 50
e 22 dias 4 56 8 0 0 15 38 12 57 33 45
5 21 0 0 2 0 3 5 4 7 10
6 5 5 0 0 0 53 78 54 65 72
7 31 10 6 0 3 2 0 0 0 4
8 48 48 5 8 30 50 47 45 471 37
1 8 0 0 O 0 103 106 86 81 89
2 8 13 0 14 77 48 52 76 25 17
3 49 7 0 0 24 5 31 54 36 47
e 29 dias 4 3 1 0 0 18 25 46 31 33 12
5 85 17 0 65 17 0 0 0 18 99
6 104 0 5 5 61 16 47 60 13 63
7 50 0 0 O 0 38 52 5 56 24
8 - - - - - - - - - -
1 49 25 2 11 79 31 36 43 52 41
2 58 49 31 52 59 8 70 71 60 105
3 41 0 31 21 97 82 69 92 76 16
e 36 dias 4 4 9 27 58 50 31 51 40 54 25
5 20 0 0 O 12 69 70 36 12 0
6 177 0 0 0 0 12 45 46 6 13
7 2 0 13 11 0 8 27 18 52 21
8 32 0 20 14 48 114 75 65 39 1
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ANEXO 32: - RESULTADOS DO TESTE DA FORMALINA APOS O SEGUNDO TRATAMENTO NOS
DIFERENTES SUBGRUPOS DO GRUPO SSI. MINUTOS (M). RESULTADOS EM SEGUNDOS

Subgrupos | Animal 3m [6m [ 9m [ 12m [ 15m | 18m [ 21m | 24m | 27m | 30m
1 1 0 0 0 0 0 0 0 88 83
2 75 21 29 44 14 32 32 9 32 0
3 112 0 0 12 22 57 8 62 60 49
e 24 horas 4 32 13 0 0 49 26 27 21 24 28
5 3 7 14 1 0 0 11 0 0 19
6 5 1 0 0 0 22 29 1 4 6
7 38 0 O 0 0 11 0 25 0 4
8 66 0 0 0 8 111 46 36 72 77
1 77 0 4 0 0 0 37 31 50 54
2 60 1 11 16 35 64 39 32 28 6
3 86 12 0 13 56 96 109 108 97 92
e 8 dias 4 69 0 0 21 5 0 0 0 27 26
5 88 46 0 0 83 87 81 35 39 76
6 34 1 0 0 0 0O 68 53 56 94
7 57 0 0 0 0 24 114 66 62 66
8 64 0 0 0 0 75 54 87 77 78
1 51 0 O 0 27 48 31 40 23 27
2 90 27 27 4 28 94 76 24 64 66
3 63 5 0 2 2 75 4 75 102 94
e 15dias 4 82 0 0 0 0 0 0 35 0 0
5 86 0 O 0 15 101 79 108 88 86
6 27 2 0 64 0 20 9 6 9 2
7 42 0 © 0 0 0 18 32 53 22
8 41 0 0O 7 0 24 31 9 4 7
1 42 0 1 0 3 26 34 32 26 10
2 68 0 0O 15 29 13 23 29 O 10
3 39 0 5 0 12 30 11 15 0 0
e 22 dias 4 77 43 0 79 75 65 67 103 10 12
5 28 0 O 0 0 0 9 16 22 0
6 76 0 0 0 0 0 12 18 0 53
7 33 0 O 0 0 19 3 16 9 24
8 14 0 0 13 26 18 7 5 12 6
1 82 0 0 0 0 0 0 53 117 41
2 97 14 15 43 106 91 52 77 27 46
3 47 0 O 68 68 102 81 109 64 90
e 29 dias 4 40 0 0 13 64 42 12 5 0 60
5 25 0 0 0 0 0 0 19 0 0
6 31 0 O 0 0 0 0 0 0 0
7 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 - - - - - - - - - -
1 5 0 1 1 9 0 0 0 0 0
2 5@ 0 0 52 12 29 23 21 32 15
3 28 0 0 18 1 5220 0 25 0
e 36 dias 4 20 1 9 15 45 66 19 31 14 17
5 11 0 0 0 0 0 29 65 9 85
6 21 0 O 0 0 0O 38 34 33 61
7 58 0 0 0 38 33 25 51 28 29
8 26 4 0 0 29 34 44 18 21 15
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ANEXO 33 - RESULTADOS NOS DIFERENTES SUBGRUPOS PARA AS FASES NEUROGENICA E
INFLAMATORIA APOS O PRIMEIRO TRATAMENTO NOS GRUPOS NTBO-A E SSI. VALORES EM

SEGUNDOS.
Subgrupo | Animal BOTOX SSi
Fase Neurogénica Fase Inflamatéria | Fase Neurogénica  Fase Inflamatéria
1 100 122 9 0
2 18 237 110 189
3 37 247 71 260
® 24 horas 4 74 514 71 430
5 87 147 63 23
6 108 94 69 228
7 81 84 110 369
8 57 238 86 346
1 59 69 77 521
2 69 215 51 362
3 58 309 96 552
o8 dias 4 70 12 80 416
5 0 12 53 322
6 60 63 76 248
7 21 25 7 182
8 60 144 4 14
1 14 235 80 478
2 75 712 59 452
3 71 469 55 286
e 15dias 4 40 325 24 101
5 60 274 62 528
6 35 78 64 297
7 94 208 24 0
8 75 350 105 338
1 14 79 25 270
2 0 54 65 323
3 107 237 31 208
022 dias 4 45 355 56 200
5 10 66 21 31
6 24 168 51 322
7 15 298 31 9
8 13 72 48 264
1 64 329 88 465
2 60 389 84 290
3 78 391 49 248
029 dias 4 41 298 36 165
5 68 387 85 199
6 44 206 104 265
7 62 163 59 226
8 49 489
1 51 276 49 293
2 73 296 58 506
3 69 346 41 453
36 dias 4 23 199 44 309
5 23 186 20 199
6 22 156 17 122
7 15 166 2 137
8 9 30 32 356
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ANEXO 34: - RESULTADOS NOS DIFERENTES SUBGRUPOS PARA AS FASES NEUROGENICA E
INFLAMATORIA APOS O SEGUNDO TRATAMENTO NOS GRUPOS NTBO-A E SSI. VALORES EM

SEGUNDOS.
Subgrupo | Animal BOTOX SSi
Fase Neurogénica Fase Inflamatdria | Fase Neurogénica  Fase Inflamatéria
1 62 253 1 171
2 0 128 75 163
3 12 236 112 270
e24 horas 4 42 55 32 175
5 49 49 3 31
6 72 102 55 62
7 59 77 38 40
8 147 74 66 350
1 76 302 77 172
2 74 496 60 220
3 47 150 86 571
o8 dias 4 105 367 69 79
5 65 318 88 401
6 69 299 34 271
7 71 50 57 332
8 97 184 64 371
1 48 491 51 196
2 41 338 90 356
3 74 527 63 354
e15dias 4 62 352 82 35
5 68 36 86 131
6 25 328 27 119
7 83 218 42 68
8 7 226 41 411
1 27 36 42 21
2 87 328 68 442
3 40 218 39 582
e22 dias 4 30 226 77 196
5 36 92 28 47
6 17 165 76 83
7 47 140 33 71
8 48 24 14 87
1 25 220 82 211
2 59 226 97 399
3 49 142 47 514
029 dias 4 62 390 40 183
5 37 59 25 19
6 24 55 31 0
7 30 90 25 0
8 35 143 - -
1 5 112 53 10
2 10 127 51 184
3 20 97 28 116
036 dias 4 30 196 20 207
5 54 158 111 275
6 42 109 21 166
7 74 291 58 204
8 20 44 26 161
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ANEXO 35: - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA DO TESTE DE FORMALINA 2.5% NOS
SUBGRUPOS DO GRUPO NTBO-A E SSI PARA FASE NEUROGENICA APOS O PRIMEIRO
TRATAMENTO. GRUPO 1 (NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A); GRUPO 2 (SOLUCAO
SALINA IsOTONICA 0,9%); (MIN.) MiNIMO; (MAX) MAXIMO; "T-STUDENT TESTE; ¥ MANN-
WHITNEY TESTE. SIGNIFICANCIA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM SEGUNDOS.

Grupo N | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*
Padréo 1versus 2

e 24 horas 1 8 70,25 77,50 31,010 37 108 p=0,195"
2 8 73,63 71 31,901 9 110

e 8 dias 1 8 49,63 59,50 25,202 0 70 p=0,680"
2 8 55,50 64,50 34,130 4 96

e 15 dias 1 8 58 65,5 26,284 14 94 p=0,1 34"
2 8 59,13 60,5 26,878 24 105

e 22 dias 1 8 28,50 14,50 34,314 0 107 p=0,148"
2 8 41 41 16,062 21 65

e 29 dias 1 8 58,25 62 12,65 41 78 p=0,955I
2 7 72,14 84 24,45 36 104

e 36 dias 1 8 35,63 23 25,03 9 73 p=0,244"
2 8 32,88 36,5 18,71 2 58
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ANEXO 36 ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA DO TESTE DE FORMALINA 2.5% NOS
SUBGRUPOS DO GRUPO NTBO-A E SSI PARA FASE NEUROGENICA APOS O SEGUNDO
TRATAMENTO. (GRUPO 1) NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A; (GRUPO 2) SOLUGAO
SALINA ISOTONICA 0,9%; (MIN.) MiNIMO; (MAX) MAXIMO. T T-STUDENT TESTE, ¥ MANN-
WHITNEY TESTE. SIGNIFICANCIA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM SEGUNDOS.

Grupo N | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*
Padréao 1versus 2

e 24 horas 1 8 | 5538 | 4455 54 0 147 p=0,716"
2 8 | 47,75 | 37,39 46,50 1 112

e 8 dias 1 8 | 7550 | 18,20 72,50 47 105 p=0,351"
2 8 | 66,88 17,53 66,50 34 88

e 15 dias 1 8 51 25,86 55 7 83 p=0,468"
2 8 | 6025 | 23,67 57 27 90

e 22 dias 1 8 | 415 21,10 38 17 87 p=0,624"
2 8 | 47,13 | 23,65 40,50 14 77

e 29 dias 1 8 | 40,13 14,83 36 24 62 p=0,694"
2 7 | 4957 | 2872 40 25 97

e 36 dias 1 8 | 31,88 23,46 25 5 74 p=0,317"
2 8 46 30,39 39,5 20 111
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ANEXO 37: - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA DO TESTE DA FORMALINA 2,5% NOS
SUBGRUPOS DO GRUPO NTBO-A E SSI. FASE INFLAMATORIA APOS O PRIMEIRO
TRATAMENTO. GRUPO 1 (NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A); GRUPO 2 (SOLUCAO
SALINA ISOTONICA 0,9%); (MIN.) MiNIMO; (MAX) MAXIMO. T T-STUDENT TESTE, ¥ MANN-
WHITNEY TESTE. SIGNIFICANCIA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM SEGUNDOS.

