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Toxina Botulinica do Tipo A: mecanismo de agao

Botulinic Toxin Type A: action mechanism

Maria Matilde de Mello Sposito

RESUMO

Neste trabalho de revisdo, sdo abordados inicialmente aspectos
histéricos das pesquisas para a obtenc¢do e utilizacdo da toxina
botulinica do tipo A (BoNT/A), inicialmente como arma biolégica
e depois como medicamento. Em seguida descreve-se detalhada-
mente a estrutura e sintese da BoNT/A, com énfase as cadeias leve
e pesada para na seqiiéncia descrever-se o mecanismo de agdo. O
mecanismo de acdo é explorado nos seus aspectos de relaxamen-
to muscular sobre musculos estriados (inibi¢do da liberacdo de
acetilcolina) e acdo sobre o reflexo de estiramento medula; acdo
antinociceptiva, através do bloqueio da liberag¢do de peptideos
relacionados com a dor e sobre o sistema nervoso auténomo,
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 quando utiliza¢@o deste recurso terapéutico e as
dire¢Oes futuras para este recurso.

ABSTRACT

This review article initially addresses the historical aspects
of researches for obtaining and using botulinic toxin type A
(BoNT/A), first as a biological weapon and later, as medication.
Subsequently, the article describes in details the structure and
synthesis of BONT/A, with emphasis on the light and heavy chains
and then its action mechanism is described. The mechanism of ac-
tion is explored in its aspects concerning the relaxation of striated
muscles (acetylcholine release inhibition) and its action on the
stretch reflex of the spinal cord; antinociceptive action, through
the blockage of pain-related peptide release and on the autonomic
nervous system, acting over glands (salivary, sudoriparous, and
lacrimal glands) as well as the bladder and prostate. The direct
and indirect effects of BONT/A on the Central Nervous System
remain the subject of discussion and debate, regarding the aspects
related to antigenicity, when using this therapeutic resource and
the future directions for this resource.
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INTRODUCAO

As Neurotoxinas Botulinicas (NTB) sdo produzidas pela bacté-
ria anaerobia Clostridium botulinum e sdo consideradas as toxinas
mais potentes conhecidas. Sua alta toxicidade aliada a mecanismos
de agdo extremamente especificos lhes confere caracteristicas inicas
de alta periculosidade, por um lado, associada a altissima utilidade
nas ciéncias médicas, por outro.'

O uso de toxinas bioldgicas, agentes infecciosos ¢ venenos quimi-
cos para matar inimigos ndo ¢ uma novidade. Durante séculos popu-
lagdes nativas de varias regides utilizaram toxinas obtidas de plantas
e venenos de anfibios para aumentar a letalidade de suas armas.> A
utilizacdo das NTB como armas bioldgicas comegou a mais de 60
anos atras pelos Japoneses, através do Biological Warfare Group —
Unit 731, que conduziu experimentos em prisioneiros de guerra para
determinar a letalidade da ingestao do Clostridium botulinum.?

Devido a sua extrema alta poténcia as NTB foram utilizadas, duran-
te a I Guerra Mundial, por ambos os lados, Forgas Aliadas e Forgas do
Eixo, no sentido de avaliar o seu potencial como arma biologica.?

Os Estados Unidos foram os primeiros a produzir a Toxina Botulinica
do Tipo A (BoNT/A) durante a Il Guerra Mundial em resposta a suspeita
dautilizacdo desta arma biologica pelos alemaes. Mais tarde os soviéticos
produziram amplos estoques de BONT/A como arma biologica. Ird, Ira-
que, Siria e Coréia do Norte também sdo suspeitos de estarem envolvidos
neste tipo de producdo. 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 populagdo mundial. Acredita-
se que 10.000 litros deste concentrado tenham sido transformados em
armas biologicas e acondicionados para distribui¢ao.”

Apesar das dificuldades associadas a dissociagdo da BoNT/A na
forma de aerossol, um ataque desta natureza sobre a populagao civil
poderia causar um grande niumero de casos fatais (estima-se 10% de
morte em um raio de 500ms a partir do ponto de dispersdo do pro-
duto). A dose letal da BoNT/A para humanos na forma inalada ¢ de
0.7-0.9ug (ou 0.001 pg/kg). Ela ¢ 15.000 vezes mais potente que o
Agente Nervoso VX e 10.000 vezes mais toxica que o Agente Nervoso
Sarin, dois dos mais comuns agentes nervosos organofosforados.> Um
unico grama de BoNT/A, apropriadamente distribuida, em condigdes
ambientais ideais, ¢ capaz de matar um milhao de pessoas.’

Nao obstante o uso de armas bioldgicas terem sido formalmente
encerrado com a assinatura da Convengao para Armas Biologicas em
1972, fatos recentes no Oriente Médio confirmam a utilizagdo das NTB
pelas for¢as militares do Iraque durante a Guerra do Golfo.*

As NTB, quando ndo utilizadas na forma de armas biologicas ou
de medicamentos, podem provocar quadros de botulismo em huma-
nos tendo como etiologia a ingestao de alimentos contaminados, a in-
fecgdo de feridas ou ainda colonizagdo intestinal de recém-nascidos.'
O botulismo passou a ser um problema de satude publica a partir do
século 19 com o advento da conservagao de alimentos, porém com as
modernas praticas de preparagao industrial de alimentos, o botulismo
passou a ser uma ocorréncia rara e por este motivo ndo ha necessidade
de vacinagao da populagdo geral.' Ja a populagdo militar, devido ao
seu risco intrinseco, ¢ normalmente vacinada.

