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Resumo

Neste trabalho de revisdo, sdo abordados inicialmente aspectos histéricos das
pesquisas para a obtencado e utilizacdo da toxina botulinica do tipo A (BoNT/A),
inicialmente como arma bioldgica e depois como medicamento. Em seguida
descreve-se detalhadamente a estrutura e sintese da BoNT/A, com énfase as
cadeias leve e pesada para na seqliéncia descrever-se o mecanismo de agdo. O
mecanismo de acao é explorado nos seus aspectos de relaxamento muscular
sobre musculos estriados (inibicdo da liberacdo de acetilcolina) e agdo sobre o
reflexo de estiramento medula; acdo antinociceptiva, através do bloqueio da
liberagdo de peptideos relacionados com a dor e sobre o sistema nervoso
autonomo, atuando sobre glandulas (salivar, sudoripara e lacrimal) e sobre
bexiga e préstata. Ainda discute-se os efeitos diretos e indiretos da BoNT/A
sobre o Sistema Nervoso Central, os aspectos relacionados a antigenicidade
qguando utilizacdo deste recurso terapéutico e as direcdes futuras para este
recurso.

Palavras-chave: toxina botulinica tipo A, sistema nervoso central/efeitos de
drogas, literatura de revisao como assunto

INTRODUCAO
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As Neurotoxinas Botulinicas (NTB) sdo produzidas pela bactéria
anaerobia Clostridium botulinum e sao consideradas as toxinas mais potentes
conhecidas. Sua alta toxicidade aliada a mecanismos de agdao extremamente
especificos lhes confere caracteristicas Unicas de alta periculosidade, por um
lado, associada & altissima utilidade nas ciéncias médicas, por outro.!

O uso de toxinas bioldgicas, agentes infecciosos e venenos quimicos para matar
inimigos nao é uma novidade. Durante séculos populagdes nativas de varias
regides utilizaram toxinas obtidas de plantas e venenos de anfibios para
aumentar a letalidade de suas armas.? A utilizacgo das NTB como armas
bioldgicas comecou a mais de 60 anos atrds pelos Japoneses, através do
Biological Warfare Group - Unit 731, que conduziu experimentos em
prisioneiros de guerra para determinar a letalidade da ingestdo do Clostridium
botulinum.?

Devido & sua extrema alta poténcia as NTB foram utilizadas, durante a II
Guerra Mundial, por ambos os lados, ForcasAliadas e Forgcas do Eixo, no sentido
de avaliar o] seu potencial como arma bioldgica.?

Os Estados Unidos foram os primeiros a produzir a Toxina Botulinica do Tipo
A(BoNT/A) durante a II Guerra Mundial em resposta a suspeita da utilizacao
desta arma bioldgica pelos alemaes. Mais tarde os soviéticos produziram
amplos estoques de BoNT/A como arma bioldgica. Ird, Iraque, Siria e Coréia do
Norte também sdo suspeitos de estarem envolvidos neste tipo de produgdo. O
Iraque admitiu oficialmente, em 1995, ter produzido 19.000 de litros de
concentrado de toxina botulinica, o que seria suficiente para matar 3 vezes
toda a populacdo mundial. Acredita-se que 10.000 litros deste concentrado
tenham sido transformados em armas bioldgicas e acondicionados para
distribuicao.?

Apesar das dificuldades associadas & dissociacdo da BoNT/A na forma de
aerossol, um ataque desta natureza sobre a populagao civil poderia causar um
grande numero de casos fatais (estima-se 10% de morte em um raio de 500ms
a partir do ponto de dispersao do produto). A dose letal da BoNT/A para
humanos na forma inalada é de 0.7-0.9ug (ou 0.001 pg/kg). Ela é 15.000
vezes mais potente que o Agente Nervoso VX e 10.000 vezes mais tdxica que o
Agente Nervoso Sarin, dois dos mais comuns agentes nervosos
organofosforados.? Um Unico grama de BoNT/A, apropriadamente distribuida,
em condicdes ambientais ideais, é capaz de matar um milhdo de pessoas.>

N3o obstante o uso de armas bioldgicas terem sido formalmente encerrado com
a assinatura da Convencdo para Armas Bioldgicas em 1972, fatos recentes no
Oriente Médio confirmam a utilizacdo das NTB pelas forcas militares do Iraque
durante a Guerra do Golfo.*

As NTB, quando ndo utilizadas na forma de armas bioldgicas ou de



medicamentos, podem provocar quadros de botulismo em humanos tendo
como etiologia a ingestdo de alimentos contaminados, a infeccao de feridas ou
ainda colonizacdo intestinal de recém-nascidos.! O botulismo passou a ser um
problema de saude publica a partir do século 19 com o advento da conservagao
de alimentos, porém com as modernas praticas de preparacao industrial de
alimentos, o botulismo passou a ser uma ocorréncia rara e por este motivo nao
ha necessidade de vacinacdo da populacdo geral.t J& a populacao militar,
devido ao seu risco intrinseco, é normalmente vacinada.
Apds a contaminagao, os sintomas de botulismo aparecem com 24-36horas,
porém se a porta de entrada sao feridas infectadas, estes sintomas podem
demorar varios dias. O diagnéstico é baseado na observacdao clinica e na
historia natural da doenca. Uma paralisia flacida, simétrica e descendente é
caracteristica, associada a boca seca, nauseas e diarréia. O botulismo é
normalmente suspeitado quando aparecem sinais de disfuncao de pares de
nervos cranianos, que tipicamente se iniciam pelos olhos com visao borrada,
diplopia, sequida de disartria, disfagia e faléncia respiratéria pelo
comprometimento do diafragma.?

A confirmacdo diagnodstica é realizada através de procedimentos laboratoriais
gue incluem a incubacdo de culturas anaerdbicas, testes de toxicidade do soro
e exame eletroneuromiografico. O diagndstico diferencial deve ser feito com
Sindrome de Guillain-Barré, polineuropatias inflamatdrias agudas e intoxicagao
por magnésio. Feito o diagndstico, o tratamento é realizado com soro anti-
botulismo e a recuperacdo ocorre em torno de 2 semanas.?

Ja o desenvolvimento das NBT como medicamentos iniciou-se em 1981 com a
descricdo da injecao de BoNT/A nos musculos dos olhos para o tratamento do
estrabismo. Em 1989, apds exaustivos testes laboratoriais e clinicos, o Food
and Drug Administration (FDA) aprova o uso terapéutico de BOTOX®, Allergan
Inc., Irvine, Califérnia, USA, para o tratamento do estrabismo, blefaroespasmo
e espasmo hemifacial. Em 2000 o FDA aprova BOTOX® e a toxina B (Myobloc™,
Elan Pharmaceuticals 1Inc., Morristown, NJ, USA) para distonia e
BOTOX® Cosmetic para linhas faciais hipercinéticas.®

Apesar da grande maioria das indicacbes para a aplicagdo terapéutica da
BoNT/Aesteja voltada para as desordens do movimento, manifestadas por
anormal, excessiva ou inapropriada contracdo muscular, o seu uso tem sido
rapidamente expandido, baseado na agdao farmacoldgica estabelecida e nos
mecanismos de agao propostos, incluindo uma imensa variedade de desordens
oftalmoldgicas, gastrointestinais, uroldgicas, ortopédicas, dermatoldgicas,
secretorias, dolorosas e cosméticas (Tabela 1).5



Tabela 1

Aplicagdes clinicos da BoNT/A.