Grupo N | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*
Padréo 1 versus 2
e 24 horas 1 8 210,38 192 139,56 84 514 p=0,705"
2 8 230,63 244 156,34 0 430
e 8 dias 1 8 106,13 66 108,22 12 309 p=0,011"
2 8 327,13 342 178,35 14 552
e 15 dias 1 8 331,38 299,50 191,31 78 712 p=0,798"
2 8 310 317,50 184,08 0 528
e 22 dias 1 8 166,13 123,50 117,80 54 355 p= 0,607"
2 8 203,38 236 121,90 9 323
e 29 dias 1 8 331,50 106,90 106,90 163 489 p=0,203*
2 7 265,43 97,28 97,28 165 465
e 36 dias 1 8 206,88 192,50 98,64 30 346 p=0,084"
2 8 296,88 301 140,14 122 506
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ANEXO 38- ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA DO TESTE DA FORMALINA 2,5% NOS
SUBGRUPOS DO GRUPO NTBO-A E SSI. FASE INFLAMATORIA APOS O SEGUNDO
TRATAMENTO. GRUPO 1 (NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A); GRUPO 2 (SOLUGAO

SALINA ISOTONICA 0,9%); (MIN.) MiNIMO; (MAX) MAXIMO. T T- STUDENT TESTE, ¥ MANN-
WHITNEY TESTE. SIGNIFICANCIA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM SEGUNDOS.
Grupo N | Média | Desvio Mediana Min. Max p"*
Padréo 1versus 2
e 24 horas 1 8 | 121,75 79,94 89,50 49 253 p=0,475"
2 8 | 157,75 | 112,85 167 31 350
e 8 dias 1 8 | 270,75 | 138,79 300,50 50 496 p=0,673"
2 8 | 302,13 | 152,19 301,50 79 571
e 15 dias 1 8 | 314,50 | 157,27 333 36 527 p=0.184"
2 8 | 208,75 | 145,38 163,50 35 411
e 22 dias 1 8 | 153,63 | 103,19 152,50 24 328 p=0,447"
2 8 | 214,88 | 196,16 141,50 47 582
e 29 dias 1 8 | 165,63 | 111,70 142,50 55 390 p=0,867%
2 7 | 189,43 | 204,36 183 0 514
e 36 dias 1 8 | 141,75 74,84 119,50 44 291 p=0,545"
2 8 | 165,38 77,63 175 10 275
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ANEXO 39: - RESULTADOS DO TESTE DA CRUzZ ELEVADA PARA O GRUPO NTBO-A NOS
SEUS DIVERSOS SUBGRUPOS. LATENCIA (L); BRACO ABERTO (BA); BRACO FECHADO (BF);
CAMPO NEUTRO (CN). RESULTADOS EM SEGUNDOS E UNIDADES.

Subgrupos Animal Laténcia Entradas | Entradas Total de Tempo Tempo Tempo
BA BF Entradas BF BA CN
BA+BF
1 300 0 0 0 0 0 0
2 1 0 1 1 32 0 267
3 1 0 5 5 233 0 67
e 24 horas 4 1 3 3 6 237 58 0
5 4 3 0 3 0 50 246
6 3 3 2 5 260 36 1
7 1 4 4 8 120 125 54
8 2 0 5 5 264 24 10
1 0 0 9 9 246 0 54
2 0 2 3 5 245 47 7
3 0 5 0 5 0 265 35
e 8 dias 4 2 1 3 4 126 143 29
5 1 2 3 5 277 10 12
6 4 4 4 8 169 66 61
7 2 12 4 16 51 220 27
8 0 3 5 8 165 45 90
1 0 2 2 4 265 24 11
2 4 0 2 2 275 0 21
3 4 2 3 5 178 39 83
e 15dias 4 1 0 4 4 249 0 51
5 7 10 1 11 18 214 61
6 0 0 3 3 297 0 3
7 1 1 4 5 264 9 26
8 5 0 0 0 0 0 295
1 6 1 0 1 0 293 7
2 4 3 4 7 97 107 92
3 0 2 1 3 240 56 4
e 22 dias 4 0 2 1 3 0 299 1
5 0 3 0 3 0 223 77
6 0 2 5 7 227 50 23
7 0 0 3 3 300 0 0
8 1 4 11 15 201 56 42
1 1 13 0 13 0 299 0
2 0 6 4 10 140 123 37
3 1 4 3 7 177 85 37
e 29 dias 4 4 0 2 2 89 5 202
5 0 3 2 5 36 220 44
6 4 7 3 10 57 193 46
7 3 2 0 2 0 174 123
8 1 1 0 1 0 292 7
1 0 3 4 7 170 96 34
2 0 14 0 14 0 296 4
3 0 3 2 5 125 45 130
e 36 dias 4 1 6 2 8 124 139 37
5 0 1 1 2 249 20 31
6 0 2 1 3 264 36 0
7 2 3 9 12 147 56 95
8 2 1 2 3 271 1 26
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ANEXO 40: - RESULTADOS DO TESTE DA CRUZ ELEVADA PARA O GRUPO SSI NOS SEUS
DIVERSOS SUBGRUPOS. LATENCIA (L); BRACO ABERTO (BA); BRACO FEcHADO (BF);
CAMPO NEUTRO (CN). RESULTADOS EM SEGUNDOS E UNIDADES.

Subgrupos Animal Laténcia Entradas | Entradas Total de Tempo Tempo Tempo
BA BF Entradas BF BA CN
BA+BF
1 0 3 0 3 0 298 2
2 0 2 7 9 205 77 17
3 0 5 0 5 0 292 2
e 24 horas 4 0 5 8 13 146 72 44
5 1 1 2 3 221 57 21
6 3 3 1 4 283 8 6
7 1 1 6 7 72 193 34
8 1 1 2 3 224 60 15
1 0 1 2 3 262 15 23
2 0 0 5 5 175 0 125
3 4 1 3 4 254 13 29
e 8 dias 4 0 7 9 16 170 120 7
5 1 4 6 10 152 61 86
6 3 3 5 8 186 45 66
7 0 7 3 10 18 257 25
8 0 0 1 1 264 0 36
1 0 1 2 3 270 5 25
2 0 0 3 3 122 0 178
3 0 1 4 5 280 2 18
e 15dias 4 6 1 2 3 267 21 12
5 4 0 3 3 4 0 292
6 4 2 2 4 240 40 16
7 7 2 1 3 215 31 47
8 8 0 1 1 292 0 0
1 6 1 0 1 0 289 5
2 1 1 0 1 0 298 1
3 1 3 2 5 180 95 24
e 22 dias 4 0 4 4 8 180 49 71
5 4 3 2 5 137 159 0
6 4 1 2 3 277 5 14
7 1 2 2 4 278 21 0
8 0 6 5 11 174 86 40
1 2 0 3 3 143 0 155
2 1 2 4 6 168 41 90
3 0 2 5 7 148 24 128
e 29 dias 4 1 6 6 12 164 110 25
5 2 0 3 3 293 0 5
6 248 0 1 1 52 0 0
7 8 3 1 4 207 82 3
1 0 2 3 5 224 46 30
2 1 10 2 12 65 156 78
3 0 3 4 7 81 164 55
e 36 dias 4 0 1 3 4 155 16 129
5 1 1 0 1 0 292 7
6 2 0 3 3 227 0 71
7 3 2 0 2 0 170 127
8 0 8 6 14 75 178 47
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ANEXO 41- TESTE DA CRUZ ELEVADA DADOS DESCRITIVOS DOS DIFERENTES SUBGRUPOS
PARA O GRUPO NTBO-A. PORCENTAGEM (%); ENTRADAS NO BRACO ABERTO (EBA);
ENTRADAS NO BRAGO FECHADO (EBF); PORCENTAGEM DE TEMPO NO BRAGCO ABERTO
(%TBA); PORCENTAGEM DE TEMPO NO BRACO FECHADO (%TBF); PORCENTAGEM DE
TEMPO NO CAMPO NEUTRO (% TCN); NUMERO DE QUEDAS (NQ).

Subgrupos | Animal | Laténcia | %EBA | % EBF %TBA % TBF | %TCN NQ
1 300 0 0 0 0 100 0
2 1 0 100 0 10,6 89,4 0
3 1 0 100 0 77,6 22,4 0
e 24 horas 4 1 50 50 19,3 79 1,7 1
5 4 100 0 16,6 0 83,4 1
6 3 60 40 12 86,6 11,4 1
7 1 50 50 41,6 40 18,4 0
8 2 0 100 8 88 4 0
1 0 0 100 0 82 18 0
2 0 40 60 15,6 81,6 2,8 0
3 0 100 0 88,3 0 11,7 0
e 8 dias 4 2 25 75 47,6 42 10,4 1
5 1 40 60 3,33 92,3 4,4 0
6 4 50 50 22 56,3 21,7 0
7 2 75 25 73,3 17 9,7 1
8 0 37,5 62,5 15 55 30 2
1 0 50 50 8 88,3 3,7 0
2 4 0 100 0 91,6 8,4 0
3 4 40 60 13 59,3 37,7 0
e 15dias 4 1 0 100 0 83 17 0
5 7 9 91 71,3 6 22,7 0
6 0 0 100 0 99 1 0
7 1 20 80 3 88 9 0
8 5 0 0 0 0 100 1
1 6 100 0 97,6 0 24 0
2 4 75 25 35,6 32,3 32,1 0
3 0 66,6 33,4 18,6 80 1,4 1
e 22 dias 4 0 66,6 33,4 99,6 0 0,4 0
5 0 100 0 74,3 0 25,7 1
6 0 28,5 71,5 16,6 75,6 7,8 1
7 0 0 100 0 100 0 0
8 1 26,6 33,4 14 67 19 2
1 1 100 0 99,6 0 0,4 1
2 0 60 40 41 46,6 12,4 0
3 1 57,1 42,9 28,3 59 12,7 0
e 29 dias 4 4 0 100 1,6 29,6 67,8 0
5 0 60 40 73,3 12 14,7 1
6 4 70 30 64,3 19 16,7 0
7 3 100 0 58 0 42 0
8 1 100 0 97,3 0 2,7 0
1 0 42,8 57,1 32 56,6 11,4 0
2 0 100 0 98,6 0 1,4 0
3 0 60 40 15 41,6 43,4 1
e 36 dias 4 1 75 25 46,3 41,3 12,4 3
5 0 50 50 6,6 83 10,4 1
6 0 66,6 33,4 12 88 0 2
7 2 25 75 18,6 49 32,4 0
8 2 25 75 0,3 90,3 9,4 0
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ANEXO 42: - TESTE DA CRUz ELEVADA DADOS DESCRITIVOS DOS DIFERENTES
SUBGRUPOS PARA O GRUPO SSI. PORCENTAGEM (%); ENTRADAS NO BRACO ABERTO
(EBA); ENTRADAS NO BRAGCO FECHADO (EBF); PORCENTAGEM DE TEMPO NO BRAGO
ABERTO (%TBA); PORCENTAGEM DE TEMPO NO BRACO FECHADO (% TBF); PORCENTAGEM
DE TEMPO NO CAMPO NEUTRO (%TCN); NUMERO DE QUEDAS (NQ).