Apbs a contaminagdo, os sintomas de botulismo aparecem com
24-36horas, porém se a porta de entrada sdo feridas infectadas, estes
sintomas podem demorar varios dias. O diagnostico ¢ baseado na ob-

servagao clinica e na historia natural da doenca. Uma paralisia flacida,
simétrica e descendente ¢ caracteristica, associada a boca seca, nauseas e
diarréia. O botulismo é normalmente suspeitado quando aparecem sinais
de disfung@o de pares de nervos cranianos, que tipicamente se iniciam
pelos olhos com visao borrada, diplopia, seguida de disartria, disfagia e
faléncia respiratoria pelo comprometimento do diafragma.?

A confirmagdo diagnostica € realizada através de procedimentos
laboratoriais que incluem a incubagéo de culturas anaerobicas, testes
de toxicidade do soro e exame eletroneuromiografico. O diagndstico
diferencial deve ser feito com Sindrome de Guillain-Barré, polineu-
ropatias inflamatdrias agudas e intoxicagao por magnésio. Feito o
diagnéstico, o tratamento € realizado com soro anti-botulismo ¢ a
recuperagdo ocorre em torno de 2 semanas.’

Ja o desenvolvimento das NBT como medicamentos iniciou-se
em 1981 com a descri¢do da injecdo 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,
California, USA, para o tratamento do estrabismo, blefaroespasmo e
espasmo hemifacial. Em 2000 o FDA aprova BOTOX® e a toxina B
(Myobloc™, Elan Pharmaceuticals Inc., Morristown, NJ, USA) para
distonia e BOTOX® Cosmetic para linhas faciais hipercinéticas.’

Apesar da grande maioria das indica¢des para a aplicacao tera-
péutica da BoNT/A esteja voltada para as desordens do movimento,
manifestadas por anormal, excessiva ou inapropriada contragdo
muscular, o seu uso tem sido rapidamente expandido, baseado
na agdo farmacologica estabelecida e nos mecanismos de agao
propostos, incluindo uma imensa variedade de desordens oftalmo-
logicas, gastrointestinais, urologicas, ortopédicas, dermatologicas,
secretorias, dolorosas e cosméticas (Tabela 1).°

Tabela 1
Aplicagoes clinicas da BoNT/A.

Distonias Outros Contragdo muscular Outras aplicacoes

movimentos inapropriada
involuntdrios
Blefaroespasmo Espasmo Espasticidade (AVC, Cosmética: rugas, linhas
hemifacial paralisia cerebral, platismais, assimetrias,
frauma craniano, remodelamento de
esclerose mdltipla) contornos.
Distonia Tremor de Sindrome temporo- Hiperlacrimacao
oromandibular, facial membros, cabega,  mandibular Ptose protetiva.
e lingual VOZ € queixo
Distonia cervical Mioclonia palatal Estrabismo, nistagmo Sialorréia
Distonia laringea Tics mofores e Bruxismo Hiperidrose
vocais
Distonia de membros ~ Nistagmo e Rigidez dolorosa Salivag@o gustatéria
osciloscopia
Distonias Dor de cabeca Fissura anal
ocupacionais fensional Obesidade

Espasmos lombares e

Cotovelo do tenista e

lombosacrais lesdes do esporte
Outras distonias Radiculopatia Constipagao
focais e segmentares decorrente de Rinorréia
(primdrias ou espasmo muscular
secunddrias)

Espasmo faringeo Migrania

Espasmo do esfincter
de Oddi

Bexiga espastica
neurogénica
Discinergia detfrusora
Anismo / Vaginismo
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ESTRUTURA E SINTESE DA TOXINA BOTULINICA
DOTIPO A

Estrutura

A parte ativa da molécula da BoNT/A pesa 150kDa e € formada
de duas porcdes: 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 transloca-
¢do representado por Hn (metade N-terminal da cadeia pesada). A
imagem tridimensional da BoNT/A esté representada na Fig.1.%°

(Allergan, Inc. ©2003 )
Figura 1
Representacdo tridimensional da BoNT/A

A parte ativa da molécula da neurotoxina do Clostridium botulinum
¢ formada for uma tinica cadeia polipeptidica composta por 1295 amino-
acidos. O subseqiiente formado proteolitico € composto por uma porgao
leve (L-chain/cadeia leve) composta pelos primeiros 447 amino4cidos
e por uma por¢do pesada (H- chain/ cadeia pesada) composta pelos
aminoécidos restantes.! A cadeia leve contém o dominio enzimético e
a cadeia pesada contém os dominios de transloca¢ao (Hn) e os dominios
de ligacao acessorio (He-N) e ligacdo a gangliosideos e a proteinas si-
ndpticas (He-C).” Estas duas partes da cadeia estio ligadas entre si por
uma ponte di-sulfidica entre os aminoécidos Cys430 e Cys454® (Fig. 2).
A integridade desta ponte di-sulfidica é fundamental para a integridade
da atividade bioldgica da molécula de toxina botulinica. *'°

447  Cadeia Leve 1
Cys430
Cys454
(Hc-N) (Hc-C)
448 Dominio de translocagdo 872 873 Dominio de ligagao 1295

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 fon zinco e pode acomodar pelo menos 16
aminodcidos residuais.! A cadeia leve pesa 50kDa e é responsavel
pela atividade metaloprotedsica zinco dependente que impede a
liberacao dos neurotransmissores, através do bloqueio das vesiculas
de fusio pré-sindpticas.!

