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Resumo: O presente estudo vem analisar o papel dos anticorpos na falha do tratamento com toxina botuli-
nica. Elaborado com uma reviso integrativa da literatura. Foram eleitos aptos para o trabalho, artigos cienti-
ficos entre os anos 2012 e 2022, publicados na integra em inglés e de livre acesso. A pesquisa de dados foi
realizada nas seguintes bases de dados bases de dados: PubMed/MEDLINE, Elsevier, BVS (Biblioteca virtual
em saGde) por meio da combinagio - utilizando o operador booleano “AND”. Os descritores controlados
utilizados encontram-se no Banco de Descritores em Ciéncia de Satide (DeCS), identificados pelos seguintes
descritores: “Botox”, “Immunogenicity”, “Botox Toxin Treatment”, “Immunological botulinum”, “Immuno-
resistant Botulinum”. Foram selecionados 12 artigos. A utilizago da toxina botulinica estd cada dia mais
presente nos consultorios odontologicos para finalidades estéticas. A presencga de anticorpos tem sido obser-
vada nos procedimentos realizados com intervalos mais curtos, doses mais altas por aplicagfio e maiores quan-
tidades de protefnas antigénicas. Fatores como sorotipo da toxina, formulagio, fabricacio e armazenamento
também contribuem para a imunogenicidade. Vérios ensaios estfio disponiveis para a deteccio dos anticorpos.
A ni#o resposta ao tratamento ainda é desafiadora e envolve uso de formulacdes menos imunogénicas da to-

xina ou a expectativa do desaparecimento espontaneo do anticorpo neutralizante no paciente.

Palavras-chave: Toxinas Botulfnicas; Toxinas Botulinicas Tipo A; Imunogenicidade da Vacina.

1. Introducao

O botulismo aparece com seu primeiro registro na historia por volta do século 18,
ocorrendo relatos de um surto na Alemanha, chegando a registrar 6 6bitos apos o consumo
de salsicha embutida. Em 1895 ap6s outro surto da Bélgica onde 34 msicos teriam apre-
sentado intoxicacdo apds o consumo de presunto em conserva defumado, apds uma ex-
tensa investigac@o o professor universitario Emile van Ermengem isolou a bactéria, e apos
os experimentos a nomeou de Bacillus botulinus, mais tarde Clostridium botulinum [1]. Con-
siderada uma das toxinas com a mais alta taxa de mortalidade, cuja sua dose letal é de 1ng
a 3ng de toxina por quilograma (kg) de massa corporal, a toxina da bactéria da espécie
Clostridium botulinum, encontrada no solo e conseguindo contaminar vegetais, carnes e
peixes em suas formas de armazenamento. Como caracteristicas apresenta-se como gram-
positiva, no formato de bastonetes grandes, apresentando flagelos peritriquios, conside-
rada também anaerdbica estrita, ou seja, na presenca de gas oxigénio nfo consegue se
desenvolver [2].

As toxinas botulinicas exercem acfo farmacologica especifica, bloqueando a trans-
miss@o nas fibras dos nervos colinérgicos e impedindo a liberacio de acetilcolina, o que
resulta em paralisia flacida [2]. A inibi¢&o das jungdes colinérgicas motoras leva o paciente
a apresentar algumas manifestacdes clinicas como, fraqueza muscular, visio embacada,
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disfagia e em casos mais agravantes pode atingir um bloqueio na regifo dos msculos res-
piratorios, causando um quadro de insuficiéncia respiratdria. Atualmente, os potentes
efeitos da toxina botulinica tém sido aproveitados para uso clinico de algumas doengas
que até se apresentam como efeitos colaterais em casos manifestacio clinica por contami-
nac#o da toxina, que no caso sdo distonias, espasmos das palpebras e rugas de expressao.