Subgrupos | Animal | Laténcia | %EBA | % EBF %TBA % TBF | %TCN NQ

1 0 100 0 99,3 0 0,7 0

2 0 22,2 87,8 25,6 68,3 6,1 0

3 0 100 0 97,3 0 2,7 3

e 24 horas 4 0 38,4 61,6 24 48,6 27,4 0
5 1 33,3 66,7 19 73,6 7.4 0

6 3 75 25 2,6 94,3 3,1 0

7 1 14,2 85,8 64,3 24 11,7 0

8 1 25 75 20 74,6 5,4 0

1 0 33,3 66,7 5 87,3 7,7 0

2 0 0 100 0 58,3 41,7 0

3 4 25 75 4,3 84,6 11,1 0

e 8 dias 4 0 43,7 56,3 40 56,6 3,4 1
5 1 40 60 20,3 50,6 29,1 0

6 3 37,5 62,5 15 62 23 1

7 0 70 30 85,6 6 8,4 0

8 0 0 100 0 88 12 0

1 0 33,3 66,7 1,6 90 8,4 1

2 0 0 100 0 40,6 59,4 1

3 0 20 80 0,6 93,3 6,1 1

e 15dias 4 6 33,3 66,7 7 89 4 0
5 4 0 100 0 1,3 98,7 0

6 4 50 50 13,3 80 6,7 0

7 7 66,7 33,3 10,3 71,6 18,4 1

8 8 0 100 0 97,3 2,7 1

1 6 100 0 96,3 0 3,7 0

2 1 100 0 99,3 0 0,7 0

3 1 60 40 31,6 60 8,4 0

e 22 dias 4 0 50 50 16,3 60 23,7 1
5 4 60 40 53 45,6 1,4 2

6 4 33,3 66,7 1,6 92,3 6,1 0

7 1 50 50 7 92,6 0,4 0

8 0 54,5 45,5 28,6 58 13,4 2

1 2 0 100 0 47,6 52,4 0

2 1 33,3 66,7 13,6 56 20,4 1

3 0 40 60 8 49,3 42,7 0

e 29 dias 4 1 50 50 36,6 54,6 8,4 0
5 2 0 100 0 97,6 24 0

6 248 0 100 0 17,3 82,7 0

7 8 75 25 27,3 69 3,7 0

1 0 40 60 15,3 74,6 10,1 2

2 1 83,3 16,7 52 21,6 26,4 3

3 0 42,8 57,2 54,6 27 18,4 2

e 36 dias 4 0 25 75 53 51,6 43,1 0
5 1 100 0 97,3 0 2,7 0

6 2 0 100 0 75,6 244 0

7 3 100 0 56,6 0 43,4 0

8 0 57,1 42,9 59,3 25 25,7 0
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ANEXO 43: - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA ENTRE OS DIFERENTES SUBGRUPOS
DO GRUPO NTBO-A E SSI. TESTE DA CRUz ELEVADA — LATENCIA. (GRUPO 1)
NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A; (GRUPO 2) SOLUGAO SALINA ISOTONICA 0,9%;
(MIN.) MiNIMO; (MAX) MAXIMO. T T- STUDENT TESTE, ¥ MANN-WHITNEY TEST.
SIGNIFICANCIA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM SEGUNDOS.

Grupo n | Média | Desvio Mediana Min. Max p"
Padréao 1versus 2
e 24 horas 1 8 | 393 105,4 1,5 1 300 0,243'
2 8 | 075 1,03 0,5 0 3
e 8 dias 1 8 1,13 1,45 0,5 0 4 0,664
2 8 1 1,60 0 0 4
e 15 dias 1 8 2,75 2,60 2,5 0 7 0,643"
2 8 | 3,63 3,29 4 0 8
e 22 dias 1 8 | 1,38 2,32 0 6 0,526'
2 8 | 213 2,23 1 0 6
e 29 dias 1 8 | 1,75 1,66 1 0 4 0,344F
2 7 | 3743 92,8 2 0 248
e 36 dias 1 8 | 063 0,91 0 0 2 0,689'
2 8 | 0,88 1,12 0,5 0 3
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ANEXO 44: - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA ENTRE OS DIFERENTES SUBGRUPOS
DO GRUPO NTBO-A E SSI. TESTE DA CRUZ ELEVADA - PORCENTAGEM DE ENTRADAS NO
BRACO ABERTO.

(GRUPO 1) NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A; (GRUPO 2) SOLUGAO SALINA ISOTONICA
0,9%; (MIN.) MiNIMO; (MAX) MAXIMO. T T-STUDENT TESTE, ¥ MANN-WHITNEY TESTE.
SIGNIFICANCIA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM PORCENTAGEM DE ENTRADAS.

Grupo N | Média | Desvio Mediana Min. Max p"*
Padrao 1 versus 2

e 24 horas 1 8 | 325 38,07 25 0 100 0,078"
2 8 | 51,01 35,27 35,8 14 100

e 8 dias 1 8 | 45,94 30,41 40 0 100 0,848"
2 8 | 31,19 23,20 35,4 0 70

e 15 dias 1 8 | 14,88 20,03 4,50 0 50 0,651
2 8 | 2541 25,07 26,65 0 67

e 22 dias 1 8 | 57,91 36,22 66,60 0 100 0,206
2 8 | 6348 24,04 57,25 33 100

e 29 dias 1 8 | 68,39 33,69 65 0 100 0,100*
2 7 | 28,33 29,48 33,30 0 75

e 36 dias 1 8 | 5555 25,51 55 25 100 0,776'
2 8 | 56,03 36,14 49,95 0 100
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ANEXO 45: - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA ENTRE OS DIFERENTES SUBGRUPOS
DO GRUPO NTBO-A E SSI. TESTE DA CRUZ ELEVADA - PORCENTAGEM DE ENTRADAS NO
BRACO FECHADO.

(GRUPO 1) NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A; (GRUPO 2) SOLUGAO SALINA ISOTONICA
0,9%; (MIN.) MiNIMO; (MAX) MAXIMO. ' T-STUDENT TESTE, ¥ MANN-WHITNEY TESTE.
SIGNIFICANCIA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM PORCENTAGEM DE ENTRADAS.

Grupo N | Média | Desvio Mediana Min. Max p"*
Padréo 1versus 2

e 24 horas 1 8 55 42,08 50 0 100 O,206Jr
2 8 50,24 36,59 64,15 0 88

e 8 dias 1 8 54,06 30,41 60 0 100 0,848Jr
2 8 68,81 23,20 64,60 30 100

e 15 dias 1 8 72,63 35,02 85,50 0 100 0,684Jr
2 8 74,59 25,07 73,35 33 100

e 22 dias 1 8 37,09 33,97 33,40 0 100 0,111 T
2 8 36,53 24,04 42,75 0 67

e 29 dias 1 8 31,61 33,69 35 0 100 0,100*
2 7 71,67 29,48 66,70 25 100

e 36 dias 1 8 44,44 25,50 45 0 75 0,695Jr
2 8 43,98 36,14 50,05 0 100
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ANEXO 46- ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA ENTRE OS DIFERENTES SUBGRUPOS DO
GRUPO NTBO-A E SSI. TESTE DA CRUZ ELEVADA - PORCENTAGEM DE TEMPO NO BRACO
ABERTO. (GRUPO 1) NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A; (GRUPO 2) SOLUGAO SALINA
ISOTONICA 0,9%; (MIN.) MiNIMO; (MAX) MAXIMO. T T- STUDENT TESTE, ¥ MANN-WHITNEY
TESTE. SIGNIFICANCIA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM PORCENTAGEM DE TEMPO.

Grupo n | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*
Padrao 1versus 2

e 24 horas 1 8 12,19 14,13 10 0 41,6 0,0434r
2 8 44,01 37,72 24,80 2,6 99,3

e 8 dias 1 8 | 33,14 32,97 18,80 0 88,3 0,769"
2 8 21,28 29,24 10 0 85,6

e 15 dias 1 8 11,91 24,46 1,50 0 71,3 0,58‘14r
2 8 4,10 5,35 1,10 0 13,3

e 22 dias 1 8 | 4454 39,96 27,10 0 99,6 0,887"
2 8 41,71 38,09 30,10 1,6 99,3

e 29 dias 1 8 57,93 33,59 61,15 1,6 99,6 0,006*
2 7 12,21 14,60 8 0 36,6

e 36 dias 1 8 28,68 31,78 16,80 0,3 98,6 0,407"
2 8 42,55 33,06 53,30 0 97,3
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ANEXO 47 - Analise Descritiva e Comparativa entre os Diferentes Subgrupos do Grupo
NTBo-A e SSI. Teste da Cruz Elevada - Porcentagem de Tempo no Bra¢o Fechado.

(Grupo 1) Neurotoxina Botulinica do Tipo-A; (Grupo 2) Solucédo Salina Isotbnica 0,9%;
(Min.) Minimo; (Max) Maximo; ' t-Student Teste, * Mann-Whitney Teste. Significancia

p<0,05. Valores apresentados em porcentagem de tempo.