Cadeia pesada

E dividida em duas por¢des Hn e He que juntas somam 100kDa.
Hn, dominio de ligacdo, é uma estrutura helicoidal associada com
a atividade de fusdo de membrana e envolvida com a formagio de
canais i0nicos seletivos transmembranicos, voltagem dependentes.!
Hc é composta fundamentalmente de beta-proteina e visualmente
apresenta dois dominios: Hc-N e He-C.! Esta regido esta envolvida
com a ligacdo especifica aos receptores neuronais existentes na
superficie externa dos neur6nios colinérgicos periféricos. Assim, a
cadeia pesada € responsével pela ligacdo aos receptores extracelula-
res e internalizag@o na célula nervosa, além de ajudar a translocag@o
da cadeia leve para o citoplasma do neurdnio.!

SINTESE

Os microorganismos produtores das neurotoxinas botulinicas
sdo diversos. Inicialmente eles foram designados como Clostridium
botulinum e responsabilizados pela sintese de sete sorotipos de toxi-
na 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 dife-
rentes subconjuntos de espécies vivas. Muitas variantes sdo conhecidas
pela cepa principal; além disto, algumas cepas sintetizam mais de um
sorotipo de toxina botulinicacomo AeB; AeF;eBeF.

Tabela 2
Propriedades principais da forma esporulada da bactéria anaerébia do género Clostridium produtora
de neurofoxina botulinica.’

Neurotoxina  Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV C. butyricum  C. butyricum
produzida C. botulinum  C. botulinum  C. botulinum  C. argentinense
pelo clostridium
Tipo de foxina A, E, ndo CD G E F
proteolitica B, proteolitica B, F
F
Subtipo A1,A2,A3A4, E1E2E3E6  CDCD G E4,E5 C
B1,B2,B3 Ndo proteolitica baratii
Bivalente B BF F
(Ba, Bf,Ab)
Profeolftica F
Protedlise + +
Productio de N N N
lipase
Propriedades  Alfa fermo Crescimento  Crescimento
principais resisténcia dos  em baixas 6timo em 40°C
€Sporos femperaturas
(30
Botulismo Humano Animal Humano,
Animal?
Espécie de C. sporogenes C. novyi C.subferminale  C. bufyricum  C.baratii
Clostridium C. hemolyticum  C. profeolyticus
ndio tBxico C.schirmacherense
relacionado
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Muitas espécies de Clostridium diferentes do C. botulinum,
mas bioquimicamente e geneticamente relacionadas, como o C.
butyricum e C. baratii também produzem neurotoxinas botulini-
cas. O C. butyricum produz o sorotipo E, 96,9% idéntico ao pro-
duzido pelo C. botulinum E; e o C. baratii produz a neurotoxina
F.7!" Assim, a classificac¢io inicial do C. botulinum em sete cepas
se torna insatisfatdria; a nova classificagdo adotada divide o C.
botulinum em quatro grupos fisiolégicos e agrega as cepas do C.
butyricum e C. baratii (Tabela 2).

Na natureza, as neurotoxinas botulinicas sdo sintetizadas como
parte de um complexo molecular, variando em tamanho e compo-
sicdo, associado a proteinas nao toxicas 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 hemaglu-
tinino negativo formam somente pequenos complexos de 300kDa.
1213 Somente o sorotipo A pode se formar em todos os tamanhos,
incluindo o peso molecular de 900kDa. (Fig.3).

As preparagdes terapéuticas da toxina botulinica contém o com-
plexo ativo somado a proteinas ndo téxicas, formando o chamado
“complexo protéico” e excipientes. Assim as formulagdes apresen-
tam a estrutura teérica mostrada na Figura 4.° As proteinas acesso-
rias tém a fungdo de proteger a neurotoxina da degradagio.'*!

S -small
Peso M -median
molecular
em kDa L - large
LL - extralarge
o 100 iw 200 400 00 €00 700 200 900 1000
duneurotoxma @proteinas ndo toxicas @Hemagluitnina —
Toxinatipo A B c1 D E F G
LLLMS. LMS. MS. LMS. NS M,s. ?
Figura 3

Pesos moleculares possiveis para os diferentes sorotipos de neurotoxina botulinica.

Preparagdes terapéuticas da Toxina Botulinica

Toxina Botulinica (TB)

Proteinas
ndo téxicas

Neurotoxina
Botulinica (NTB)

Cadeia
Pesada (HC)

Cadeia Leve
(LC)

HC = Heavy chain

LC = Light chain

PH = proteinas hemaglutininica

PNH = proteinas ndo hemaglutininicas

Figura 4
Estrutura das preparacdes terapéuticas da Toxina Botulinica.