Distonias Outros Contrago muscular Outras aplicagtes
movimentos inapropriada
involuntdrios
Bleforoespasmo Espasmo Espasticidade (AVC, Cosméfica: rugas, linhas
hemifacial parolisia cerabral, platismais, assimeinias,
frauma craniano, remodelamento de
esclerose mitipla) confomos.
Disionia Tremor de Sindroma femporo- Hiparlacrimagdo
oromandibular, focial  membros,cabega,  mandibular Plosa profetiva
e fingual VOZ & queixo
Distonia carvical Miocionia palatal  Estrabismo, nistagmo Sialorréia
Distonia laringza Tics mofores @ Bruxismo Hiparidrosa
VOCais
Distonia de membros ~ Nislogmo o Rigidez dolorosa Salivagdo gustainia
osciloscopia
Disionias Dor de cabeca Fissura anal
CCupacionas fensional Obesidade
Esposmos lomborese  Colowelo do tenista @
lombosacrais lastes do esporie
Ouiras distonias Radiculopatia Consfipagdo
focais e segmentares dacorrenie da Rinorréia
{primanos ou espasmo muscular
sacunddrias)
Espasmo faringec Migronia
Espasmo do esfincier
de Cddi
Baxiga espasrm
neurogénica
Discinergia detrusora
Anismo / Voginismo

ESTRUTURA E SINTESE DA TOXINA BOTULINICA DO TIPO A
Estrutura

A parte ativa da molécula da BoNT/A pesa 150kDa e é formada de duas
porgdes: cadeia leve com atividade catalitica (50kDa), e cadeia pesada
(100kDa). A cadeia pesada apresenta dois dominios: o de ligacdo (metade C-
terminal da cadeia pesada) e o de translocacao representado por Hn (metade
N-terminal da cadeia pesada). A imagem tridimensional da BoNT/A esta
representada na Fig.1.2¢



Figura 1. Representacdo tridimensional da BoNT/A

A parte ativa da molécula da neurotoxina do Clostridium botulinum é formada
for uma Unica cadeia polipeptidica composta por 1295 aminoacidos. O
subseqiente formado proteolitico é composto por uma porcao leve (L-
chain/cadeia leve) composta pelos primeiros 447 aminoacidos e por uma
porcdo pesada (H-chain/ cadeia pesada) composta pelos aminoacidos
restantes.! A cadeia leve contém o dominio enzimatico e a cadeia pesada
contém os dominios de translocacao (Hn) e os dominios de ligacao acessério
(Hc-N) e ligacdo a gangliosideos e a proteinas sinapticas (Hc-C).” Estas duas
partes da cadeia estdo ligadas entre si por uma ponte di-sulfidica entre os
aminoacidos Cys430 e Cys454¢(Fig.2). A integridade desta ponte di-sulfidica é
fundamental para a integridade da atividade biolégica da molécula de toxina
botulinica. o

447 Cadeia Leve 1

Cys430

Cys454

(He-N) (He-C)

448 Dominio de translecagio 872 873 Dominio de ligagio 1 295

Cadeia Pesada
Figura 2. Estrutura da dupla cadeia da neurotoxina botulinica.

Cadeia leve



E a porcdo catalitica, proteolitica. O seu sitio ativo é uma cavidade contendo ion
zinco e pode acomodar pelo menos 16 aminoacidos residuais.* A cadeia leve
pesa 50kDa e é responsavel pela atividade metaloprotedsica zinco dependente
que impede a liberacdo dos neurotransmissores, através do bloqueio das
vesiculas de fusao pré-sinapticas.:

Cadeia pesada

E dividida em duas porcoes Hn e Hc que juntas somam 100kDa. Hn, dominio de
ligacdo, é uma estrutura helicoidal associada com a atividade de fusao de
membrana e envolvida com a formacdo de canais i0nicos seletivos
transmembranicos, voltagem dependentes.! Hc é composta fundamentalmente
de beta-proteina e visualmente apresenta dois dominios: Hc-N e Hc-C.! Esta
regido esta envolvida com a ligacao especifica aos receptores neuronais
existentes na superficie externa dos neuroénios colinérgicos periféricos. Assim, a
cadeia pesada é responsavel pela ligacdo aos receptores extracelulares e
internalizacdao na célula nervosa, além de ajudar a translocacdo da cadeia leve
para o] citoplasma do neuroénio.!

SINTESE

Os microorganismos produtores das neurotoxinas botulinicas sao diversos.
Inicialmente eles foram designados  como Clostridium  botulinum e
responsabilizados pela sintese de sete sorotipos de toxina nomeados de A-G.
Mais tarde identificados como sete cepas de C.botulinum A, B, C, D, E, F, e
G.” O sorotipo G atualmente é atribuido ao C. argentinense. Dependendo do
eco-sistema em que as bactérias crescem e/ou produzem esporos, os tipos
de C. botulinum afetam diferentes subconjuntos de espécies vivas. Muitas
variantes sdao conhecidas pela cepa principal; além disto, algumas cepas
sintetizam mais de um sorotipo de toxina botulinica como Ae B; AeF; eB e
F.7

Muitas espécies de Clostridium diferentes do C. botulinum, mas
bioquimicamente e geneticamente relacionadas, como o C. butyricum e C.
baratii também produzem neurotoxinas botulinicas. O C. butyricum produz o
sorotipo E, 96,9% idéntico ao produzido pelo C. botulinumE; e oC.
baratii produz a neurotoxina F.” ' Assim, a classificagdao inicial do C.
botulinum em sete cepas se torna insatisfatdoria; a nova classificacdo adotada
divide o C. botulinum em quatro grupos fisioldgicos e agrega as cepas do C.
butyricum e C. baratii (Tabela 2).”



Tabela 2
Propriadades principais da forma esperulada da bactéria anaerdbia do género Clostndium produdora
de neurotoxina botulinica. 7

Neurotoxina  Grupo | ] Hi v C.butyricum  C. butyricum

Tipodeiina A, E,ndo C.D G E £
;quﬁoa B prokeolicoB

Subfpo ALA2ASM, EIEZESEE CDCO G E4ES C
B1.8283 Noo protaolifica barefii
Bivalerte 3 BF F
(30, 32Ab)
Proseoiica F

Profadise + - = + = .

mw & + + +

Propriedodes  Alia fermo Cmscimenio  Crescimenio
prncipeis  ressignciados  am baies &6mo em 40°C
25paIDs {fempesaturas
(310

Bokfismo  Humomo Axmal Humang,
Anmal?
Espiciade  C sporogenas C nowi Catlomnge  Chuicom  C.bangiy
Cloghndum C. hamolyficum - C. prokeokyficus
o o0 C. sohimocharense
ocorodo

Na natureza, as neurotoxinas botulinicas sdo sintetizadas como parte de um
complexo molecular, variando em tamanho e composicdo, associado a
proteinas ndo téxicas do tipo hemaglutininicas e/ou ndo hemaglutininicas.*

Os sorotipos A, B, C1 e D hemaglutinino positivo formam complexos de 500kDa
e 300kDa. Os sorotipos E, F e D hemaglutinino negativo formam somente
pequenos complexos de 300kDa. »**Somente o sorotipo A pode se formar em
todos os tamanhos, incluindo o peso molecular de 900kDa. (Fig.3).

Peso
moelecular
em kDa L-large

LL - extralarge

—' nerotoxing @ prote Nes ndo Meaces @ Hamaghtinns

Toxinatipo A B c1 D E F G
LLLMS. LMS. NS LNWS NS M,S. ?

Figura 3. Pesos moleculares possiveis para os diferentes sorotipos de
neurotoxina botulinica.



As preparacdes terapéuticas da toxina botulinica contém o complexo ativo
somado a proteinas nao toxicas, formando o chamado "complexo protéico" e
excipientes. Assim as formulagdes apresentam a estrutura tedrica mostrada na
Figura 4.° As proteinas acessorias tém a funcao de proteger a neurotoxina da
degradacgao.*

PreparagOes terapéuticas da Toxina Botulinica
Toxina Botulinica (TB) m
Neurotoxina Proteinas
Botulinica (NTB) nao toxicas
Cadeia Cadeia Leve
Pesada (HC) (LC)

HC = Heavy chain

- 1

LC = Light chain
PH = proteinas hemaglutininica
PNH = proteinas nao hemaglutininicas

Figura 4. Estrutura das preparacdes terapéuticas da Toxina Botulinica.