Grupo n | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*
Padréo 1versus 2
e 24 horas 1 8 47,73 39,63 58,80 0 88 0,992"
2 8 47,93 36,06 58,45 0 94,3
e 8 dias 1 8 53,27 32,60 55,65 0 92,3 0,584"
2 8 61,67 27,08 60,15 6 88
e 15 dias 1 8 64,40 39,63 85,50 0 99 0,748"
2 8 70,38 33,24 84,50 1,3 97,3
e 22 dias 1 8 | 44,36 41,23 49,65 0 100 0,733"
2 8 51,06 35,61 59 0 92,6
e 29 dias 1 8 20,77 22,61 15,50 0 59 0,210*
2 7 55,91 24,20 54,60 17,30 97,60
e 36 dias 1 8 56,22 30,56 52,80 0 90,3 0,172"
2 8 34,42 29,95 26 0 75,6
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ANEXO 48 - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA ENTRE OS DIFERENTES SUBGRUPOS DO
GRUPO NTBO-A E SSI. TESTE DA CRUZ ELEVADA - PORCENTAGEM DE TEMPO NO CAMPO
NEUTRO.

(GRUPO 1) NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A; (GRUPO 2) SOLUGAO SALINA ISOTONICA
0,9%; (MIN.) MiNIMO; (MAX) MAXIMO. T 1 STUDENT TESTE, ¥ MANN-WHITNEY TESTE.
SIGNIFICANCIA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM PORCENTAGEM DE TEMPO.

Grupo n | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*
Padréo 1versus 2

e 24 horas 1 8 41,33 41,86 20,40 1,7 100 0,045"
2 8 8,06 8,50 5,75 0,7 27,4

e 8 dias 1 8 13,58 9,13 11,05 2,8 30 0,549"
2 8 17,05 13,08 11,55 34 41,7

e 15 dias 1 8 24,93 32,55 13 1 100 0,9727
2 8 25,55 34,97 7,55 2,7 98,7

e 22 dias 1 8 11,10 12,73 5,10 0 321 0,478"
2 8 7,22 7,99 4,90 04 23,7

e 29 dias 1 8 21,17 22,65 13,70 0,4 67,8 0,563*
2 7 30,38 30,14 20,40 24 82,7

e 36 dias 1 8 15,10 15,07 10,90 0 43,4 0,232"
2 8 24,27 14,28 25,05 2,7 43,4
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ANEXO 49 - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA ENTRE O0S DIFERENTES SUBGRUPOS DO
GRUPO NTBO-A E SSI. TESTE DA CRUZ ELEVADA - NUMERO DE QUEDAS. (GRuUPO 1)
NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A; (GRUPO 2) SOLUGAO SALINA ISOTONICA 0,9%;
(MIN.) MiNIMO; (MAX) MAXIMO. T T- STUDENT TESTE, ¥ MANN-WHITNEY TESTE.
SIGNIFICANCIA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM UNIDADES.

Grupo n | Média | Desvio Mediana Min. Max p™*
Padréao 1versus 2
e 24 horas 1 8 0,37 0,51 0 0 1 17
2 8 0,37 1,06 0 0 3
e 8 dias 1 8 0,50 0,75 0 0 2 0,438"
2 8 0,25 0,42 0 0 1
e 15 dias 1 8 0,12 0,35 0 0 1 0,0417
2 8 0,62 0,51 1 0 1
e 22 dias 1 8 0,62 0,74 0,5 0 2 17
2 8 0,62 0,91 0 2
e 29 dias 1 8 0,25 0,46 0 1 0,617*
2 7 0,14 0,37 0 1
e 36 dias 1 8 0,87 1,12 0,50 0 3 17
2 8 0,87 1,24 0 3
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ANEXO 50- ANALISE ESTATISTICA DESCRITIVA E COMPARATIVA GLOBAL (POR GRUPO) DO
TESTE DA CRUZ ELEVADA PARA TODAS AS VARIAVEIS ESTUDADAS. PORCENTAGEM DE
ENTRADAS NO BRACO ABERTO (%EBA), PORCENTAGEM DE ENTRADAS NO BRACO
FECHADO (%EBF); PORCENTAGEM DE TEMPO NO BRAGCO ABERTO (%TBA); PORCENTAGEM
DE TEMPO NO BRAGCO FECHADO (%TBF); PORCENTAGEM DE TEMPO NO CAMPO NEUTRO
(%TCN) E NUMERO DE QUEDAS (NQ). NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A (GRUPO 1);
SOLUGAO SALINA ISOTONICA 0,9% (GRUPO 2). ¥ MANN-WHITNEY TESTE. SIGNIFICANCIA
P<0,05. OS VALORES SAO APRESENTADOS EM PORCENTAGEM DE TEMPO (%EBA, %EBF,
%TBA, % TBF, %TCN) ou EM UNIDADES (NQ).

Grupo n Média | Desvio Mediana Min. Max pt
Padréo 1versus 2
e Laténcia 1 48 7,79 43,11 1 0 300 0,960
2 47 7 35,98 1 0 248
* % EBA 1 48 | 45,86 34,58 50 0 100 0,594
2 47 | 42,87 31,48 40 0 100
® % EBF 1 48 | 49,13 34,73 50 0 100 0,196
2 47 | 57,33 31,66 60 0 100
e % TBA 1 48 | 31,39 33,40 16,60 0 99,6 0,617
2 47 | 27,97 32,02 15,30 0 99,3
* % TBF 1 48 | 47,79 35,85 52 0 100 0,433
2 47 | 53,51 31,86 58 0 97,6
e % TCN 1 48 | 21,20 25,89 12,05 0 100 0,726
2 47 | 18,51 21,44 8,40 0,4 98,7
e NQ 1 48 0,45 0,71 0 0 3 0,876
2 47 0,48 0,83 0 0 3
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ANEXO 51 - ANALISE DESCRITIVA DO TESTE DO CAMPO CLARO VERSUS ESCURO NOS
DIFERENTES SUBGRUPOS DO GRUPO NTBO-A PARA LATENCIA, TEMPO NO CAMPO ESCURO
E TEMPO NO CAMPO CLARO. VALORES EXPRESSOS EM SEGUNDOS E UNIDADES.

Subgrupos Animal Laténcia Entradas Tempo Escuro Tempo Claro
1 20 1 280 0
2 15 2 270 15
3 9 1 291 0
e 24 horas 4 15 2 274 11
5 3 2 293 4
6 10 3 286 4
7 6 1 285 9
8 70 2 13 217
1 7 1 293 0
2 13 2 275 12
3 10 1 290 0
e 8 dias 4 23 1 277 0
5 11 0 289 0
6 14 9 244 42
7 9 15 216 75
8 56 12 187 57
1 32 1 268 0
2 2 1 298 0
3 25 3 270 5
e 15dias 4 11 7 281 8
5 87 14 157 56
6 5 3 277 18
7 10 15 206 84
8 300 0 0 0
1 9 4 280 11
2 36 13 220 44
3 9 12 240 51
e 22 dias 4 6 5 285 9
5 2 4 289 9
6 1 14 189 110
7 13 2 280 7
8 22 3 210 68
1 5 3 283 12
2 8 1 276 16
3 3 4 290 7
e 29 dias 4 4 1 285 11
5 9 5 260 31
6 2 9 280 18
7 88 3 204 8
8 300 0 0 0
1 5 3 279 16
2 4 1 286 10
3 5 1 285 10
e 36 dias 4 3 7 283 14
5 30 3 268 2
6 11 8 271 18
7 10 7 286 4
8 40 2 259 1
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ANEXO 52 - ANALISE DESCRITIVA DO TESTE DO CAMPO CLARO VERSUS ESCURO NOS
DIFERENTES SUBGRUPOS DO GRUPO SSI| PARA LATENCIA, TEMPO NO CAMPO ESCURO E

TEMPO NO CAMPO CLARO. VALORES EXPRESSOS EM SEGUNDOS E UNIDADES.

Subgrupos Animal Laténcia Entradas Tempo Escuro Tempo Claro
1 46 1 254 0
2 5 1 295 0
3 1 1 299 0
e 24 horas 4 18 1 282 0
5 2 0 298 0
6 35 3 257 8
7 2 5 257 41
8 7 2 287 6
1 35 1 265 0
2 23 1 277 0
3 15 1 285 0
e 8 dias 4 35 1 265 0
5 300 0 0 0
6 36 11 187 77
7 4 14 193 103
8 300 0 0 0
1 5 2 294 1
2 5 2 294 1
3 11 5 284 5
e 15dias 4 11 4 286 3
5 300 0 0 0
6 6 15 175 119
7 1 1 291 8
8 20 3 248 32
1 8 5 289 3
2 9 16 249 42
3 17 5 273 10
e 22 dias 4 16 8 270 14
5 75 3 207 18
6 5 1 290 5
7 43 3 253 4
8 9 6 258 33
1 3 2 290 7
2 4 4 281 15
3 6 12 237 57
e 29 dias 4 4 1 285 11
5 4 3 289 7
6 13 2 281 6
7 4 1 267 29
1 4 4 283 13
2 5 2 280 15
3 6 5 263 31
e 36 dias 4 3 9 276 21
5 300 0 0 0
6 8 2 288 4
7 12 3 286 2
8 7 7 284 9
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ANEXO 53 - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA ENTRE 0S DIFERENTES SUBGRUPOS DO
GRUPO NTBoO-A E SSI. TESTE DO CAMPO CLARO VERSUS ESCURO — LATENCIA PARA A
ENTRADA NO CAMPO ESCURO. (GRUPO 1) NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A; (GRUPO
2) SOLUGCAO SALINA ISOTONICA 0,9%; (MIN.) MiNIMO; (MAX) MAXIMO. T 1. STUDENT
TESTE, * MANN-WHITNEY TESTE. SIGNIFICANCIA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM
SEGUNDOS.