MECANISMO DE ACAO

A toxina botulinica basicamente inibe a liberacido exocitética
da acetilcolina nos terminais nervosos motores levando a uma
diminui¢do da contracdo muscular.'¢ Esta propriedade a torna til,
clinica e terapeuticamente, em uma série de condi¢des onde existe
excesso de contragdo muscular. '¢

A utilizacdo da toxina botulinica em patologias acompanhadas de
distirbios do movimento mostrou que existem beneficios em outros
aspectos clinicos, como o alivio das condi¢des dolorosas concomi-
tantes. Além disto, a observagdo dos efeitos adversos e daqueles a
distancia dos pontos de injecao, nio sé induziu ao raciocinio clinico
para a utilizagdo em outras situagdes, como nas alteragdes de glandu-
las e de miisculos lisos, mas for¢ou a ampliagio dos estudos a respeito
dos mecanismos de agdo possivelmente envolvidos.

Deste modo, atualmente devemos pensar nao s6 no mecanismo de
acao classicamente descrito, sobre a inibi¢ao da liberagdo de acetilcoli-
na nos terminais nervosos motores, mas também na acao sobre outros
neurotransmissores. Assim do ponto de vista didatico dividiremos a
dissertacdo relativa ao mecanismo de a¢@o nos seguintes topicos:

A. Relaxamento muscular
i. Agdo sobre musculos estriados
ii. Acdo sobre o reflexo de estiramento medular
. Acfo antinociceptiva
i. Bloqueio da liberagdo de peptideos relacionados com a dor
Sistema Nervoso Autonomo
i. Agdo sobre glandula: salivar, sudoripara e lacrimal
ii. Acdo sobre a bexiga e a prostata
Efeitos diretos e indiretos sobre o Sistema Nervoso Central

A.RELAXAMENTO MUSCULAR

D.

Acdo sobre musculos estriados

O classico mecanismo de agdo da BoNT/A € a inibi¢do da libe-
ragdo de acetilcolina no terminal nervoso periférico.5!

Uma vez injetada no musculo a BoNT/A atinge o terminal nervoso
colinérgico através da associacio das propriedades de dispersao e difusdo,
e 1a chegando, inicia seu mecanismo de acdo. Este mecanismo se faz em
trés etapas: (a) ligagdo ao terminal nervoso colinérgico; (b) internalizagio
/ translocac@o; (c) inibigdo célcio-depenedente da liberacdo (exocitose) do
neurotransmissor.® Para tanto se requer uma molécula de BoONT/A, com as
duas cadeias (leve e pesada) intacta, estabelecida como uma endopeptidase
zinco dependente, que quebra especificamente as proteinas essenciais para
amediacio da exocitose do neurotransmissor, no caso acetilcolina.®

(a) Ligacao 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
ligagdo da cadeia pesada. (Vide Fig.1 e Fig.5).61317

(b) Internalizaciio / translocacio: Uma vez que a BoNT/A se liga
a célula neuronal, inicia-se o processo de internalizagdo presumivel-
mente intermediado por um receptor de endocitose. Estes receptores
estao localizados na por¢@o amielinica da jungdo neuromuscular de
mamiferos. Parecem existir duas fases de internalizagdo: (a) entrada
rapida: que utiliza um sistema vesicular e (b) uma entrada lenta: que
requer horas e ¢ menos especifica ¢ (Fig. 6)
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igacaoda BoNT/Aao
neuronio

(Allergan, Inc. ©2003 )
Figura 5
Ligagto da BoNT/A aos receptores da jungGo neuromuscular
de neurdnios colinérgicos de nervos motores periféricos.

. (Allergan, Inc. ©2003 )
Figura 6
InfernalizacGo da molécula de BoNT/A.

! Vesiculas ndao podem se fundir a membrana

(Allergan, Inc. ©2003 )

Figura 7
Inibi¢do cdlcio dependente da exocitose do neurofransmissor.

Tabela 3
Proteinas de ligagdo alvo da toxina botulinica de acordo com o sorotipo.6

Sorotipo Substrato celular

A SNAP-25

B VAMP / Synaptobrevin / Cellubrevin

C, Syntaxin 1A, 1B, SNAP-25

D VAMP / Synaptobrevin (181, 182) / Cellubrevin
E SNAP-25 (46)

F VAMP / Synaptobrevin (181, 182) / Cellubrevin
G Synaptobrevin / Cellubrevin

Sob condigdes acidas, de pH baixo, acontecem mudangas
na conformagdo 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. &3~

(c) inibicao calcio-depenedente da liberacao (exocitose) do
neurotransmissor: a inibi¢do da exocitose do neurotransmissor,
acetilcolina, acontece através de uma atividade proteolitica zinco
dependente da cadeia leve, que quebra seletivamente as ligacdes
peptidicas de uma proteina SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein-Receptor) essencial para a
liberagdo do neurotransmissor que € calcio dependente (Fig.7).513-17
Assim, a cadeia leve exerce seu efeito quebrando as proteinas que
sdo responsaveis pela fusdo das vesiculas de acetilcolina com a
membrana celular do terminal nervoso.