MECANISMO DE ACAO

A toxina botulinica basicamente inibe a liberagcdo exocitética da acetilcolina nos
terminais nervosos motores levando a uma diminuicdo da contragao
muscular.'s Esta propriedade a torna Uutil, clinica e terapeuticamente, em uma
série de condigdes onde existe excesso de contragdo muscular.

A utilizagao da toxina botulinica em patologias acompanhadas de disturbios do
movimento mostrou que existem beneficios em outros aspectos clinicos, como
o alivio das condigdes dolorosas concomitantes. Além disto, a observagao dos
efeitos adversos e daqueles & distancia dos pontos de injecao, ndo sé induziu
ao raciocinio clinico para a utilizagdo em outras situagdes, como nas alteragdes
de glandulas e de musculos lisos, mas forcou a ampliacdo dos estudos a
respeito dos mecanismos de acao possivelmente envolvidos.

Deste modo, atualmente devemos pensar ndao sé no mecanismo de acgao
classicamente descrito, sobre a inibicdo da liberacao de acetilcolina nos
terminais nervosos motores, mas também na acdo sobre outros
neurotransmissores. Assim do ponto de vista didatico dividiremos a dissertagdo
relativa ao mecanismo de acao nos seguintes topicos:

A. Relaxamento muscular



i Agao sobre musculos estriados

ii. Agao sobre o reflexo de estiramento medular

B. Acao antinociceptiva

i. Blogueio da liberacao de peptideos relacionados com a dor

C. Sistema Nervoso Autonomo

i Acao sobre glandula: salivar, sudoripara e lacrimal

ii. Acdo sobre a bexiga e a préstata

D. Efeitos diretos e indiretos sobre o Sistema Nervoso Central

A. RELAXAMENTO MUSCULAR
Acgao sobre musculos estriados

O classico mecanismo de acdo da BoNT/A é a inibicdo da liberacdao de
acetilcolina no terminal Nnervoso periférico.s'

Uma vez injetada no musculo a BoNT/A atinge o terminal nervoso
colinérgicoatravésdaassociacdodaspropriedadesdedispersaoedifusao, e 13
chegando, inicia seu mecanismo de agdo. Este mecanismo se faz em trés
etapas: (a) ligacdo ao terminal nervoso colinérgico; (b) internalizacdo
/translocacdo; (c)inibicdocalcio-depenedentedaliberacdo(exocitose)do

neurotransmissor.® Para tanto se requer uma molécula de BoNT/A, com as
duascadeias(leve e pesada)intacta, estabelecida como uma endopeptidase zinco
dependente, que quebra especificamente as proteinas essenciais para a
mediacao da exocitose do neurotransmissor, no caso acetilcolina.¢

(a) Ligagao ao terminal nervoso colinérgico: a BoNT/A se liga a um
receptor de alta afinidade predominantemente encontrado nos neurdnios
colinérgicos dos nervos motores através do dominio de ligacdo da cadeia
pesada. (Vide Fig.1 e Fig.5).sv
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(Aliergan, Inc. @2003 )
Figura 5. Ligacao da BoNT/A aos receptores da juncao neuromuscular de
neurodnios colinérgicos de nervos motores periféricos.

(b) Internalizacdao / translocacdao: Uma vez que a BoNT/Ase liga a célula
neuronal, inicia-se o processo de internalizagao presumivelmente intermediado
por um receptor de endocitose. Estes receptores estdo localizados na porgao
amielinica da juncao neuromuscular de mamiferos. Parecem existir duas fases
de internalizacdo: (a) entrada rapida: que utiliza um sistema vesicular e (b)
uma entrada lenta: que requer horas e é menos especifica ¢ (Fig. 6)

m:‘.n' y

{Aliergon, inc. ©2003 )
Figura 6. Internalizacdo da molécula de BoNT/A.

Sob condicbes acidas, de pH baixo, acontecem mudangas na conformacao
estrutural protéica da molécula (dominio de translocagao - Vide fig.1), de modo



que a cadeia pesada facilita a entrada da cadeia leve para o compartimento
citoplasmatico do terminal nervoso. %317

(c) inibicdo calcio-depenedente da liberacdao (exocitose) do
neurotransmissor: a inibicio da exocitose do neurotransmissor, acetilcolina,
acontece através de uma atividade proteolitica zinco dependente da cadeia
leve, que quebra seletivamente as ligacbes peptidicas de uma proteina SNARE
(Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein-Receptor)
essencial para a liberacdo do neurotransmissor que é calcio dependente
(Fig.7).5*7 Assim, a cadeia leve exerce seu efeito quebrando as proteinas que
sdao responsaveis pela fusao das vesiculas de acetilcolina com a membrana
celular do terminal nervoso.

r Vesiculas ndo podem se fundir a membrana

(Allergan,inc. €2003 )
Figura 7. Inibicao calcio dependente da exocitose do neurotransmissor.

Tanto a SNARE como as ligagdes peptidicas sao especificas para cada sorotipo
de toxina botulinica. A Tabela 3 mostra a relacao das proteinas de fusdo alvo de
cada um dos sorotipos de toxina botulinica. A BoNT/A quebra especificamente a
SNAP-25.¢

Tabela 3
Profeinas de ligagdo aivo da toxing botulinica de acorde com o sorcfipo.é

Substrato celular

SNAP-25

VAMP / Synaptobrenin / Caliubrevin
Synfwan 1A, 18, SNAP-25

VAMP / Synaptobrenin (181, 182) / Celubrevin
SNAP-25 (46)

VAMP / Symaptobsenin (181, 182) / Calubrevin
Synapiobrevin/ Callubrevin

c:“rru:_pm>§
3




A Fig. 8A mostra a o processo normal de liberagao do neurotransmissor levando
a contracdao muscular. A Fig.8B mostra a acao da toxina botulinica no bloqueio
da liberagao do neurotransmissor.

Fusdio da vesicula com a
membrana do terminal

£

B- Exposicio  Toxina Botulinica

2t SNARE especificas

Figura 8b. Bloqueio da liberacao do neurotransmissor sob a acao da toxina
botulinica.

Estd demonstrado que a quebra das proteinas SNARE por si ndo impedem a
formacdao do complexo SNARE de fusdo, mas resulta na formagdao de um
complexo nao funcional no qual a acoplagem do influxo de calcio (Ca?) no
momento da fusdo é interrompida. O aumento da concentracdo de calcio no
terminal sinaptico reverte parcialmente o efeito da toxina botulinica.®

Resposta da juncao neuromuscular ao bloqueio: Apds aproximadamente
dois meses, o terminal nervoso inicia a sua expansdo por meio de brotamentos
que se estendem através da superficie do musculo. Quando os brotamentos



formam uma conexdo sinaptica fisica com a juncao neuromuscular, a unidade
motora nervosa se restabelece (Fig.8).¢

Estudos in vivo estabelecem que estes brotamentos produzem uma re-
inervacao temporaria nas fases precoces da recuperagao pésbloqueio. Durante
as fases tardias a juncao neuromuscular original recupera a atividade
exocitotica e estes brotamentos regridem devolvendo & terminagdo sua forma
original, completamente funcional.w

Acao sobre o reflexo de estiramento medular

Além da acdo direta sobre o musculo estriado, a toxina botulinica também atua
no fuso muscular reduzindo o trafico de informacgao centripeta. O mecanismo
pelo qual isto ocorre ainda nao é totalmente  elucidado.®

O musculo estriado em humanos contém juncdes neuromotoras colinérgicas
entre os a-motoneurdnios e as fibras musculares extrafusais, e entre os y-
motoneurdonios e as fibras musculares intrafusais, formando os fusos
musculares. Quando umestiramento muscular ocorre, sinais aferentes
originados no fuso muscular correm pelas fibras Ia e II, estimulando os a-
motoneuronios do musculo estirado, assim como os interneurdnios que inibirdo
0s a-motoneurdnios dos musculos antagonistas.