Seu uso destinado ao tratamento moderno teve como pioneiro nos anos 70 o médico
oftalmologista Alan B. Scott, para busca de alternativas ao estrabismo. Apos os experi-
mentos em voluntarios saudaveis e como consequéncia da alta taxa de sucesso, foi apro-
vado pela Food and Drug Administration (FDA) como um medicamento, cujo nome foi
intitulado como “Oculinum” [3]. Ganhou ampla seletividade na indica¢io para tratamen-
tos de inibicio de espasmos muscular excessivo [4]. Apos relatos das pacientes sobre o
efeito de rejuvenescimento na 4rea, elas ainda procuraram tentar realizar o tratamento
novamente mesmo que sem indicacio. E somente apos 1992 comecaram as pesquisas para
seu uso nas rugas faciais. Desde entdo, mostrou ser um tratamento seguro, eficiente e mi-
nimamente invasivo tanto para indicacio de doencas de causas de disttrbios de movi-
mentos, indicacdes dermatoldgicas como hiperidrose e para fins estéticos [4].

A duracio dos efeitos desejados do Botox possui prazo de expiragio em alguns meses,
porém apoOs repetidas injecdes alguns pacientes param de obter o resultado esperado com
a substancia [4]. A indica¢io de uso da toxina botulinica se apresenta com frequéncia na
escolha dos tratamentos estéticos sendo um protocolo de conhecimento seguro e eficaz.
Porém com a alta demanda sobre o acesso ao procedimento e a indicacio precoce do seu
uso, vem gerando relatos sobre o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes como con-
sequéncia de um resultado vem gerar a no atender as expectativas dos pacientes.

A capacidade da imunogenicidade do uso do botox submete-se a varios fatores, desde
formulagao, quantidade de proteinas antigénicas, dosagem da toxina, frequéncia e expo-
si¢io precoce a toxina. Como qualquer proteina ndo humana, as preparagdes comerciais
com Botox podem dar inicio a uma reacio imune, principalmente quando estas forem de
uso frequente.

2. Metodologia

O presente trabalho se designa-se no formato do tipo revisio integrativa (RI) da li-
teratura, composto a comegar de as etapas subsequentes: formulacio da pergunta da revi-
s80, pesquisa e selecio dos estudos primarios, extracao de dados dos estudos, anélise critica
dos estudos primarios inclusos na revisdo, sintese dos resultados da revisao e exposi¢io do
método. A questio norteadora que conduziu o presente estudo foi: A toxina botulinica é
capaz de desencadear efeito vacina?.

A coleta de dados deu-se inicio em setembro de 2022, utilizando as seguintes bases
de dados: PubMed/MEDLINE, Elsevier, BVS (Biblioteca virtual em satde) por meio da
combinag@o - utilizando o operador booleano “AND”. Os descritores controlados utiliza-
dos encontram-se no Banco de Descritores em Cieéncia de Satde (DeCS), identificados
pelos seguintes descritores: “Botox” AND “Immunogenicity”, “Botox Toxin Treatment”,
AND “Immunological botulinum”, “Immunoresistant” AND “Botulinum”. Os critérios
de inclusao adotados para a seleciio dos artigos foram: artigos originais, disponiveis na
integra, delimitacio de periodo de publicagao de 10 anos, no idioma inglés. Foram exclu-
idos estudos relacionados ao uso de botox em outras areas do corpo fora a face, publicados
em forma de tese, dissertacbes ou monografias. Para analise dos dados foi realizado uma
leitura critica dos titulos e resumo de cada artigo encontrado a fim de verificar se esse
encontra-se adequado & questiio norteadora e obedecendo estritamente todos os critérios
de inclusio e exclusao apresentados.

3. Resultados e Discussio

Obteve-se uma amostra final de 12 artigos (Tabela 1), distribuidos nas bases de dados
citadas, ap0s aplicagao dos critérios de inclusdo e exclusio previamente estabelecidos. Dos
estudos apresentados nessa revisio o maior niimero de publicacio foi no ano de 2020
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(n=4, 48%), o que acabou gerando indagacdes sobre a perspectiva de alguma influéncia
da pandemia COVID-19, sobre se encontrar o maior nimero de publicagdes por esse ano
(Figura 1).