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

A Fig. 8A mostra a o processo normal de liberacao do neuro-
transmissor levando a contragdo muscular. A Fig.8B mostra a a¢do
da toxina botulinica no bloqueio da liberacdo do neurotransmissor.

Esta demonstrado que a quebra das proteinas SNARE por si ndo
impedem a formagdo do complexo SNARE de fusdo, mas resulta
na formagao de um complexo ndo funcional no qual a acoplagem
do influxo de calcio (Ca?) no momento da fusdo ¢ interrompida. O
aumento da concentragdo de calcio no terminal sindptico reverte
parcialmente o efeito da toxina botulinica.®

Resposta da juncdo neuromuscular ao bloqueio: Apos
aproximadamente dois meses, o terminal nervoso inicia a sua
expansao por meio de brotamentos que se estendem através da
superficie do musculo. Quando os brotamentos formam uma
conexao sinaptica fisica com a jung@o neuromuscular, a unidade
motora nervosa se restabelece (Fig.8).6

Estudos in vivo estabelecem que estes brotamentos produzem
uma re-inervacao temporaria nas fases precoces da recuperacdo pos-
bloqueio. Durante as fases tardias a jungdo neuromuscular original re-
cupera a atividade exocitética e estes brotamentos regridem devolvendo
a terminac@o sua forma original, completamente funcional.*!®

Acdo sobre o reflexo de estiramento medular

Além da agdo direta sobre o musculo estriado, a toxina botu-
linica também atua no fuso muscular reduzindo o trafico de infor-
magdo centripeta. O mecanismo pelo qual isto ocorre ainda nao é
totalmente elucidado.’
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A- Liberagdo normal do neurotransmissor

Formagdo do complexo
de proteinas SNARE

&

Célula muscular Fusdo da vesicula com a
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Figura 8a
Liberag@o normal do neurotransmissor.

B- Exposi¢do a Toxina Botulinica
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Figura 8b
Bloqueio da liberacdio do neurotransmissor sob a agdo da toxina botulinica.

O musculo estriado em humanos contém jung¢des neuromotoras co-
linérgicas entre os o-motoneurdnios e as fibras musculares extrafusais,
entre os y-motoneurdnios e as fibras musculares intrafusais, formando os
fusos musculares. Quando um estiramento muscular ocorre, sinais aferen-
tes originados no fuso muscular correm pelas fibras Ia e II, estimulando
0s a-motoneurdnios do musculo estirado, assim como os interneurdnios
que inibirdo os o-motoneurdnios dos miisculos antagonistas.

(Allergan, Inc. ©2003 )

Figura 9
Brotamentos axonais e restabelecimento da sinapse com a jung@o neuromuscular.
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Figura 10
Reflexo de estiramento medular. Estimulos aferentes provenientes dos fusos musculares e dos orgdos
tendineos de Golbi controlam a atividade dos a-motoneurdnios na inervagdo dos musculos estriados.
Quando um masculo estriado € estirado, os fusos musculares mandam um sinal para o a-motoneurdnio
que por sua vez estimulam a contrago das fibras intra e extra fusais.

Os y-motoneurdnios dos musculos estirados sdo ativados pelos
a-motoneurdnios colaterais (o e y co-ativagdo). Este circuito é
mostrado na Fig. 9. Sinais aferentes provenientes do fuso muscular
também estdo relacionados as estruturas supra-espinhais envolven-
do respostas de laténcia longa ao reflexo do estiramento e a geragio
da imagem corporal no espago."’

Recentemente o envolvimento dos sinais aferentes foi estudado
na fisiopatologia das distonias. A facilitacio para as fibras Ia pode
levar ao aumento da movimentagéo involuntaria em varias patolo-
gias distonicas; por outro lado, a inje¢do de lidocaina sobre os fusos
musculares promove um “bloqueio muscular aferente”.?

A toxina botulinica produz diferentes efeitos sobre o fuso mus-
cular. A atrofia de fibras intra e extrafusais ja foi demonstrada em
animais, assim como o bloqueio dos y-motoneurdnios reduzindo os
sinais aferentes Ia e II dos fusos musculares e conseqiientemente
diminuindo o tonus por uma inibigdo reflexa. O efeito antidistonico
da toxina botulinica pode, por outro lado, afetar ndo s6 o musculo
alvo, mas também inibir o reflexo espinal."”

Além disto, a injecao de toxina botulinica pode causar uma
profunda redu¢@o da espasticidade em areas maiores que as espera-
das e nio relacionadas com a drea de dispersdao do medicamento.?!
Esta observagdo pode estar relacionada com os efeitos da toxina
botulinica sobre os y-motoneurdnios reduzindo os sinais aferentes
Ia dos fusos musculares. Esta atenuagdo dos sinais la reduzem
a retro-alimentagio para os a-motoneurdnios e para outras vias,
reduzindo a atividade de mdsculos néo injetados.?!