Grupo n | Média | Desvio Mediana Min. Max p"*
Padréao 1 versus 2

e 24 horas 1 8 | 18,50 21,50 12,50 3 70 0,382'
2 8 | 14,50 17,17 6 1 46

e 8 dias 1 8 | 17,87 16,14 12 7 56 0,065'
2 8 | 935 127,93 35 4 300

e 15 dias 1 8 59 101,15 18 2 300 0,786'
2 8 | 44,87 | 10324 8,5 1 300

e 22 dias 1 8 | 12,50 11,65 9 1 36 0,382'
2 8 | 22,75 | 24,28 12,50 5 75

e 29 dias 1 8 | 52,37 | 104,19 6,5 2 300 0,463
2 7 | 542 3,45 4 3 13

e 36 dias 1 8 | 13,50 13,82 7.5 3 40 0,4377
2 8 | 43,12 | 103,83 6,5 3 300
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ANEXO 54 - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA ENTRE OS DIFERENTES SUBGRUPOS DO
GRUPO NTBO-A E SSI. TESTE DO CAMPO CLARO VERSUS ESCURO — ENTRADAS NO CAMPO
Escuro.

(GRUPO 1) NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A; (GRUPO 2) SOLUGAO SALINA ISOTONICA
0,9%; (MIN.) MiNIMO; (MAX) MAXIMO. T 1. STUDENT TESTE, * MANN-WHITNEY TESTE.
SIGNIFICANCIA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM UNIDADES.

Grupo N | Média | Desvio Mediana Min. Max p"*
Padréao 1versus 2
e 24 horas 1 8 1,75 0,70 2 1 3 17
2 8 1,75 1,58 1 0 5
e 8 dias 1 8 | 512 5,93 1,5 0 15 0,610"
2 8 | 363 5,55 1 0 14
e 15 dias 1 8 | 550 5,95 3 0 15 0,586
2 8 4 4,72 2,5 0 15
e 22 dias 1 8 | 712 4,96 45 2 14 0,610
2 8 | 587 4,61 5 1 16
e 29 dias 1 8 | 325 2,86 3 0 9 0,953*
2 7 | 357 3,86 2 1 12
e 36 dias 1 8 4 2,87 3 1 8 17
2 8 4 2,92 3,5 0 9
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ANEXO 55 - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA ENTRE 0S DIFERENTES SUBGRUPOS DO
GRUPO NTBO-A E SSI. TESTE DO CAMPO CLARO VERSUS ESCURO — TEMPO DESPENDIDO
NO CAMPO EScCURO. (GRuUPO 1) NEUROTOXINA BOTULINICA DO TiPo-A; (GRUPO 22
SOLUGAO SALINA ISOTONICA 0,9%; (MIN.) MiNIMO; (MAX) MAXIMO. T 1- STUDENT TESTE,
MANN-WHITNEY TESTE. SIGNIFICANCIA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM SEGUNDOS.

Grupo N | Média | Desvio Mediana Min. Max p"*
Padréao 1versus 2

e 24 horas 1 8 249 95,68 282,5 13 293 0,405'
2 8 | 27862 | 19,57 2845 254 299

e 8 dias 1 8 | 258,87 | 39,37 276 187 293 0,114'
2 8 184 119,38 229 0 285

o 15 dias 1 8 | 21962 | 100,3 269 0 298 0,781"
2 8 234 102,87 285 0 294

e 22 dias 1 8 | 24912 | 39,38 260 189 289 0,487"
2 8 | 261,12 | 26,68 264 207 290

e 29 dias 1 8 | 234,75 | 98,81 278 0 290 0,353*
2 7 | 27571 | 18,69 281 237 290

e 36 dias 1 8 | 277,12 | 10,04 281 259 286 0,910
2 8 245 99,30 281,50 0 288
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ANEXO 56 - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA ENTRE 0S DIFERENTES SUBGRUPOS DO
GRUPO NTBO-A E SSI. TESTE DO CAMPO CLARO VERSUS ESCURO — TEMPO DESPENDIDO
DENTRO DO CAMPO CLARO. (GRUPO 1) NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A; (GRUPO 22
SOLUGAO SALINA ISOTONICA 0,9%; (MIN.) MiNIMO; (MAX) MAXIMO. T T-STUDENT TESTE,
MANN-WHITNEY TESTE. SIGNIFICANCIA P<0,05. VALORES APRESENTADOS EM SEGUNDOS.

Grupo N | Média | Desvio Mediana Min. Max p"
Padrao 1 versus 2
e 24 horas 1 8 | 325 7473 6,5 0 217 0,357"
2 8 | 6,87 14,15 0 41
e 8 dias 1 8 | 23,25 30,37 0 75 0,968"
2 8 | 22,50 | 4223 0 0 103
e 15 dias 1 8 | 21,37 31,50 6,5 0 84 0,989"
2 8 | 21,12 | 40,90 4 0 119
e 22 dias 1 8 | 38,62 37,14 27,50 7 110 0,132'
2 8 | 16,12 14,35 12 3 42
e 29 dias 1 8 | 12,87 9,20 11,50 0 31 0,955
2 7 | 1885 18,62 11 6 57
e 36 dias 1 8 | 937 6,47 10 1 18 0,575"
2 8 | 11,87 10,48 11 0 31
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ANEXO 57 - ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA GLOBAL DO TESTE DO CAMPO CLARO
VERSUS ESCURO PARA TODAS AS VARIAVEIS ESTUDADAS. ENTRADAS DO CAMPO ESCURO
PARA O CLARO (E); TEMPO NO CAMPO ESCURO (TE); TEMPO NO CAMPO CLARO (TC);
(GRUPO 1) NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A; (GRUPO 2) SOLUGAO SALINA ISOTONICA
0,9%; MiNnIMO (MIN.); MAXIMO (MAX). "MANN-WHITNEY TESTE. SIGNIFICANCIA P<O0,05.

VALORES APRESENTADOS EM UNIDADES (E) OoU EM SEGUNDOS (TE E TC).

T

Grupo N Média Desvio Mediana Min. Max p
Padréo 1 versus 2

e Laténcia 1 48 28,91 60,59 10 1 300 0,620"
2 47 38,04 82,07 1 300

oE 1 48 4,45 4,44 3 0 15 0,500
2 47 3,80 4,05 2 0 16

o TE 1 48 | 248,08 71,58 277 0 298 0,771
2 47 | 245,78 80,90 277 0 299

e TC 1 48 23 38,05 10 0 217 0,205'
2 47 16,17 26,08 6 0 119
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ANEXO 58 - RANDOMIZACAO DOS ANIMAIS DURANTE A SEGUNDA FASE DO ESTUDO
SEGUNDO 0S RESULTADOS DO TESTE DO -20°C.

Animal | B4 B, Bwm Cirurgia | 4D4 4D, 4Dwm 6D 6D, 6Dwm Situagéo | Grupo
#1 12 8,09 10,04 | Amarra | 21,24 | 23,08 | 22,16 | 21,01 | 17,34 | 19,17 | Incluido | ASSI1
#2 1 2,01 1,55 - - - - - - - Excluido | -

#3 0 0 0 - - - - - - - Excluido | -

#4 4 0 2 - - - - - - - Excluido | -

#5 1,04 2,01 1,52 - - - - - - - Excluido | -

#6 0 0 0 - - - - - - - Excluido | -

#7 2 2 2 - - - - - - - Excluido | -

#8 4 2,2 3,1 - - - - - - - Excluido | -

#9 14,59 | 20,19 | 17,38 | - - - - - - - Excluido | -

#10 1 0 0,5 - - - - - - - Excluido | -

#11 0,24 0,36 0,3 - - - - - - - Excluido | -

#12 4 0,2 2.1 - - - - - - - Excluido | -

#13 1,20 3,21 2,25 - - - - - - - Excluido | -

#14 3,78 4.5 4,14 Exposto | 6,54 12,58 | 9,56 9,27 10,34 | 9,80 Incluido EB1
#15 0 0 0 - - - - - - - Excluido | -

#16 1,41 2,33 1,87 - - - - - - - Excluido | -

#17 6,7 11,15 | 8,92 Amarra | 12,01 | 18,86 | 15,43 | 22,25 | 26,15 | 24,2 Incluido | AB1
#18 2,34 0 1,17 - - - - - - - Excluido | -

#19 9,46 9,97 9,71 Amarra | 11,02 | 18,77 | 14,89 | 10,06 | 20.27 | 15,16 | Incluido | ASSI2
#20 3,3 5,93 4,61 Amarra | 4,87 8,4 6,63 14,58 | 25,97 | 20,27 | Incluido | AB2
#21 0 0 0 - - - - - - - Excluido | -

#22 0 0 0 - - - - - - - Excluido | -

#23 0 0,31 0,155 | - - - - - - - Excluido | -

#24 1,11 1,4 1,255 | - - - - - - - Excluido | -

#25 0,38 0,34 0,36 - - - - - - - Excluido | -

#26 0,42 0 0,21 - - - - - - - Excluido | -

#27 7,43 9,30 8,36 Amarra 11,36 | 27,20 | 19,28 | 10,56 | 12,79 | 11,67 | Excluido | -

#28 0 9,05 4,52 Amarra | 29,85 | 26,02 | 27,93 | 16,78 | 34,49 | 25,63 | Incluido | AB3
#29 1,73 11,17 | 6,45 Amarra | 9,25 13,70 | 11,47 | 21,44 | 12,83 | 17,13 | Incluido | AB4
#30 2,03 3,52 2,77 - - - - - - - Excluido | -

#31 3,87 22,88 | 13,37 | Amarra | 0,92 14,08 | 7,5 3,11 21,7 12,40 | Excluido | -

#32 4,97 11,49 | 8,23 Amarra | 21,22 | 18,53 | 19,87 | 30,63 | 19,21 | 24,92 | Incluido | AB5
#33 6,76 3,5 5,13 Amarra | 4,34 14,93 | 9,63 3,14 11,14 | 7,14 Excluido | -

#34 17,15 | 10,86 | 14,00 | Exposto | 8,46 2260 | 1553 | 8,14 16,98 | 12,56 | Incluido | EB2
#35 1,94 7,89 4,91 Exposto | 6,18 17,86 | 12,02 | 9,84 9,67 9,75 Incluido | EB3
#36 2,39 3,04 2,71 - - - - - - - Excluido | -

#37 10,79 | 5 7,89 Amarra | 2,72 6,19 4,45 17,88 | 21,88 | 19,88 | Incluido ASS3
#38 3,03 15,02 | 9,02 Exposto | 2,14 13,04 | 7,59 8,21 7,19 7,7 Incluido EB4
#39 13,47 | 14,29 | 13,88 | Exposto | 20,04 | 23,47 | 21,75 | 11,72 | 9,53 10,62 | Incluido ESSI1
#40 0 0 0 - - - - - - - Excluido | -