Os y-motoneurbnios dos musculos estirados sao ativados pelos a-
motoneuronios colaterais (a e y co-ativacdo). Este circuito € mostrado na Fig.
9. Sinais aferentes provenientes do fuso muscular também estdo relacionados
as estruturas supra-espinhais envolvendo respostas de laténcia longa ao reflexo
do estiramento e & geracao da imagem corporal no espaco.®

(Aliergan, Inc. ©2003 )
Figura 9. Brotamentos axonais e restabelecimento da sinapse com a juncao
neuromuscular.



Recentemente o0 envolvimento dos sinais aferentes foi estudado na
fisiopatologia das distonias. A facilitacdo para as fibras Ia pode levar ao
aumento da movimentacgao involuntaria em varias patologias distbnicas; por
outro lado, a injecao de lidocaina sobre os fusos musculares promove um
"bloqueio muscular aferente".?

A toxina botulinica produz diferentes efeitos sobre o fuso muscular. A atrofia de
fibras intra e extrafusais ja foi demonstrada em animais, assim como o bloqueio
dos y-motoneuronios reduzindo os sinais aferentes Ia e II dos fusos musculares
e conseqlientemente diminuindo o tonus por uma inibicdo reflexa. O efeito
antidistonico da toxina botulinica pode, por outro lado, afetar ndao sé o musculo
alvo, mas também inibir 0 reflexo espinal.®

Além disto, a injecao de toxina botulinica pode causar uma profunda reducao
da espasticidade em areas maiores que as esperadas e nao relacionadas com a
area de dispersao do medicamento.?! Esta observacdo pode estar relacionada
com os efeitos da toxina botulinica sobre os y-motoneurénios reduzindo os
sinais aferentes Ia dos fusos musculares. Esta atenuacao dos sinais Ia reduzem
a retro-alimentacdo para os a-motoneurdnios e para outras vias, reduzindo a
atividade de musculos nao injetados.?

B.ACAO ANTINOCICEPTIVA

Durante os primeiros anos de tratamento com toxina botulinica para condigdes
motoras, o0s investigadores notaram um significativo beneficio sobre os
sintomas de dor, que excedia os efeitos do relaxamento muscular, e que nao
necessariamente correspondia as regides neuromusculares afetadas. Isto
sugeria que os efeitos sobre a dor eram independentes dos efeitos musculares,
e poderiam ter mecanismos de acdao independentes.!® Estes mecanismos de
acao englobam neurodnios locais, medula espinal e centros suprasegmentares
do cérebro (Fig.10), envolvendo os sistemas nervosos autdonomo e somatico.?
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Figura 10. Reflexo de estiramento medular. Estimulos aferentes provenientes
dos fusos musculares e dos érgaos tendineos de Golbi controlam a atividade
dos a-motoneurénios na inervagao dos musculos estriados. Quando um
musculo estriado é estirado, os fusos musculares mandam um sinal para o a-
motoneurdnio que por sua vez estimulam a contracdo das fibras intra e extra
fusais.

Bloqueio da liberacdo de peptideos relacionados com a dor

A grande especificidade da BoNT/A para neuronios colinérgicos na presenca de
receptores/aceptores especificos faz com que ela também iniba outros
neurotransmissores, como a norepinefrina, dentro do modelo no qual existe o
acesso ao compartimento intracelular dos nervos motores.* Além disto, foi
demonstrado, que a BoNT/A também é capaz de inibir a liberacdo
da Substancia P em culturas embrionarias de neur6nios de ganglios da raiz
dorsal> e reduzir o estimulo de liberacdao do peptideo relacionado ao gene
da calcitonina (PRGC).*

A Substéncia P € um neurotransmissor peptideo liberado pelos aferentes
primarios nociceptivos e o PRGC é um neuropeptideo inflamatdério existente nos
ganglios dos neurdnios da coluna dorsal, coexistindo com a Substéncia P em
muitos outros ganglios de neurGnios sensoriais. A inibicdo destes
neurotransmissores pela BoNT/A podera trazer beneficios em relagdo a
sintomatologia dolorosa.®

A injecdo subcutanea de BoNT/A também inibe, de forma dose-dependente, a
dor de origem inflamatdria induzida no modelo de formalina em ratos, e esta
inibicdo esta associada & reducdo da liberacdo do glutamato nos terminais
nociceptivos de nervos sensoriais periféricos. *

O glutamato estimula localmente neurénios nociceptivos através da ativacao de



receptores nos aferentes periféricos. Na resposta inflamatdria nota-se um
aumento do numero de receptores ao glutamato em nervos nociceptivos
periféricos. Este € o motivo pelo qual a BoNT/A atenua a dor inflamatdria, no
modelo de formalina, através da reducao da liberacdo do glutamato.

Em outra preparacdao em animais®* mostrou-se que a injecao de BoNT/A reduz
substancialmente a imunoreatividade da proteina C-Fos no corno dorsal da
medula lombar de ratos previamente tratados com formalina. A injecdo de
toxina botulinica também diminui significativamente a fase II de excitacdo dos
neurdnios da coluna dorsal de ratos previamente tratados com formalina.

A BoNT/A mostrou também inibir a proteina quinase C (PKC) mediada pela
SNARE-dependente na exocitose de TRPV1(transient receptor potential
vanilloid) na membrana plasmatica.”

Estes fatos induzem ao raciocinio que os estimulos nociceptivos ascendentes
que trafegam pelo corno dorsal de medula espinal ficam atenuados devido a
uma reducao da entrada de estimulos periféricos e/ou reducdo da sensibilizacao
central;* ou seja, inibicdo direta da sensibilizacdo periférica e inibicdo indireta
da sensibilizacao central, pela reducdo da liberacdo de neurotransmissores nos
sitios periféricos.'®

Assim, a injecao de toxina botulinica minimiza a inflamagdao neurogénica pela
inibicdo da liberacdo do neurotransmissor no terminal aferente primario
periférico, o que reduz a dor e a entrada de estimulos para a medula a partir da
periferia. Como conseqiéncia, teremos uma reducdo do processo nociceptivo
em nivel medular.62

Tem sido hipotetizado também que a efetividade da BoNT/A em neuropatias
periféricas e na cistite intersticial, onde a barreira antidromica mantém um
estado de dor neuropatica, possa ser atribuida & acao periférica da BoNT/A em
inibir a liberagcdo de neuropeptidios ativados pelo padrdo antidromico.
Realmente, a efetividade clinica da BoNT/A em melhorar condigcbes
neurovasculares como a migrania, a dor facial cronica e outras dores
relacionadas com padroes medulares tém sido descritas.?

Apesar do mecanismo preciso pelo qual a BoNT/A exerce seu efeito analgésico
ndo estar totalmente esclarecido, alguns aspectos ja sao fortemente aceitos: a
BoNT/A parece nao afetar a dor aguda de origem nociceptiva relacionada com
as fibras de conducdo Ad e C, devido as falhas observadas no tratamento da
dor termo relacionada. Por outro lado, acontece uma reducao no eritema
cutaneo da urticaria cronica e da Sindrome de Frey, demonstrando o papel da
BoNT/A na regulacdao do tonus e da permeabilidade dos vasos. A partir destas
observacdes, podemos teorizar modelos para investigar a patogénese da dor
neuropatica cronica como sendo provocada pela ativacdo nociceptiva
periférica.?