B. ACAO ANTINOCICEPTIVA

Durante os primeiros anos de tratamento com toxina botulinica
para condigdes motoras, os investigadores notaram um significa-
tivo beneficio sobre os sintomas de dor, que excedia os efeitos do
relaxamento muscular, e que ndo necessariamente correspondia
as regides neuromusculares afetadas. Isto sugeria que os efeitos
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sobre a dor eram independentes dos efeitos musculares, e poderiam
ter mecanismos de acdo independentes.'® Estes mecanismos de
acdo englobam neurdnios locais, medula espinal e centros supra-
segmentares do cérebro (Fig.10), envolvendo os sistemas nervosos
autdnomo e somatico.?
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Figura 11
Diagrama esquemdtico do possivel mecanismo de agtio da BoNT/A sobre o sistema neuromuscular e o
correspondente efeito sobre a dor produzida por estimulos nociceptivos de sobrecarga ou trauma.?

Blogueio da liberacdo de peptideos relacionados
com a dor

A grande especificidade da BONT/A para neurdnios colinérgi-
cos na presenca de receptores/aceptores especificos faz com que
ela também iniba outros neurotransmissores, como a norepinefri-
na, dentro do modelo no qual existe o acesso a0 compartimento
intracelular dos nervos motores.'® Além disto, foi demonstrado,
que a BoNT/A também € capaz de inibir a liberagdo da Substdan-
cia P em culturas embriondrias de neuronios de ganglios da raiz
dorsal® e reduzir o estimulo de liberacéo do peptideo relacionado
ao gene da calcitonina (PRGC).*

A Substincia P é um neurotransmissor peptideo liberado pelos
aferentes primarios nociceptivos € 0 PRGC é um neuropeptideo
inflamatério existente nos ganglios dos neurdnios da coluna dorsal,
coexistindo com a Substincia P em muitos outros ganglios de neuro-
nios sensoriais. A inibi¢do destes neurotransmissores pela BoNT/A
podera trazer beneficios em relaco a sintomatologia dolorosa.!*

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

O glutamato estimula localmente neurdnios nociceptivos através
da ativac@o de receptores nos aferentes periféricos. Na resposta
inflamatdria nota-se um aumento do nimero de receptores ao glu-
tamato em nervos nociceptivos periféricos. Este é o motivo pelo
qual a BoNT/A atenua a dor inflamatéria, no modelo de formalina,
através da redugio da liberacdo do glutamato.'

Em outra preparacio em animais®® mostrou-se que a inje¢io de
BoNT/A reduz substancialmente a imunoreatividade da proteina
C-Fos no corno dorsal da medula lombar de ratos previamente

tratados com formalina. A inje¢do 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 TRPV 1(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 reduc@o da entrada de estimulos periféricos e/
ou reducio da sensibilizagio central; '° ou seja, inibi¢ao direta da sen-
sibilizagdo periférica e inibicao indireta da sensibilizagio central, pela
redugiio da liberacdo de neurotransmissores nos sitios periféricos.'®

Assim, a inje¢ao de toxina botulinica minimiza a inflamag&o neu-
rogénica pela inibi¢do 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 conseqtiéncia, teremos uma
reduc@o do processo nociceptivo em nivel medular. 162

Tem sido hipotetizado também que a efetividade da BoONT/A em
neuropatias periféricas e na cistite intersticial, onde a barreira anti-
dromica mantém um estado de dor neuropdtica, possa ser atribuida
a agdo periférica da BoNT/A em inibir a liberag@o de neuropepti-
dios ativados pelo padrido antidromico. Realmente, a efetividade
clinica da BoONT/A em melhorar condi¢des neurovasculares como
a migrania, a dor facial cronica e outras dores relacionadas com
padrdes medulares tém sido descritas.?

Apesar do mecanismo preciso pelo qual a BoONT/A exerce seu
efeito analgésico nao estar totalmente esclarecido, alguns aspectos
ja sdo fortemente aceitos: a BONT/A parece ndo afetar a dor aguda
de origem nociceptiva relacionada com as fibras de condugio Alle
C, devido as falhas observadas no tratamento da dor termo relacio-
nada. Por outro lado, acontece uma reducao no eritema cutaneo da
urticéria cronica e da Sindrome de Frey, demonstrando o papel da
BoNT/A na regulagdo do tonus e da permeabilidade dos vasos. A
partir destas observagdes, podemos teorizar modelos para investigar
a patogénese da dor neuropdtica cronica como sendo provocada
pela ativagio nociceptiva periférica.”