#41 0,26 0 0,13 - - - - - - - Excluido | -

#42 3,81 3,48 3,64 - - - - - - - Excluido | -

#43 0 0 0 - - - - - - - Excluido | -

#44 3,99 6,07 5,03 Amarra | 31,19 | 23,62 | 27,40 | 14,34 | 18,89 | 16,61 | Incluido ASSI4
#45 8,48 3,57 6,02 Amarra 12 17,58 | 14,79 | 17,17 | 15,56 | 16,36 | Incluido ASSI5
#46 0 2,58 1,29 - - - - - - - Excluido | -

#47 13,68 | 11,61 | 12,64 | Exposto | 15,21 | 12,99 | 141 2,99 10,4 6,69 Incluido ESSI2
#48 2,7 12,47 | 7,58 Exposto | 3,99 2,66 3,32 4 10,45 | 7,22 Incluido ESSI3
#49 10,46 | 20,52 | 1549 | - - - - - - - Excluido | -

#50 6,32 9,39 7,85 Amarra | 6,16 17,84 | 12 10,26 | 9,57 9,91 Excluido | -
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ANEXO 59- RANDOMIZACAO DOS ANIMAIS DURANTE A SEGUNDA FASE DO ESTUDO SEGUNDO
0S RESULTADOS DO TESTE DO -20°C (CONTINUAGCAO DO 27A). ESCORES DURANTE A
PRIMEIRA AVALIACAO BASAL (Bi); ESCORES DURANTE A SEGUNDA AVALIAGAO BASAL
(B2); ESCORES BASAIS MEDIOS (By); PRIMEIRO ESCORE QUATRO DIAS APOS A CIRURGIA
(4D1); SEGUNDO ESCORE QUATRO DIAS APOS A CIRRUGIA (4D,); ESCORE MEDIO QUATRO
DIAS APOS A CIRURGIA (4Dy); PRIMEIRO ESCORE SEIS DIAS APOS A CIRRUGIA (6Dy);
SEGUNDO ESCORE SEIS DIAS APOS A CIRURGIA (6D,); ESCORE MEDIO SEIS DIAS APOS A
CIRURGIA (6Dy); ANIMAL INCLUIDO NUMERO UM SUBMETIDO A AMARRA E TRATADO COM
NEUROTOXINA BOTULINICA TIPO-A (AB;); ANIMAL INCLUIDO NUMERO UM COM NERVO
EXPOSTO SUBMETIDO A NEUROTOXINA BOTULINICA TIPO-A (EB;); ANIMAL INCLUIDO
NUMERO UM SUBMETIDO A AMARRA E TRATADO COM SOLUGAO SALINA ISOTONICA (ASSI,);
ANIMAL INCLUIDO NUMERO UM SUBMETIDO A EXPOSIGAO DO NERVO E TRATADO COM
SOLUGAO SALINA ISOTONICA (ESSI,).

Animal | B4 B, Bwm Cirurgia | 4D+ 4D, 4Dw 6D+ 6D, 6Dwm Situagdo | Grupo

#51 2,6 3,2 2,9 - - - - - - - Excluido | -

#52 0,89 4,97 2,93 - - - - - - - Excluido | -

#53 3,39 4,73 4,06 Amarra | 4,03 15,02 | 9,525 | 8,34 26,68 | 17,51 | Incluido | AB6

#54 13,65 | 10,39 | 12,02 | Expost 0,95 0,61 0,78 0,84 1,12 0,98 Incluido EB5
o]

#55 0,72 0,79 0,755 | - - - - - - - Excluido | -

#56 9,38 1,63 5,505 | Amarra 18,75 | 15,03 | 16,89 | 4,34 3,54 3,94 Excluido | -

#57 1,04 10,27 | 5,655 | Expost 10,01 | 8,28 9,145 | O 7,91 3,95 Incluido ESSI4
0

#58 2,32 3,64 2,98 - - - - - - - Excluido | -

#59 1,52 10,08 | 5,8 Expost 0,97 1 0,985 | 2,26 0 1,13 Incluido EB6
o]

#60 0,33 2,59 1,46 - - - - - - - Excluido | -

#61 3,3 7,09 5,195 | Amarra | 8,38 8,01 8,195 | 7,23 9,14 8,18 Excluido | -

#62 7,52 2,87 5,195 | Amarra | 0,96 1,49 1,225 | 0,84 0 0,42 Excluido | -

#63 1,88 3,72 2,8 - - - - - - - Excluido | -

#64 4,65 17,03 | 10,84 | Expost | 4,59 7,14 5,865 | 0 5,75 2,87 Exposto | EB7
0

#65 5,57 6,58 6,075 | Amarra | 10,4 11,79 | 11,09 | 7,08 13,77 | 10,42 | Incluido AB7

#66 2,58 0 1,29 - - - - - - - Excluido | -

#67 0 7,23 3,615 | - - - - - - - Excluido | -

#68 0,97 3,16 2,065 | - - - - - - - Excluido | -

#69 0 9,43 4,715 | - - - - - - - Excluido | -

#70 1,02 0 0,51 - - - - - - - Excluido | -

#71 0 0,23 0,115 | - - - - - - - Excluido | -

#72 9,42 8,04 8,73 Amarra 1,02 2,84 1,93 3,65 10,52 | 7,08 Excluido | -

#73 4,2 11,21 | 7,705 | Amarra | 9,74 6,23 7,98 10,89 | 21,59 | 16,24 | Incluido | ASSI6

#74 1,75 6,3 4,025 | Amarra | 0 1,77 0,885 | 0 23,98 | 11,99 | Incluido | ASSI7

#75 0 0,4 0,2 - - - - - - - Excluido | -

#76 0,38 0 0,19 - - - - - - - Excluido | -

#77 0 1,13 0,565 | - - - - - - Excluido | -

#78 0 0,7 0,35 - - - - - - - Excluido | -

#79 1,8 1,66 1,73 - - - - - - - Excluido | -

#80 13,44 | 5,62 9,53 Amarra | 10,2 18,79 | 14,49 | 7,25 25,1 16,17 | Incluido ASS8

#81 1,88 0 0,94 - - - - - - - Excluido | -

#82 0 0 0 - - - - - - - Excluido | -

#83 0 17,24 | 8,62 Expost 9,64 11,21 | 10,42 | 4,98 13,45 | 9,21 Incluido ESSI5
0

#84 3,63 10,79 | 7,21 Amarra | 11,09 | 16,85 | 13,97 | 8,16 32,02 | 20,09 | Incluido | ABS8

#85 1,42 13,17 | 7,295 | Exposto | 4,13 4,46 4,295 | 6,48 7,6 7,04 Incluido | ESSI6

#86 0,42 0 0,21 - - - - - - - Excluido | -

#87 1,99 0,8 1,395 | - - - - - - - Excluido | -

#88 0 9,43 4,71 Exposto | 16,93 | 8,15 12,54 | 4,43 5,75 5,09 Exposto ESSI7

#89 0 15,76 | 7,88 Exposto | 0,66 7,16 3,91 0 9,83 4,91 Exposto ESSI8
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ANEXO 60: - PEsO DOS ANIMAIS NOS DIFERENTES MOMENTOS DA SEGUNDA FASE DO
EsTupo. VOLUME DE DROGA (NTBo-A E SSI) E NUMERO DE UNIDADES DA NTBO-A
APLICADAS. VALORES DESCRITOS EM GRAMAS E pL. ANIMAL NUMERO UM SUBMETIDO A
AMARRA E TRATADO COM NEUROTOXINA BOTULINICA TIPO-A (AB31); ANIMAL NUMERO UM
COM NERVO EXPOSTO SUBMETIDO A NEUROTOXINA BOTULINICA TIPO-A (EB31); ANIMAL
NUMERO UM SUBMETIDO A AMARRA E TRATADO COM SOLUGAO SALINA ISOTONICA (ASSI,);
ANIMAL NUMERO UM SUBMETIDO A EXPOSIGAO DO NERVO E TRATADO COM SOLUGAO SALINA
ISOTONICA (ESSI,).

Grupo Animal Peso Peso 6 Peso Volume | Unidades | Identificagéo
Basal dias 10 dias | y litros Botox
#1 192 220 234 6,60 3,30 AB1
#2 192 230 246 6,90 3,45 AB2
#3 158 165 180 4,97 2,47 AB3
e Amarra Botox #4 157 186 193 5,58 2,79 AB4
#5 134 155 174 4,65 2,32 AB5
#6 152 150 151 4.5 2,25 ABG6
#7 122 145 162 4,35 2,17 AB7
#8 153 181 201 54 2,7 AB8
#1 166 190 197 5,70 - ASSI1
#2 122 152 171 4,56 - ASSI2
#3 144 160 172 4.8 - ASSI3
e Amarra SSI #4 163 181 194 5,43 - ASSI4
#5 164 167 186 5,01 - ASSI5
#6 168 190 213 5,7 - ASSI6
#7 175 208 215 6,2 - ASSI7
#8 143 170 183 5,1 - ASSI8
#1 157 156 176 4,68 2,34 EB1
#2 114 141 155 4,23 2,11 EB2
#3 145 166 180 4,98 2,49 EB3
eControle Botox #4 168 192 210 5,76 2,88 EB4
#5 188 224 236 6,72 3,36 EBS5
#6 154 170 188 5,10 2,55 EB6
#7 168 194 213 5,82 2,91 EB7
#8 - - - - - -
#1 128 154 171 4,62 - ESSI1
#2 152 182 199 5,46 - ESSI2
#3 153 146 170 4,36 - ESSI3
eControle SSI #4 179 215 222 6,40 - ESSI4
#5 159 183 187 5,49 - ESSI5
#6 126 161 182 4,81 - ESSI6
#7 145 186 185 5,58 - ESSI7
#8 166 178 199 5,34 - ESSI8
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ANEXO 61 - VARIACAO DO PESO NOS DIFERENTES GRUPOS DURANTE AS DIFERENTES
ETAPAS NA SEGUNDA FASE DO ESTUDO. VALORES BASAIS (B); DIAS (D); PORCENTAGEM
(%). OsS RESULTADOS FORAM APRESENTADOS EM GRAMAS E PORCENTAGEM.