De qualquer modo, a BoNT/A parece ser capaz de inibir a liberagao local de
neuropeptidios relacionados com a dor, tal como o peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (PRGC), tanto nos terminais colinérgicos como nas
terminagodes livres, prevenindo a sensibilizacdo local dos nociceptores. Esta
acao periférica pode contribuir para a reducao da ativacao central relacionada
com a dor cronica. Um mecanismo interessante para a reducao da dor e da
vasodilatacao neurogénica é a possibilidade da BoNT/A bloguear a exocitose da
SNARE-dependente aos TRPV1 (transient receptor potential vanilloid), que tem
acao primaria na percepcao térmica periférica e na dor inflamatéria na
superficie dos neurdnios.> Assim a BoNT/A inibe a inflamagdao neurogénica pela
atenuacao da liberacdo dos neurotransmissores (Glutamato, Substancia P e
PRGC), prevencdao do aumento de TRPV 1 e isto resulta na inibicdo da
sensibilizacao periférica. A inibicdo da sensibilizacdo periférica reduz a
transmissdo de sinais nociceptivos dentro da medula espinal, o que resulta no
decréscimo da expressao da proteina C-Fos na medula espinal e das repostas
evocadas nas células WDR (wide dynamic range) do corno dorsal da medula
espinal.t®

A reducdao da entrada de estimulos nociceptivos a partir da periferia, pode
também reduzir a liberacdo de Substancia P e glutamato na medula espinal e
assim reduz a sensibilizacdo central e o processamento nociceptivo em nivel
espinal.*®* Em sintese, a BoNT/A inibe a liberacdo dos neurotransmissores dos
terminais periféricos dos neurOnios sensoriais, reduzindo assim a dor
inflamatdria por via de inibicdo direta da sensibilizacdo periférica e inibicao
indireta da sensibilizacdo central.’* Uma vista geral do mecanismo de acdo da
BoNT/A no tratamento da dor € mostrada na Tabela 4.

Tabela 4
Mecanismos de oge da 8oNT/A no fralomento da dor.28

Mecanismo Efeito
Bloqueio dainenacdo  Reducto da hipamtividade muscular por 3-6 mesas
colinéegica Pravengio das mudancas degensrafivas nos miscuios

Descompressdo das fibras aferentes nociceptivas

Disperso dos ponfos gatilho
Normalizoge da Nomnailizogho do fonus muscular
glividade do fuso Modulogio dos meconismos de controle cantral da afividode muscular
muscular Eliminago de folores de estresse muscular

Eliminogdo de disfungdo arficular provocada pro desequilibrio muscular
Transporia refrégrodos  Esfimulagdo do expressio da Subsiancia P na medula espinal
para o Sistema Nervose  Estimulogiio da expressio da Encefaling na medula aspinal
Caniral Esfimulogdo do Subsiancia P nos nicleos da rafe (gesador da magrania)
Inibigdo da inflamagdo  Bloqueio da inflamagdo neurogénica come substrafo patofisioidgico da dor
asténl de cabega primdria
Pravencio da sensibilizogdo do sislema nocicepfive com o cumento da
freq@éncia da aioques de migrania
Prevengo da dor de cabaga induzida por drogas ou relacionada a
medicamenfos
Eliminagdo dos ponfo Eliminogfic da isquemia relacicnada @ compressiio
gafitho musculares Eliminogac da disfungdo do ferminal nervaso
Pravengdo da degeneragio muscular
Reduglo do mediodores inflomatbrios




C. SISTEMA NERVOSO AUTONOMO

A atencao para os efeitos da toxina botulinica sobre o sistema nervoso
autbnomo ¢é decorrente da prépria sintomatologia clinica dos quadros de
botulismo, que incluem sinais precoces de disautonomia como: sintomas visuais
(borramento da visao, diplopia, presbiopia), boca seca e constipacao. Em fases
mais adiantadas podemos encontrar: perda do controle do reflexo vagal,
hipotermia, retencdo urinaria, hipotensdo sem taquicardia reflexa e depressdo
das respostas vasomotoras posturais.’

A utilizacdo terapéutica da toxina botulinica do tipo A mostrou, por outro lado,
gue podemos encontrar como reacdes adversas, ao efeito de relaxamento dos
musculos estriados, varios sintomas autébnomos como: boca seca, diminuicao
da sudoracdo, diminuicdo do lacrimejamento, retencdao urinaria, diplopia e
borramento da visao.”

Baseado nestes achados passou-se a utilizar a BONT/A em diferentes condicoes
clinicas onde havia o envolvimento do Sistema Nervoso Auténomo (SNA) com
hiperatividade de musculatura lisa como: acalasia de es6fago, disfuncao do
esfincter de Oddi, disfuncdo do esfincter anal, anismo, fissura anal, dissinergia
do esfincter urindrio e hiperatividade detrusora entre outras.?® Além disto, o
efeito colateral observado sobre glandulas (sudoriparas, salivares e lacrimais)
induziu o raciocinio clinico para a utilizagdo em situacdes de hipersecrecao
como hiperidrose, sialorréia e hiperlacrimacdo.®

Em todas estas patologias, mas especialmente nos casos de hiperidrose e de
hiperatividade detrusora, observou-se que o tempo de duragao dos efeitos da
aplicacdo de toxina botulinica era mais longo, (6-11 meses, em relacdo aos
observados no tratamento de musculos estriados envolvidos nos disturbios do
movimento.®

Por outro lado, o mecanismo de acao da BoNT/A, somente baseado no bloqueio
da liberacdo de acetilcolina, nos da respostas limitadas para entendermos todos
os seus efeitos fisioldgicos e colaterais sobre o Sistema Nervoso Autonomo
(SNA). Necessitamos voltar nossos olhos para a fisiologia do SNA e de seus
neurotransmissores.

O SNA é um eferente do sistema motor que inerva células de musculos lisos de
varios o6rgdaos. No SNA a distribuicdo e funcdo dos neurotransmissores
colinérgicos é mais complicada que no sistema nervoso somatico,
especialmente para as glandulas sudoriparas écrinas; a transmissao colinérgica
estd presente somente em nivel pré-ganglionar no brago ortossimpatico



(sensodrio), enquanto que no braco parassimpatico (motor) estd presente em
ambos os niveis pré e pds-ganglionar (Fig. 11).2
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Figura 11. Diagrama esquematico do possivel mecanismo de acao da BoNT/A
sobre o sistema neuromuscular e o correspondente efeito sobre a dor produzida
por estimulos nociceptivos de sobrecarga ou trauma.>

OBS: A distincdo anatobmica entre os dois bragos estd relacionada com os
diferentes comprimentos dos neurdnios pds-ganglionares, que sao mais longos
no braco ortossimpatico que no parassimpatico. No brago parassimpatico, o
ganglio estd préoximo do érgao alvo (3). Para ambos os sistemas a acetilcolina
(ACh) é o neurotransmissor da sinapse pré-ganglionar (1). A ACh é o
neurotransmissor da sinapse pdsganglionar no brago parassimpatico e as fibras
do braco ortossimpatico nas glandulas sudoriparas écrinas (2, A). Todas as
outras sinapses posganglionares (B) do brago ortossimpatico sdo
noradrenérgicas (NA). Ambas as vias NA e ACh (NA+ACH) estdo envolvidas na

transmissao pds-ganglionar no nivel da supra-renal (C).2

Nas células dos musculos lisos dos vasos a acetilcolina provoca relaxamento
das fibras musculares e vasodilatacdo com a producdao de éxido nitrico, que é
reconhecido como um pré-algénico (produtor de dor) envolvido na barreira
aferente nociceptiva de ativacao de padrdes vasculares e associada ao sistema
nervoso. Em contraste, em outros o6rgaos e sistemas (como o trato
gastrointestinal e o musculo detrusor da bexiga) a acetilcolina causa a
contracdo da musculatura lisa, como faz nos musculos estriados. A acetilcolina
também leva a contracdo da musculatura lisa de células das glandulas salivares
e sudoriparas. *