Figure 1: Analises dos estudos selecionados segundo o ano de publicagio.
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Tabela 1: Analises dos estudos selecionados segundo o ano de publicagao.

Referéncia Principais resultados

(5] Para a ocorréncia de uma baixa taxa de presenga de antigenos, deve-se selecionar um produto com
baixo risco de antigenicidade. Para diminuir o risco de formacao de anticorpos neutralizantes, reco-

menda-se usar o produto na dose minima, evitar inje¢oes de reforgo.

Algumas formulac¢des mais recentes com neurotoxina central purificada sem proteinas acessorias

podem ter uma imunogenicidade geral mais baixa. Varios ensaios estao disponiveis para a detecgao

[6]

de anticorpos, incluindo ensaios estruturais, como ELISA e bioensaios baseados em camundongos,

mas nao ha correlagao consistente entre esses anticorpos e a resposta clinica

A probabilidade de desenvolver anticorpos neutralizantes aumentou com a dose tinica e cumulativa

de tratamento e foi influenciada pela formulagdo de toxina botulinica do tipo A, enquanto todos os

[7]

outros fatores analisados, incluindo etiologia da doenca e duracdo do tratamento, nao tiveram in-

fluéncia adicional.

Como os anticorpos da toxina botulinica podem ter sérias consequéncias para os pacientes afetados,

(8]

€ necessaria uma analise cuidadosa dos fatores de risco para reduzi-los sempre que possivel

Ambos os resultados de ELISA e imunotransferéncia implicaram que o Hn-33 é o principal respon-

9]

savel por provocar a resposta de anticorpos no complexo.
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[4]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

O desenvolvimento de anticorpos neutralizantes é uma possibilidade mesmo com o uso de baixa
dose de toxina botulinica tipo A usada na pratica estética e pode resultar em falha secundaria do

tratamento.

O incobotulinumtoxinA demonstra forte eficacia clinica e seguranga, bem como baixa imunogenici-

dade em uma variedade de indicac¢bes

Tratamento repetitivo e a longo prazo com a toxina botulinica, pode induzir o sistema imunolégico

a desenvolver anticorpos contra a toxina.

As inje¢Oes de rimabotulinumtoxinB oferecem apenas uma melhora de curto prazo na média, mas
ndo uma perspectiva de longo prazo devido ao alto risco de desenvolvimento de uma resposta

imune secunddria

Pacientes ndo responsivos a onabotulinumtoxinA produziram altos niveis de anticorpos contra pro-

teinas complexantes que poderiam responder a incobotulinumtoxinA.

Adesao da terapia com a toxina botulinica mostrou uma tendéncia para doses tinicas mais altas,

intervalos de injecdo mais curtos, doses cumulativas maiores e tempos de tratamento mais longos.

O desenvolvimento de anticorpos neutralizantes contra a neurotoxina botulinica costuma ser o mo-

tivo da falha do tratamento secundario.

Potencialmente conhecido por suas caracteristicas de paralisar ou enfraquecer o mis-
culo alvo por determinando espago de tempo, a toxina botulinica tem de conhecimento
seu uso datado a mais de 25 anos, como fonte terapéutica para intervengdes de doencas
ou de escolha estética para tratamento de rugas. A bactéria Clostridium Botulinum, tem
como caracteristicas ser anaerdbica, com formagao de esporos e em formato de bastonete,
¢ desta que se provém a derivagiio da proteina conhecida como toxina botulinica. Carac-
terizada como uma protefna percussora inativa e de alto peso molecular 150kD, sendo 100
de cadeia pesada e 50 de cadeia leve, sendo constituido junto a neurotoxinas centrais e
900kD de proteinas complexantes, que sdo identificadas como protefnas interligadas as
neurotoxinas [5].

Classificada em oito sorotipos distintos (A, B, C1, C2, D, E, F e G), apenas o tipo A
e B sao disponibilizados para uso clinico. Comercialmente hoje a toxina botulinica tipo
A é frequentemente escolha de uso dentre 3 produtos, sendo: onabotulinumtoxin (Bo-
tox), abobotulinumtoxin (Dysport) e incobotulinumtoxin A (Xeomin). Suas similarida-
des se apresentam por meio do mecanismo de a¢io, porém se diferem nos meios de fabri-
cagio e peso das proteinas complexantes [5].