Grupo Animal Peso Peso Peso Ganho de peso em | Ganho de peso em %
6d-B 10d-B | 10d- 6d % apos 6 dias apos 10dias
#1 28 42 14 14,5 21,8
#2 38 54 16 19,7 28,1
#3 7 22 15 4,4 13,9
e Amarra Botox #4 29 36 7 18,4 22,9
#5 21 40 19 15,6 29,8
#6 -2 -1 1 -1,3 -0,6
#7 23 40 17 18,8 32,7
#8 28 48 20 18,3 31,3
#1 24 31 7 14,4 18,6
#2 30 49 19 19,6 254
#3 16 29 12 11,1 20,1
e Amarra SSI #4 18 31 13 11 19
#5 3 22 19 1,8 13,4
#6 22 45 23 13 26,7
#7 33 40 7 12,7 22,8
#8 27 40 13 18,8 27,9
#1 -1 19 18 -0,6 12,1
#2 27 41 14 23,6 35,9
#3 21 35 14 14,4 241
eControle Botox #4 24 42 18 14,2 25
#5 36 48 12 19,1 25,5
#6 16 34 18 10,3 22
#7 26 45 19 15,4 26,7
#38 - - - - -
#1 26 43 17 20,3 33,5
#2 30 47 17 19,7 30,9
#3 -7 17 24 -4,5 11,1
eControle SSI #4 36 43 7 20,1 24,0
#5 24 28 4 15 17,6
#6 35 56 21 27,7 444
#7 41 40 -1 28,2 27,5
#8 12 33 21 7,2 19,8
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ANEXO 62— ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA DO PESO ENTRE 0OS DIFERENTES
GRUPOS NOS DIFERENTES MOMENTOS DO ESTUDO. ANIMAIS SUBMETIDOS A AMARRA DO
NERVO INFRA-ORBITAL E TRATADOS COM NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO A (GRUPO 1),
ANIMAIS SUBMETIDOS A AMARRA DO NERVO INFRA-ORBITAL E TRATADOS COM SOLUGCAO
SALINA ISOTONICA 0,9% (GRUPO 2), ANIMAIS SUBMETIDOS A EXPOSICAO DO NERVO INFRA-
ORBITAL E TRATADOS COM NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO A (GRUPO 3) E ANIMAS
SUBMETIDOS A EXPOSICAO DO NERVO INFRA-ORBITAL E TRATADOS COM SOLUGCAO SALINA
ISOTONICA 0,9% (GRUPO 4). SIGNIFICANCIA ESTATISTICA P<0.05. Tr- STUDENT TESTE,
*MANN-WHITNEY TESTE. VALORES APRESENTADOS EM GRAMAS E EM PORCENTAGEM DE
GANHO DE PESO.

Grupo n Média Desvio  Grupos p*
Padrao
1 8 157,50 24,62 1versus2 0,864
2 8 155,63 17,67 1versus 3  *0,954
e Peso 3 7 156,29 23,09 1versus4 10,556
Basal 4 8 151,00 18,00 2versus3  *0,816
2versus4 10,519
3versus4 0,451
1 8 179 31,85 1versus2 0,895
2 8 177,25 18,42 1 versus 3 0,867
e Peso 3 7 177,57 27,77 1 versus 4 0,808
6 dias 4 8 175,63 21,77 2 versus 3 0,954
2versus4 0,874
3versus4 0,817
1 8 192,63 33,39 1 versus 2 0,926
2 8 191,38 16,70 1versus3 0,772
e Peso 3 7 194 27,25 1versus4 10,810
10 dias 4 8 189,38 17,07 2 versus 3 0,954
2versus4 10,816
3versus4 70,728
1 8 13,55 7,75 1versus2 10,827
e Ganho de 2 8 12,80 5,50 1versus 3 0,728
peso em % 3 7 13,77 7,60 1 versus 4 0,514
apos 6 dias 4 8 16,71 10,88 2versus 3 0,602
2versus4 0,380
3versus4 0,298
1 8 22,48 11,17 1 versus 2 0,864
e Ganhode |2 8 21,73 4,87 1versus3  *1
peso em % 3 7 24,47 7,02 1versus4 10,514
apoés 10 dias | 4 8 26,10 10,39  2versus3 0,452
2versus4 0,301
3versus4 70,908
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ANEXO 63 - TESTE DO — 20°C PARA OS ANIMAIS SUBMETIDOS A CONSTRICAO DO NERVO
INFRA-ORBITAL E TRATADOS CcOM NEUROTOXINA BOTULINICA DO TiPO-A (GRuPO 1).
NUMERO DO ANIMAL (#); ESCORES DO PRIMEIRO TESTE DO -20°C (1); ESCORES DO
SEGUNDO TESTE DO -20°C (2); MEDIA DOS ESCORES DA PRIMEIRA E SEGUNDA
DETERMINAGAO DO TESTE DO -20°C (MEDIA)

Momento | Avaliagdo | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8

1 6,70 3,30 0 1,73 4,97 3,39 5,57 3,63
e Basal 2 11,15 | 5,93 9,05 11,17 | 11,49 4,73 6,58 10,79
média 8,92 4,61 4,52 6,45 8,23 4,06 6,07 7,21
e 4 dias 1 12,01 4,87 | 29,85 9,25 21,22 4,03 10,4 11,09
pos 2 18,86 8,4 26,02 | 13,70 | 18,53 | 15,02 | 11,79 | 16,85
amarra média 1543 | 6,63 | 27,93 | 11,47 | 19,87 9,52 11,09 | 13,97
e 6 dias 1 22,25 | 14,58 | 16,78 | 21,44 | 30,63 8,34 7,08 8,16
pds 2 26,15 | 25,97 | 34,49 | 12,83 | 19,21 | 26,68 | 13,77 | 32,02
amarra média 24,20 | 20,27 | 25,63 | 17,13 | 24,92 | 17,51 | 10,42 | 20,09
e 6 horas 1 9,15 6,30 7,14 14,52 9,63 7,38 9,12 3,02
pds 2 14,95 | 12,91 7,52 8,74 12,8 3,18 7.9 6,27
bloqueio média 12,05 9,60 7,33 11,63 | 11,21 5,28 8,51 4,64
e24horas 1 3,57 19,01 7,68 6,49 5,66 11,15 3,11 1,16
pos 2 23,15 | 17,80 | 9,31 19,08 | 20,78 | 10,12 | 10,32 2,26
bloqueio média 13,36 | 18,40 | 8,49 12,78 | 13,22 | 10,63 6,71 1,71
e 2 dias 1 794 | 22,87 | 7,66 19,31 5,44 15,09 | 16,15 2,76
pos 2 10,42 | 5,78 7,01 26,87 | 18,89 | 22,21 | 10,22 4,47
bloqueio média 9,18 14,32 7,33 23,09 | 12,16 | 18,65 | 10,18 3,61
e 3 dias 1 7,92 | 28,39 3,3 12,45 9,3 22,65 6,35 3,16
pbs 2 25,10 | 20,22 | 7,06 21,14 | 12,42 | 10,02 6,68 5,61
bloqueio média 16,51 | 24,30 | 5,18 16,79 | 10,86 | 16,33 6,51 4,38

e 4 dias 1 15,82 | 26,13 | 32,55 | 36,79 | 14,65 | 27,35 8,58 9,6
pds 2 6,35 10,26 43 30,47 | 28,23 | 18,71 10,3 7,21
bloqueio média 11,81 | 18,18 | 37,77 | 33,63 | 21,44 | 23,03 9,44 8,40
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ANEXO 64 - TESTE DO — 20°C PARA OS ANIMAIS SUBMETIDOS A CONSTRICAO DO NERVO
INFRA-ORBITAL E TRATADOS COM SSI (GRUPO 2). NUMERO DO ANIMAL (#); ESCORES DO
PRIMEIRO TESTE DO -20°C (1); ESCORES DO SEGUNDO TESTE DO -20°C (2); MEDIA DOS
ESCORES DA PRIMEIRA E SEGUNDA DETERMINAGAO DO TESTE DO -20°C (MEDIA).

Momento | Avaliagdo | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8
1 12 9,46 | 10,79 | 3,99 8,48 4,2 1,75 13,44
e Basal 2 8,09 9,97 5 6,07 3,57 | 11,21 6,3 5,62
media 10,04 | 9,71 7,89 5,03 6,02 7,70 4,02 9,53
e 4 dias 1 21,24 | 11,02 | 2,72 | 31,19 12 9,74 0 10,2
pos 2 23,08 | 18,77 | 6,19 | 23,62 | 17,58 | 6,23 1,77 18,79
amarra media 22,16 | 14,89 | 4,45 | 27,40 | 14,79 | 7,98 | 0,885 | 14,49
e G dias 1 21,01 | 10,06 | 17,88 | 14,34 | 17,17 | 10,89 0 7,25
pos 2 17,34 | 20,27 | 21,88 | 18,89 | 15,66 | 21,59 | 23,98 | 25,1
amarra media 19,17 | 15,16 | 19,88 | 16,61 | 16,36 | 16,24 | 11,99 | 16,17
e 6 horas 1 21,26 | 12,70 | 1212 | 8,03 | 22,68 | 9,54 | 11,08 | 13,87
pos 2 27,07 | 17,50 | 22,08 | 10,02 | 21,33 | 17,06 | 7,49 15,96
bloqueio media 24,16 | 15,10 | 17,1 | 9,025 | 22,00 | 13,3 9,28 | 14,91
e24horas 1 9,63 | 13,07 | 13,93 | 10,92 | 18,07 | 15,45 | 5,05 11,5
pos 2 49,29 | 24,48 | 17,46 | 23,55 | 39,34 | 19,09 | 29,08 | 17,04
bloqueio media 29,46 | 18,77 | 15,69 | 17,23 | 28,70 | 17,27 | 17,06 | 14,27
e 2 dias 1 31,94 | 25,18 | 10,79 | 38,38 | 23,63 | 15,80 | 22,14 | 18,57
pos 2 30,33 | 16,78 | 24,16 | 21,75 | 10,91 | 10,91 | 19,05 | 13,73
bloqueio media 31,13 | 20,98 | 17,47 | 30,06 | 17,27 | 13,35 | 20,59 | 16,15
e 3 dias 1 53,73 | 27,34 9,1 22,42 | 18,78 | 33,04 | 12,82 17,6
pos 2 43,40 | 33,84 | 30,96 | 29,76 | 34,06 | 8,51 14,12 | 13,57
bloqueio media 48,56 | 30,59 | 20,03 | 26,09 | 26,42 | 20,77 | 13,47 | 15,58
e 4 dias 1 32,34 | 28,71 | 30,75 | 25,99 | 25,59 | 7,09 13,6 17,09
pos 2 31,48 | 7,73 12 22,7 | 19,11 | 13,45 | 21,48 15
bloqueio media 31,91 | 18,22 | 21,37 | 24,34 | 22,35 | 10,27 | 17,54 | 16,04
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ANEXO 65- TESTE DO — 20°C PARA OS ANIMAIS SUBMETIDOS A ExPoOSICAO DO NERVO
INFRA-ORBITAL E TRATADOS COM NTBO-A (GRUPO 3). NUMERO DO ANIMAL (#); ESCORES
DO PRIMEIRO TESTE DO -20°C (1); ESCORES DO SEGUNDO TESTE DO -20°C (2); MEDIA DOS
ESCORES DA PRIMEIRA E SEGUNDA DETERMINAGAO DO TESTE DO -20°C (MEDIA).