Acao sobre glandulas (salivar, sudoripara e lacrimal)

A toxina botulinica pode ser utilizada no tratamento da hiperatividade de



musculos lisos. Ela também afeta os tecidos exdécrinos glandulares,
consequentemente pode afetar as fibras eferentes do sistema nervoso
autonomo. A BoNT/A é conhecida também por bloquear os neurotransmissores
colinérgicos no Sistema Nervoso Autdonomo em ambos os niveis, efetor e
ganglionar. Assim ela tem sido utilizada para induzir a supressao colinérgica da
glandula lacrimal, reduzindo o reflexo de lacrimejamento na Sindrome da
Regeneracao Aberrante do Nervo Facial.*

O bloqueio da salivacao e da sudoracao também tem sido demonstrado através
dos anos como explicacdo para os efeitos autondmicos da injecdo de BoNT/A.
As glandulas sudoriparas écrinas tem um grande papel na termorregulacao,
mas também respondem a estimulos emocionais. Elas sdo inervadas por fibras
simpaticas (ortossimpatico) provenientes de nervos espinais

Em reposta ao estimulo nervoso, a acetilcolina é liberada do terminal pré
sindptico do nervo e vai se ligar aos receptores colinérgicos pds-sinapticos
localizados na membrana basolateral das glandulas écrinas. A ativacdo destes
receptores ird desencadear um influxo de célcio extracelular para o citoplasma
da glandula e assim ativar uma "bomba osmolar". A acdo desta bomba
culminara com a despolarizacdo da membrana apical da glandula, gerando um
potencial negativo no Iimen, que por sua vez atraird sédio (Na) para o seu
interior. Este Na se juntard a moléculas de cloro (Cl) para formar cloreto de
sodio (NaCl), que representa o fluido isoténico primario glandular. Este fluido
primario sofrera, na porcao espiral do ducto glandular, uma reabsorcao de sais
objetivando a preservacao de eletrdlitos. Assim se forma o suor, uma secrecao
hipotonica que serd lancada para a superficie da pele. A acdo da BoNT/A
bloqueando a liberacdo da acetilcolina quebrara a cascata da formacdao do
suor.®

Outra acgdo, talvez a mais significativa, é a relativa aos efeitos autonémicos da
toxina botulinica envolvendo a liberacdo de calor e vasodilatacdo apds os
exercicios. Estudos de Laser Doppler tem mostrado que o reflexo da
vasodilatacdo pode ser bloqueado apdés o exercicio,® porém utilizando
anticolinérgicos nao especificos (atropina), efeitos similares ndo puderam ser
demonstrados, indicando que esta acdao nao usual da BoNT/A nao pode ser
explicada pela transmissdo sinaptica colinérgica neuromuscular ou tao pouco
pela transmissdo autonOmica colinérgica. Estes efeitos da BoNT/A sugerem,
mas nao necessariamente provam, que outro transmissor ou co-transmissor
pode ser responsavel pelo efeito bioldgico da BoNt/A dentro do canal de
desnervacao criado pelo ponto de injecao.’!

Alguns autores tém sugerido que o peptideo intestinal vasoativo ou outros
componentes relacionados podem ser efetivamente bloqueados pela BoNt/A.

Acao sobre a Bexiga e Prostata



Com o entendimento da patologia e fisiologia da hiperatividade detrusora,
assim como das macromoléculas envolvidas, aliada ao fato das caracteristicas
especificas de duracdo de efeitos da BoNt/A sobre a bexiga e glandulas, mais
uma vez seria muito simplista associar o mecanismo de acao da BoNt/A em
patologias uroldgicas somente ao bloqueio da liberacdo de acetilcolina.
Evidéncias sugerem que as vias sensoriais envolvidas no urotélio e sub-urotélio
exercam um significativo papel no mecanismo de coordenagao da atividade da
bexiga.**

Além disto, a utilizacdo da BoNt/A sobre a bexiga mostrou que nao sé induz o
relaxamento do musculo detrusor, mas também aumenta a capacidade vesical,
o volume na primeira contracao reflexa do detrusor e a complacéncia vesical.
Também sao notadas mudancas na funcdao do detrusor com diminuicdo das
pressdoes durante as fases de enchimento e esvaziamento da bexiga. Estas
alteragdes levam a significativas diferengas nos parametros urodinamicos,
melhorando a freqiéncia e a incontinéncia dos pacientes tratados, além de
provocar melhora na sensacao fisica da urgéncia urinaria.®

A musculatura lisa do corpo da bexiga é inervada predominantemente por
fibras colinérgicas enquanto que as fibras adrenérgicas se apresentam tanto no
corpo como no colo vesical. No sub-urolétio vesical pode-se identificar um
extenso plexo de nervos aferentes, logo abaixo da linha epitelial. A sensacao de
"bexiga cheia" é transmitida ao cérebro via medula espinal através de dois tipos
de fibras: Ad mielinica, que sao sensiveis a estimulos mecanicos; e fibras C,
amielinicas e primariamente nociceptivas.

Na fisiopatologia da hiperatividade detrusora, pensando-se na inervagao sub-
urotelial, estdo envolvidos diferentes mediadores quimicos como: TRPV1
(receptor capsaicina), P2X; (receptor purinérgico), Substancia P (neuropeptidio
sensorial) e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (PRGC). Nos pacientes
com hiperatividade detrusora nota-se um aumento de TRPV1 e
P2X;caracterizando uma inervagao sub-urotelial imunorreativa.* A acao destes
neurotransmissores também impacta fortemente sobre a mecano-sensacao da
bexiga.

O urotélio da bexiga também representa a maior area de superficie ndo neural
para a liberacdo de acetilcolina durante o enchimento vesical. A liberacdo de
acetilcolina no urotélio aumenta com o estiramento do detrusor e acontece
sobre os receptores muscarinicos das células do musculo liso, regulando o
tonus da bexiga e ainda exercendo influéncia sobre os receptores sub-
uroteliais.*

A descoberta de miofibroblastos ou células intersticiais no suburotélio,
extremamente ligadas por aberturas juncionais e que podem responder ao ATP
de modo similar a ativacao do ATP bloqueado nos receptores P2Y, conduzem ao
raciocinio que estas células possam representar o substrato para um drgdo



receptor ao estiramento (Fig.12).*® Pacientes portadores de hiperatividade
detrusora apresentam significativo aumento no numero de fibras nervosas
expressadas por TRPV1 e P2X;quando comparados com sujeitos normais.
Também apresentam aumento na densidade da Substéancia P, e dos Fatores de
Crescimento Neurogénico em fibras nervosas imunorreativas, que ndao podem
ser explicadas pelo aumento da densidade nervosa.** A diminuicdo dos
receptores sub-uroteliais P2X;, induzida pela aplicacdo de BoNT/A, sugere um
mecanismo de acdo em parte aferente mediado e estd relacionada com a
melhora do sintoma de urgéncia urinaria.3*3
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Figura 12. Divisao do Sistema Nervoso Auténomo em dois bragos:
ortossimpatico e parassimpatico
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{(mudancas de pH e temperatura, estiramento mecanico)

Legenda
bl = ¥amina basal; mf = comada de miofibroblasto; det = misculo defrusor; ATP = adencsina frifosfaio;
P2X_ = recaptor purinérgico; TRPV1 = recaptor de capsaicing; ACh = acatiicoling; NGF = fator de cresc-
meréo neuroganico; SP = Substancia P; NK1 e P2Y = recepior de miofibroblasto; M2 e M3 = receptores
muscarinicos para acetilcoling