O mecanismo de acao da toxina botulinica, é divido em trés fases. A primeira fase é
nomeada como unido, pois apds a injecio da toxina no masculo, ocorre a dissociaczo das
proteinas acessorias protetoras e liberagio da cadeia ativa, em seguida temos a unido da
molécula ativa da toxina botulinica ao receptor. Na segunda fase a parte ativa da toxina
botulinica é internalizada na molécula nervosa através da endocitose mediada por recep-
tor, sendo a cadeia leve liberada no citoplasma. E finalizando a fase 3 caracterizada como
de bloqueio, com a clivagem da Snap-25. Esse bloqueio da exocitose da acetilcolina afeta
a transmissfo neural simpética as estruturas musculares e outras e outras glandulas exocri-
nas dos musculos estriados, resultando com que as contracdes ndo ocorram [4].
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A imunogenicidade é habilidade de determinada molécula abrangendo proteinas es-
tranhas ou drogas bioldgicas, de resultar uma resposta imune do hospedeiro. Nao importa
qual o farmaco biologico seja, como uma proteina terapéutica recombinante, vetor de
terapia génica ou vacina, tem a capacidade de se tornar um alvo do sistema imunologico,
principalmente se administrado recorrentemente ou em altas doses. Podemos observar as
vacinas baseadas em protefnas, a qual sio desenvolvidas para desencadear a imunidade
adaptativa e a formagao de anticorpos especificos para potenciais patogenos de maneira a
desempenhar seu efeito [§].

A imunogenicidade é desfavoravel quando a produg#o de anticorpos antifarmacos ou
outros processos imunologicos que levam ao insucesso da eficicia terapéutica de um far-
maco biolodgico, o que pode ocorrer tanto por neutralizagio direta quanto por modificagio
na farmacocinética [7[. As proteinas acessorias sdo presentes nas formulacdes da toxina
botulinica, possuem um papel nfo terapeutico causando rapidamente um desligamento da
neurotoxina central em pH neutro. Assim, a carga total de proteinas presente na compo-
sicao da formulag@o das trés marcas mais utilizadas pode presumir a imunogenicidade de
cada uma [10].

Estudos apontam que as proteinas acessorias clostridiais (HA-1), agem como coadju-
vantes a resposta imune, acarretando que esse refor¢o ao sistema imunologico, possa con-
tribuir para o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes terapeuticamente relevantes
contra a neurotoxina botulinica. Analisando dados pré-clinicos, podemos observar que a
formulagio que apresenta o minimo de proteina clostridial é a mais almejada, pois pode-
mos retardar uma estimulagZo a resposta imune do hospedeiro que acarretaria na formagao
de anticorpos neutralizantes e a nfo resposta clinica. Nos produtos aprovados para uso
terapeutico, é constatado que ha diferengas na quantidade de protefnas acessorias entre
cada um. As formulacdes ausentes de proteinas acessorias incoBoNT-A n#o apresenta
efeito de eficacia e daxiBoNT-A ainda se encontra sem fase experimental, por sua formu-
lagio incomum ainda nfo se encontra na literatura efeitos colaterais da solugfo citada
[15].

A n3o reposta primaria implica na falta de resposta ao tratamento desde a aplicacio
inicial. Pode ocorrer por uso de dosagens baixas, injecio em masculo inadequado ou por
existéncia de contraturas, o evento de falha também pode ocorrer por acometer pacientes
que apresentem alguma sensibilidade reduzida a toxina ou distonia [15]. E necessério ob-
servar se 0 armazenamento da toxina botulinica se encontra conforme as indicacdes de
cada fabricante pois pode acarretar a degradagao da poténcia da substancia caso n#o sejam
seguidas as devidas recomendacdes. E importante atentar a uma analise clinica cautelosa
de cada caso que venha a manifestar-se, para que nfo advenha diagnosticos incorretos.