Momento | Avaliagdo | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8
1 3,78 | 17,15 | 1,94 3,03 | 13,65 | 1,52 4,65
e Basal 2 450 | 10,86 | 7,89 | 15,02 | 10,39 | 10,08 | 17,03
media 4,14 14 4,91 9,02 | 12,02 5,8 10,84
e 4 dias 1 6,54 8,46 6,18 2,14 0,95 0,97 4,59
pos 2 12,58 | 22,60 | 17,86 | 13,04 | 0,61 1 7,14
Amarra média 9,56 | 15,53 | 12,02 | 7,59 0,78 0,98 5,86
e G dias 1 9,27 8,14 9,84 8,21 0,84 2,26 0
pos 2 10,34 | 16,98 | 9,67 7,19 1,12 0 5,75
Amarra média 9,80 | 12,56 | 9,75 7,7 0,98 1,13 2,87
e 6 horas 1 11,66 | 16,1 7,92 13,2 1,48 0,47 7,25
pos 2 7,11 12,12 | 13,73 | 1,76 3,59 3,6 9,83
bloqueio media 9,38 | 14,11 | 10,82 | 7,48 2,53 2,03 8,54
e24horas 1 9,68 | 14,21 | 10,81 | 13,76 0 0,69 4,5
pos 2 15,38 | 9,47 | 1466 | 14,6 3,83 1,3 6,06
bloqueio media 12,53 | 11,84 | 12,73 | 14,18 | 1,91 0,99 5,28
e 2 dias 1 14,75 | 12,12 | 11,83 | 6,84 2,19 6,69 8,29
pos 2 19.05 | 17,45 | 18,61 | 10,81 3,40 | 14,09 | 12,09
bloqueio media 16,09 | 14,78 | 15,22 | 8,82 2,79 | 10,39 | 10,19
e 3 dias 1 34,71 | 12,87 | 24,16 4,4 5,05 4,7 6,12
pos 2 19,05 | 19,13 | 20,06 | 10,26 | 0,36 7,72 | 11,87
bloqueio media 26,88 16 22,11 | 7,33 2,70 6,21 8,99
e 4 dias 1 15,64 | 27,5 4,7 16,38 | 8,13 | 13,27 | 12,96
pos 2 23,19 | 2311 | 17,26 | 10,4 3,97 8,31 12,06
bloqueio media 19,41 | 25,30 | 10,98 | 13,39 | 6,05 | 10,79 | 12,51
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ANEXO 66- TESTE DO — 20°C PARA OS ANIMAIS SUBMETIDOS A ExPoOSICAO DO NERVO
INFRA-ORBITAL E TRATADOS COM SSI (GRUPO 4). NUMERO DO ANIMAL (#); ESCORES DO
PRIMEIRO TESTE DO -20°C (1); ESCORES DO SEGUNDO TESTE DO -20°C (2); MEDIA DOS
ESCORES DA PRIMEIRA E SEGUNDA DETERMINAGAO DO TESTE DO -20°C (MEDIA).

Momento | Avaliagdo | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal
#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8
1 13,47 | 13,68 2,7 1,04 0 1,42 0 0
e Basal 2 14,29 | 11,61 | 12,47 | 10,27 | 17,24 | 13,17 | 9,43 15,76
media 13,88 | 12,64 | 7,58 5,65 8,62 7,29 4,71 7,88
e 4 dias 1 20,04 | 15,21 | 3,99 | 10,01 9,64 4,13 | 16,93 | 0,66
pos 2 23,47 | 12,99 | 2,66 8,28 | 11,21 4,46 8,15 7,16
amarra meédia | 21,75 | 14,1 3,32 9,14 | 10,42 | 429 | 12,54 | 3,91
e G dias 1 11,72 | 2,99 4 0 4,98 6,48 4,43 0
pos 2 9,53 10,4 | 10,45 | 7,91 13,45 7,6 5,75 9,83
amarra meédia | 10,62 | 6,69 7,22 3,95 9,21 7,04 5,09 4,91
e 6 horas 1 8,84 3,57 6,8 294 | 10,13 | 2,21 10,96 | 0,59
pos 2 3,35 3,51 8,72 1,02 9,09 7,85 | 10,85 1,46
bloqueio media 6,09 3,54 7,76 1,98 9,61 5,03 | 10,90 1,02
e24horas 1 4,7 5,23 8,56 1,35 7,23 6,39 9,67 2,43
pos 2 18,01 | 3,87 3,22 5,16 9,77 4,43 6,81 0
bloqueio media 11,35 | 4,55 5,89 3,25 8,5 5,41 8,24 1,215
e 2 dias 1 10,23 | 3,14 2,35 4,31 16,01 | 10,85 | 16,42 | 3,91
pos 2 15,65 | 3,72 4,95 1,58 | 20,43 | 14,32 | 17,71 2,19
bloqueio media 12,94 | 3,43 3,65 589 | 18,22 | 12,58 | 17,06 | 3,05
e 3 dias 1 11,63 | 1,14 1,09 533 | 12,56 | 8,21 10,21 0
pos 2 21,76 | 3,35 4,53 0,64 9,4 3,7 11,11 2,34
bloqueio media 16,69 | 2,24 2,81 2,98 | 10,98 | 595 | 10,65 1,17
e 4 dias 1 18,22 | 4,49 7,76 3,97 | 23,03 | 10,07 | 6,28 1,63
pos 2 8,06 3,49 | 13,08 | 538 | 12,27 | 4,25 | 18,51 2,04
bloqueio media 13,14 | 3,99 | 10,42 | 467 | 1765 | 7,16 | 12,39 1,83
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ANEXO 67- ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA DOS LIMIARES DE PERCEPCAO AO FRIO
(TESTE DO —20°C) ENTRE OS DIFERENTES GRUPOS NOS DIFERENTES MOMENTOS DO
ESTUDO.ANIMAIS SUBMETIDOS A AMARRA DO NERVO INFRA-ORBITAL E TRATADOS COM
NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO A (GRUPO 1); ANIMAIS SUBMETIDOS A AMARRA DO
NERVO INFRA-ORBITAL E TRATADOS COM SOLUGAO SALINA ISOTONICA 0,9% (GRUPO 2);
ANIMAIS SUBMETIDOS A EXPOSIGAO DO NERVO INFRA-ORBITAL E TRATADOS COM
NEUROTOXINA BOTULINICA DO TIPO-A (GRUPO 3); ANIMAS SUBMETIDOS A EXPOSIGAO DO
NERVO INFRA-ORBITAL E TRATADOS COM SOLUGAO SALINA ISOTONICA 0,9% (GRuUPO 4).
SIGNIFICANCIA ESTATISTICA P<0.05. 'T- STUDENT TESTE, ‘MANN-WHITNEY TESTE.
VALORES APRESENTADOS EM SEGUNDOS.

Grupo n Média Desvio Grupos P
Padrao
1 8 6,25 1,79 1 versus 2 0,859
2 8 7,49 2,26 1 versus 3 0,452
e Basal 3 7 8,67 3,81 1 versus 4 0,476
4 8 8,53 3,19 2 versus 3 0,884
2 versus 4 0,910
3 versus 4 1
1 8 14,48 6,73 1 versus 2 0,991
2 8 13,38 8,81 1 versus 3 0,310
e 4 dias 3 7 7,47 5,46 1 versus 4 0,642
4 8 9,93 6,28 2 versus 3 0,460
2 versus 4 0,808
3 versus 4 0,926
1 8 20,02 5,06 1 versus 2 0,334
2 8 16,44 2,41 1 versus 3 <0,001
e 6 dias 3 7 6,39 4,69 1 versus 4 <0,001
4 8 6,84 2,24 2 versus 3 <0,001
2 versus 4 <0,001
3 versus 4 0,997
1 8 8,78 2,85 1 versus 2 0,026
e 6 horas 2 8 15,61 5,41 1 versus 3 0,978
Apds 3 7 7,84 4,34 1 versus 4 0,550
inoculagao 4 8 574 3,53 2 versus 3 0,012
da droga 2 versus 4 0,001
3 versus 4 0,811
1 8 10,66 5,05 1 versus 2 0,012
e 24 horas 2 8 19,80 5,87 1 versus 3 0,873
Apds 3 7 8,49 5,59 1 versus 4 0,356
Inoculagédo da | 4 8 6,05 3,22 2 versus 3 0,002
Droga 2 versus 4 <0,001
3 versus 4 0,829
1 8 12,31 6,27 1 versus 2 0,046
e 48 horas 2 8 20,50 6,77 1 versus 3 0,987
Apos 3 7 11,18 4,67 1 versus 4 0,846
inoculagao 4 8 9,60 6,32 2 versus 3 0,038
da droga 2 versus 4 0,009
3 versus 4 0,967
1 8 12,60 7,03 1 versus 2 0,048
e 72 horas 2 8 25,18 11,04 1 versus 3 1
Apos 3 7 12,88 8,99 1 versus 4 0,581
Inoculagdoda | 4 8 6,68 5,52 2 versus 3 0,067
Droga 2 versus 4 0,002
3 versus 4 0,571
1 8 20,46 10,87 1 versus 2 1
e 96 horas 2 8 20,25 6,40 1 versus 3 0,463
Apos 3 7 14,06 6,35 1 versus 4 0,044
Inoculagdo da | 4 8 8,90 5,39 2 versus 3 0,491
Droga 2 versus 4 0,049
3 versus 4 0,638
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