Figura 13. Mecanismo de acao em cascata proposto para a acdao da toxina
botulinica quando injetada intravesicalmente, através da multipla inibicdo da
liberacdo de neurotransmissores e de neuropeptidios pelos nervos do urotélio e
sub-urotélio reduzindo a expressao axonal do complexo SNARE dependente de
proteinas que estariam envolvidas na mecano-sensagao da bexiga.*

A BoNt/A sobre a bexiga tem mostrado uma significativa reducao nos elevados
niveis dos receptores sensoriais das fibras nervosas do sub-urotélio, mas nao
do urotélio, sem causar a degeneracdo das mesmas. Também ndo se notam
alteragdes histoldgicas na densidade das fibras musculares, atrofia muscular,
ou outra mudanca degenerativa; além de existir poucas evidéncias em relagao
a brotamentos axonais neoformados. A falta de brotamentos axonais pode ser
explica pela diminuicdo nos niveis do fator de crescimento neurotréfico na
bexiga apds a aplicacdo de BoNT/A.* Estes fatos reforcam o conceito que o
mecanismo de acdao BoNt/A difere para musculos estriados e lisos.*

A BONT/A inibe a anormal liberacdo urotelial de ATP, reduz a contracdo do
detrusor induzida pela capsaicina e inibe a liberacao de fatores de crescimento
neuronal na mucosa modulando os padrdes vesicais através da inervacdo
sensitiva.* Somando-se ao efeito direto sobre os nervos levando informagdes
aferentes para a bexiga, a BoNT/A também exerce acdo no detrusor através do
bloqueio da funcao eferente dos nervos sensoriais. *

Assim, o mecanismo de acao proposto em nivel de bexiga inclui ndo sé o
bloqueio da liberacdo de acetilcolina, mas também bloqueio do ATP, substancia
P, e reducdao na expressao axonal de receptores purinérgicos e de



capsaicina.” Isto pode ser seguido de uma dessensibilizacdo central através do
decréscimo do aporte de substancia P e de fatores neurotroéficos. A somatéria
destes efeitos leva a uma duradoura inibicdo dos mecanismos aferentes e
eferentes, que formam a base fisiolégica para a sintomatologia da
hiperatividade detrusora.*

Prostata

A BoNT/A tem sido utilizada também sobre a préstata, para o tratamento das
obstrugcdes com ou sem hiperplasia. Os resultados mostram melhora nos
sintomas, com diminuicdo do volume prostatico, aumento do fluxo maximo,
diminuicdo do residuo urinario, e melhora nos indices de qualidade de vida.®

O mecanismo de acdo aventado para este fato € o aumento dos indices de
apoptose e reducdao nos indices de proliferacao celular, resultando em uma
marcada reducdo do volume da glandula por atrofia. O aumento da apoptose
ocorre também nos componente do estroma da glandula, porém como nem
todos os pacientes tratados mostram uma reducdo do volume prostatico, o
mecanismo de acdao da BoNT/A neste nivel ainda é alvo de investigacdo.*

Ainda a BoNT/A, em modelos animais, induz ao decréscimo de células
inflamatdérias e de marcadores como o COX-2,*® o que suporta a teoria da sua
utilizacdo, de forma intraprostatica, no tratamento de quadros de prostatite. A
melhora dos niveis de PSA e aumento da apoptose também implicam na
possibilidade de utilizagdo no tratamento do cancer de prostata.?

D. SISTEMA NERVOSO CENTRAL - EFEITOS DIRETOS E INDIRETOS

A toxina botulinica ndo pode atingir o Sistema Nervoso Central (SNC) por
difusdo; a barreira hematoencefdlica impede. Devido ao fato da neurotoxina
botulinica necessitar de meio acido para a translocacao da cadeia leve para o
citoplasma da juncao neuromuscular, e esta condigcao existe, provavelmente um
possivel transporte retrogrado fica dificultado e quando ocorre este seria
predominantemente de metabolitos da toxina e ndo da porgao ativa.>2¢ Porém,
continua incerto se a BoNT/A poderia ter um transporte retréogrado para o SNC
através de certas populacdes de neurodnios, apesar de ter sido demonstrado que
fragmentos de toxina botulinica nos aferentes nociceptivos de ganglios das
raizes dorsais podem inibir neurotransmissores, em particular a Substancia P.*

No entanto, alguns estudos sugerem o transporte retrogrado da toxina
botulinica a partir da periferia para o SNC. A injecdo de toxina botulinica
marcada radiativamente mostrou ser detectavel nas raizes espinais da medula
apds 48hs, o que explica o tempo de o inicio da reducao dos sintomas
dolorosos, falando clinicamente.®



Recentemente, foi demonstrado um transporte retroaxonal e transcitésico, ou
seja, a toxina ndo s6 se moveu sobre o nervo ao qual se conectou através da
juncdo neuromuscular, mas passou para as proximas sinapses medulares e
centrais.* Porém,os autores deste estudo notaram que esta migragao da toxina
ficou limitada as células de projecao cerebral do musculo alvo, podendo
teoricamente potencializar o efeito local da injecdao.* Em outro estudo a injegao
de BONT/A na musculatura extraocular de gatos mostrou alteracdes nos
padrdes dos motoneurdnios tanto do lado ipsi-lateral como do lado contralateral
ao injetado.** Modificacdes morfoldgicas na organizagao sinaptica ao redor dos
motoneurdnios e muitas mudancas no sistema motor (incluindo niveis corticais)
também tém sido reportadas, porém todas parecem ser acdes indiretas. Para
uma acao direta da BoNT/A sobre o SNC seria necessario haver uma falha na
barreira hematoencefélica, como fenestras capilares por onde ela entraria. Isto
poderia explicar alguns fendmenos autdbnomos eventualmente observados como
midriase, alteracoes vasculares e cardiacas.*

Em resumo, apesar dos diferentes achados experimentais, até o momento ndo
podemos excluir a hipdtese que as alteracdes notadas no SNC sejam resultado
indireto das alteracbes sensério-motoras induzidas pela acdo periférica da
BoNT/A.’

CONSIDERAGCOES GERAIS
Antigenicidade

Desde que as toxinas botulinicas sdo proteinas estranhas ao organismo
humano, anticorpos podem ser formados contra a porgao téxica ou contra as
suas proteinas ndo tdxicas. A exposicdo a antigenos de toxina botulinica
estimulam uma resposta imune ativando linfécitos B e T, células de memoria
imune, formacdo de citoquinas e finalmente a formacdo de anticorpos.®

Os anticorpos bloqueiam a atividade bioldgica e induzem a falha terapéutica.
Estes anticorpos sdao chamados neutralizantes ou bloqueadores. Os anticorpos
formados contra as porgdes protéicas ndo toxicas sdo chamados ndo
neutralizantes.°Os anticorpos neutralizantes se ligam aos antigenos da toxina
botulinica diminuindo sua efetividade e as células de memdria irdo ser
acionadas provocando respostas imunes em aplicagdes seqlienciais. Este fato
tem alta relevancia clinica uma vez que repetidas aplicacdes sdao normalmente
necessarias para 0 tratamento de afecgdes cronicas.™

Os fatores de risco para a falha terapéutica associada a anticorpos, incluem a
dose de tratamento e o intervalo entre as aplicacdes sucessivas. A importancia
da dose reside na correlacdo com a carga protéica injetada, e este fato esta
relacionado com a formulacdo utilizada. O risco ndo estad associado & atividade
bioldgica per si, mas com a quantidade e a freqliéncia com que o antigeno se



apresenta ao sistema imune.®

Quando uma toxina é fabricada e estocada mudancas na sua conformacao
podem levar a inativacao parcial de moléculas. A inativacao leva a perda da
atividade bioldgica, mas o potencial imune é mantido e conseqientemente pode
haver a inducao da formacgao de anticorpos. Assim, a quantidade de toxina
inativa contida em uma preparacdo determina seu potencial imunogénico. A
relacao entre a poténcia bioldgica e quantidade de neurotoxina é chamada de
"atividade bioldgica especifica" e ¢é utilizada como parametro para a
determinacao da qualidade imunoldgica de uma preparacdao terapéutica.®

Outro fator de risco para a falha terapéutica é a reagibilidade do sistema
imune, e esta € uma caracteristica individual, fatores de risco ainda incluem a
imunocompeténcia do tecido injetado e o sexo feminino. Dose cumulativa,
tempo de tratamento e idade ndo tem se mostrado como fatores de risco.?