De qualquer modo, a BoNT/A parece ser capaz de inibir a li-
beracdo local de neuropeptidios relacionados com a dor, tal como
o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (PRGC), tanto nos
terminais colinérgicos como nas terminacdes livres, prevenindo
a sensibilizacao local dos nociceptores. Esta agio periférica pode
contribuir para a reducio da ativag@o central relacionada com a dor
cronica. Um mecanismo interessante para a reducio da dor e da
vasodilatagdo neurogénica € a possibilidade da BoNT/A bloquear
a exocitose da SNARE-dependente aos TRPV1 (transient receptor
potential vanilloid), que tem a¢@o primdria na percep¢ao térmica
periférica e na dor inflamatéria na superficie dos neurdnios.?
Assim a BoNT/A inibe a inflamagdo neurogénica pela atenuagdo
da liberacdo dos neurotransmissores (Glutamato, Substancia P e
PRGC), prevencio do aumento de TRPV 1 e isto resulta na inibi¢do
da sensibilizagdo periférica. A inibi¢cdo da sensibilizagao periférica
reduz a transmissdo de sinais nociceptivos dentro da medula espi-
nal, o que resulta no decréscimo da expressdo da proteina C-Fos
na medula espinal e das repostas evocadas nas células WDR (wide
dynamic range) do corno dorsal da medula espinal.'®
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A reducdo da entrada de estimulos nociceptivos a partir da peri-
feria, pode também reduzir a liberagao de Substancia P e glutamato
na medula espinal e assim reduz a sensibilizacdo central e o pro-
cessamento nociceptivo em nivel espinal.'¢ Em sintese, a BONT/A
inibe a liberag¢@o dos neurotransmissores dos terminais periféricos
dos neurdnios sensoriais, reduzindo assim a dor inflamatdria por
via de inibi¢do direta da sensibilizagao periférica e inibi¢do indireta
da sensibilizagdo central.'® Uma vista geral do mecanismo de acéo
da BoNT/A no tratamento da dor € mostrada na Tabela 4.

Tabela 4
Mecanismos de acto da BoNT/A no tratamento da dor.28
Mecanismo Efeito
Bloqueio da inervagdo  Redugdo da hiperatividade muscular por 3-6 meses
colinérgica Prevencdo das mudangas degenerativas nos masculos

Descompressto das fibras aferentes nociceptivas
Dispers@o dos pontos gatilho
Normalizagdo da
atividade do fuso
muscular

Normalizagdo do tonus muscular

Modulag@o dos mecanismos de controle central da atividade muscular
Eliminacdo de fatores de estresse muscular

Eliminagdo de disfuncdo articular provocada pro desequilibrio muscular

Transporte retrogrados
para o Sistema Nervoso
Central

Estimulagdo da express@o da Substancia P na medula espinal
Estimulagdo da expressdo de Encefalina na medula espinal
Estimulagdo da Substancia P nos ndcleos da rafe (gerador da migrania)
Inibicdo da inflamacgdo
estéril

Bloqueio da inflamac@io neurogénica como substrato patofisioldgico da dor
de cabega primdria

Prevencdo da sensibilizag@o do sistema nociceptivo com o aumento da
frequéncia de ataques de migrania

Prevencdo da dor de cabeca induzida por drogas ou relacionada a
medicamentos

Eliminac@o dos ponto
gatilho musculares

Eliminagdo da isquemia relacionada & compressto
Eliminagdo da disfungdo do terminal nervoso
Prevenc@o da degenerac@o muscular

Reduc@o do mediadores inflamatorios

C. SISTEMA NERVOSO AUTONOMO

A atencgio para os efeitos da toxina botulinica sobre o sistema
nervoso autdonomo € decorrente da propria sintomatologia clinica
dos quadros de botulismo, que incluem sinais precoces de disau-
tonomia como: sintomas visuais (borramento da visdo, diplopia,
presbiopia), boca seca e constipagdo. Em fases mais adiantadas
podemos encontrar: perda do controle do reflexo vagal, hipotermia,
retencdo urindria, hipotensao sem taquicardia reflexa e depressio
das respostas vasomotoras posturais.’

A utilizacdo terapéutica da toxina botulinica do tipo A mostrou,
por outro lado, que podemos encontrar como reagdes adversas, ao
efeito de relaxamento dos musculos estriados, varios sintomas autd-
nomos como: boca seca, diminui¢ao da sudoragao, diminui¢do do la-
crimejamento, retengdo urindria, diplopia e borramento da visdo.”

Baseado nestes achados passou-se a utilizar a BONT/A em di-
ferentes condig¢des clinicas onde havia o envolvimento do Sistema
Nervoso Autonomo (SNA) com hiperatividade de musculatura lisa
como: acalasia de esdfago, disfungdo do esfincter de Oddi, disfungdo
do esfincter anal, anismo, fissura anal, dissinergia do esfincter urinario
e hiperatividade detrusora entre outras.'” Além disto, o efeito colateral
observado sobre glandulas (sudoriparas, salivares e lacrimais) induziu
o raciocinio clinico para a utiliza¢do em situacdes de hipersecre¢dao
como hiperidrose, sialorréia e hiperlacrimagio."

Em todas estas patologias, mas especialmente nos casos de
hiperidrose e de hiperatividade detrusora, observou-se que o tempo
de durac@o dos efeitos da aplicagdo de toxina botulinica era mais
longo, (6-11 meses, em relagdo aos observados no tratamento de
musculos estriados envolvidos nos disttirbios do movimento.*

Por outro lado, 0 mecanismo de acdo da BoONT/A, somente basea-
do no bloqueio da liberac@o de acetilcolina, nos da respostas limitadas
para entendermos todos os seus efeitos fisiologicos e colaterais sobre
o Sistema Nervoso Autonomo (SNA). Necessitamos voltar nossos
olhos para a fisiologia do SNA e de seus neurotransmissores.