Podemos observar a presenca de uma nao reposta secundéria quando o paciente
tendo realizado um tratamento anteriormente com resultado eficaz, ndo evolui mais nas
injecdes subsequentes. As causas podem variar particularmente entre os pacientes de
acordo com o seu estilo de vida, estresse acentuado, intervalo de doses, ou até por resul-
tado de efeito placebo [6]. Estudos apontam que a com a escolha do uso da incobotuli-
numtoxinA as taxas de imunogenicidade se apresentaram mais baixas, quando compara-
das com as outras formulagdes comercializadas da toxina botulinica. Observou-se também,
que mesmo com o aumento exacerbado nas doses da toxina, nfio obteve taxa de &xito no
produto final [6].

Sao divididos em anticorpos neutralizantes aqueles que visam a neurotoxicina cen-
tral, particularmente o sitio de ligacdo da cadeia pesada e anticorpos nao neutralizantes a
qual estes visam as proteinas acessorias. Também foi observado que alguns anticorpos es-
tavam presentes nas regioes onde se encontra a cadeia leve da toxina [11]. Esses anticorpos
podem ter uma queda durante um periodo prolongado de desuso da toxina (intervalo apro-
ximado de 30 meses), e apds 6 anos chegar a cair a detec¢io em cerca de 60%. Porém
infelizmente essa resposta imunologica pode ser reativada em tratamentos recorrentes.
Nos pacientes que se encontram com anticorpos aumentos na dosagem para o resultado
previsto podem exigir um aumento de até quatro vezes nas dosagens [4].
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O uso de plasmaferese ou imunoglobulina intravenosa pode auxiliar na remog&o dos
anticorpos, porém gerando um custo maior e correlacionado a riscos. A mudanga entre os
tipos de soro de aplicagdo no tratamento, nao é uma ag@o de uso inicial, pois acarreta
maior risco de resisténcia ao soro alternativo. Sendo a mudanga entre os soros para uma
formulagio que venha a apresentar uma menor concentrago de proteinas complexantes
podemos obter um retorno positivo por apresentarem a imunogenicidade potencialmente
menor [8]. Apos exclusio de outras causas na falha do tratamento, podemos suspeitar sob
a concepgo de anticorpos neutralizante, podendo por meios laboratoriais encontrar en-
saios para a detec¢iio dos anticorpos neutralizantes. Os ensaios estruturais como [PA (en-
saio de imunoprecipitagido) e ELISA (Ensaio de imunoabsor¢io enzimética), possuem
maior sensibilidade na detec¢ao dos anticorpos, porém no conseguem distinguir se sdo
anticorpos neutralizantes ou n#o neutralizantes [9)].

MPA (ensaio de prote¢ao do camundongo) e MHDA (Ensaio de hemidiafragma de
camundongo) sdo conhecidos como bioensaios pois se utilizam de testes em animais para
identificar quais anticorpos estejam afetando o &xito da toxina. O MPA se destaca como
padrao ouro na escolha do ensaio para a detec¢io e medi¢io quantitativa, porém sua sen-
sibilidade é relativamente baixa. Diferentemente do MHDA que se utiliza de menos ani-
mais no estudo, gerando menor custo e tempo, porém com a desvantagem de prever falha
ao tratamento, pois apresenta indicies altos de falsos positivos devida a elevada sensibili-

dade [13].

4. Conclusao

Na pratica clinica devemos observar a importancia sobre os intervalos de aplicaco
da toxina botulinica e mensurar a quantidade de doses, para que o efeito final desejado
ainda responda a expectativa no tratamento ao longo do tempo. A forma de armazena-
mento do produto e dominio da anatomia para as injegdes também possuem papel funda-
mental para o sucesso do procedimento. Observados todos os cuidados anteriores, ainda
podemos presenciar o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes, nesses casos deve-
mos atentar a explorar as causas por uma anamnese mais detalhada, exames clinicos e
laboratoriais antes de modificar a formulagio da toxina botulinica usada anteriormente.
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