Um conceito adicional, no que tange a formacdao de anticorpos, é que o
fendmeno de reacao cruzada pode ocorrer entre os sorotipos de toxina
botulinica e com a neurotoxina do tétano. Também a formacao de anticorpos
contra um segundo sorotipo é mais rapida quando ja pré existem anticorpos
contra outro sorotipo.**?* Em sendo a formagao de anticorpos um problema em
potencial para a terapéutica com toxina botulinica, a sua formacao deve ser
evitada através a utilizacdo da menor dose terapéutica possivel, associada ao
maior intervalo entre duas aplicagoes. >

Inicio e duracao de acao

A BoNT/A quando injetada no musculo estriado inicia seu efeito de paresia
normalmente entre o 2-5 dia e este persiste por 2-3 meses quando
gradualmente acontece uma recuperagao. Quando sao formados anticorpos
antitoxina botulinica, a duracdo de acdo e a extensdao do efeito maximo
terapéutico tendem a diminuir (falha parcial) antes que haja a falha total no
tratamento. A duracdo de acao pode variar entre pacientes que sofrem da
mesma patologia e entre pacientes que sofrem de diferentes condigdes
patoldgicas. Quando o mesmo paciente é tratado com os mesmos parametros e
ndo desenvolveu anticorpos, os efeitos tendem a ser estaveis.”

Correlagao dose-intensidade de resposta
Existe correlacao entre a dose e a extensao da paresia provocada. Por outro
lado, uma dose relativamente baixa de BONT/A pode provocar uma paresia
substancial. A observacdo das curvas dose-resposta podem ser Uteis para a

otimizacao da utilizacao da toxina.®

Correlacao dose-duracao de resposta



Existe também uma correlacdo entre a dose e a duracdo da resposta
terapéutica. Porém esta correlacao é mais forte quando baixas doses da toxina
sao utilizadas; com altas doses a duracao de efeitos parece ser saturada em 3
meses (para musculos esqueléticos).

Efeito da diluicao

Esta estabelecido que o aumento da diluicao favorece a dispersdo da toxina no
musculo alvo e este fato impactard nos efeitos terapéuticos e nas reagoes
adversas. Porém, ndo esta até o momento estabelecido qual seria a relagao de
diluicao otima para cada aplicacao da BoNT/A.*

Atrofia muscular

Quando injetada em musculos hiperativos, a paresia induzida pela BoNT/A
provoca uma reducao no diametro das fibras musculares do musculo alvo.
Quando existe uma hipertrofia muscular a BoNT/A normaliza o tamanho do
musculo. Se administrada por um longo periodo de tempo, a BoNT/A pode
induzir a atrofia focal, porém este ndao é um efeito obrigatério.®

Direcoes Futuras

Atualmente, existe uma grande preocupacao relacionada com bioterrorismo. O
tratamento classico, com terapia de suporte e anti-soro polivalente de cavalo,
nao seria suficientemente eficaz em termos de saude publica, em uma situacdo
de calamidade. Desta forma, vacinas estdao sendo desenvolvidas para promover
a protecdo imune das populagbes. Vacinas recombinantes utilizando os
dominios de ligagdo das toxinas ou holotoxinas inativas ou ainda as cadeias
pesadas na forma de administracdo oral ou nasal estdao em investigagdo.s?

A vacinagao protege contra a exposigao sistémica & neurotoxina botulinica, mas
também impede a sua utilizagdo terapéutica. Uma alternativa para esta
situacdo seria a utilizacdo de anticorpos humanos monoclonais, porém esta
opgao é muito custosa economicamente. ¢

Outra possibilidade é a reversdo dos sintomas de botulismo através da
inativacdo precoce da cadeia leve da toxina botulinica. Deste modo, a atividade
enzimatica da cadeia leve seria bloqueada aos primeiros sintomas de botulismo
e assim a duragao destes sintomas seria encurtada. Estes inibidores especificos
estdao sendo desenvolvidos para os sorotipos A e B das neurotoxinas
botulinicas.s*

A possibilidade da utilizacdo de fragmentos das neurotoxinas botulinicas é
muito estimulante. Por exemplo, aproveitar as propriedades das neurotoxinas
em transportar grandes polipeptidios através das membranas pode ser Util para
fazer chegar farmacos a alvos celulares. Também a utilizagdo das bactérias C.



botulinum para o tratamento de cancer, onde bactérias apatogénicas poderiam
colonizar areas hipoxicas dos tumores e serem Uteis para transportar drogas
anticancer especificamente para as células tumorais.®

CONCLUSOES

Apesar das condicOes patoldgicas, que levam a alteracao do tonus muscular e a
distirbios do movimento serem as indicacdes mais importantes para a
utilizacao terapéutica da toxina botulinica, as suas propriedades de modificar o
controle colinérgico do sistema vascular e as fungdes autébnomas, a tem
projetado no sentido do tratamento de outras e diferentes condigdes clinicas,
como a hiperidrose e a hiperatividade detrusora.

Também a toxina botulinica afetando as fibras sensoriais intrafusais aferentes
envolvidas no controle colinérgico dos y-motoneur6nios mostra que pode
influenciar, mesmo que indiretamente, nos sistemas nociceptivo e
antinociceptivo.

Ainda a toxina botulinica atuando sobre outros neurotransmissores, que nao a
acetilcolina, pode induzir uma sensibilizacao periférica, que levara a mudancgas
periféricas e centrais. Ela ainda é capaz de reduzir a dor neurogénica
inflamatdria e sendo transportada no nervo periférico, diretamente influencia a
producao de Substancia P, em nivel dos ganglios dorsais, e assim adiciona mais
um fator de inibicdo & hiperexcitabilidade medular. A toxina botulinica também
pode afetar as funcdes neuronais centrais corticais supra-segmentares, mas
este é provavelmente um efeito indireto.

Em situacdes especificas, como na dor neuropatica ou durante a fase de
inflamagdao neurogénica, as caracteristicas de afinidade da toxina botulinica
parecem ficar aumentadas, facilitando a sua interagcdo com outras estruturas
ndo colinérgicas, como €é o <caso dos aferentes nociceptivos.

Assim a toxina botulinica continua a despertar um grande interesse no meio
médico e cientifico. A medida que sua estrutura e modo de acdo tém sido
dissecados" e "ampliados", novas indicacbes e usos tém sido aventados;
incluindo vacinas, inibidores sorotipo especificos e formulagdes terapéuticas.

A sua utilizacdo clinica requer do médico conhecimento da doenca, da
anatomia, da fisiologia, da farmacologia e da farmacocinética, porém a sua
adequada utilizagcdo pode promover o alivio dos sintomas de diferentes
pacientes, em diferentes indicacoes por varios meses.

A toxina botulinica, como previsto por Paracelsus e Kerner,*> tem demonstrado
ser um poderoso veneno e um agente terapéutico de sucesso: tudo é uma
guestao de dose.
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