O SNA € um eferente do sistema motor que inerva células de
musculos lisos de varios 6rgaos. No SNA a distribuigdo e funcéo dos
neurotransmissores colinérgicos € mais complicada que no sistema
nervoso somdtico, especialmente para as glandulas sudoriparas
écrinas; a transmissdo colinérgica estd presente somente em nivel
pré-ganglionar no braco ortossimpético (sensério), enquanto que
no braco parassimpatico (motor) estd presente em ambos o0s niveis
pré e pds-ganglionar (Fig. 11).%2

Ortossimpatico Parassimpatico

3 z g f
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Y 28
s i W R
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Figura 12

Divis@o do Sistema Nervoso Autdnomo em dois bragos: orfossimpdtico e parassimpdtico

OBS: A distin¢@o anatdmica entre os dois bragos estd relacionada
com os diferentes comprimentos dos neur6nios pds-ganglionares,
que sdo mais longos no braco ortossimpético que no parassimpético.
No brago parassimpético, o ganglio estd proximo do 6rgdo alvo (3).
Para ambos os sistemas a acetilcolina (ACh) é o neurotransmissor da
sinapse pré-ganglionar (1). A ACh € o neurotransmissor da sinapse pds-
ganglionar no brago parassimpético e as fibras do braco ortossimpatico
nas glandulas sudoriparas écrinas (2, A). Todas as outras sinapses pos-
ganglionares (B) do braco ortossimpético sao noradrenérgicas (NA).
Ambas as vias NA e ACh (NA+ACH) estao envolvidas na transmissao
pos-ganglionar no nivel da supra-renal (C).?

Nas células dos musculos lisos dos vasos a acetilcolina provoca
relaxamento das fibras musculares e vasodilatagio com a produgio
de 6xido nitrico, que € reconhecido como um pré-algénico (produtor
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de dor) envolvido na barreira aferente nociceptiva de ativacao de
padrdes vasculares e associada ao sistema nervoso. Em contraste,
em outros 6rgdos e sistemas (como o trato gastrointestinal e o
musculo detrusor da bexiga) a acetilcolina causa a contracio da
musculatura lisa, como faz nos musculos estriados. A acetilcolina
também leva a contragdo da musculatura lisa de células das glan-
dulas salivares e sudoriparas. >

Acdo sobre glandulas (salivar, sudoripara e lacrimal)

A toxina botulinica pode ser utilizada no tratamento da hipera-
tividade de musculos lisos. Ela também afeta os tecidos exdcrinos
glandulares, conseqiientemente pode afetar as fibras eferentes do
sistema nervoso autdonomo. A BoNT/A € conhecida também por
bloquear os neurotransmissores colinérgicos no Sistema Nervoso
Autdénomo 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
Regeneragio Aberrante do Nervo Facial.?!

O bloqueio da salivacdo e da sudoracido também tem sido de-
monstrado através dos anos como explicagio para os efeitos auto-
nomicos da injecdo de BONT/A. As glandulas sudoriparas écrinas
tem um grande papel na termorregulagdo, mas também respondem
a estimulos emocionais. Elas sdo inervadas por fibras simpéticas
(ortossimpdtico) provenientes de nervos espinais

Em reposta ao estimulo nervoso, a acetilcolina € liberada do ter-
minal pré sindptico do nervo e vai se ligar aos receptores colinérgicos
pos-sindpticos localizados na membrana basolateral das glandulas
écrinas. A ativagio destes receptores ird desencadear um influxo de
célcio extracelular para o citoplasma da glandula e assim ativar uma
“bomba osmolar”. A a¢do desta bomba culminard com a despolariza-
¢do da membrana apical da glandula, gerando um potencial negativo
no limen, que por sua vez atraird sédio (Na) para o seu interior. Este
Na se juntara a moléculas de cloro (Cl) para formar cloreto de sédio
(NaCl), que representa o fluido isotonico primdrio glandular. Este
fluido primario sofrerd, na porcao espiral do ducto glandular, uma
reabsor¢do de sais objetivando a preservacao de eletrolitos. Assim
se forma o suor, uma secre¢io hipotonica que sera langcada para a
superficie da pele. A agdo da BoNT/A bloqueando a liberagdo da
acetilcolina quebrara a cascata da formagéo do suor.*

Outra acdo, talvez a mais significativa, € a relativa aos efeitos
autondmicos da toxina botulinica envolvendo a liberacao de calor
e vasodilatagdo apds os exercicios. Estudos de Laser Doppler tem
mostrado que o reflexo da vasodilatag@o pode ser bloqueado apds
o exercicio,* porém utilizando anticolinérgicos nio especificos
(atropina), efeitos similares nao puderam ser demonstrados,
indicando que esta ag¢do ndo usual da BoNT/A ndo pode ser
explicada pela transmissdo sindptica colinérgica neuromuscular
ou tdo pouco pela transmissdo autondmica colinérgica. Estes
efeitos da BONT/A sugerem, mas ndo necessariamente provam,
que outro transmissor ou co-transmissor pode ser responsdvel
pelo efeito biolégico da BoNt/A dentro do canal de desnervagio
criado pelo ponto de inje¢do.’!

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

Acdio 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 duragdo de efeitos da BoNt/A sobre
a bexiga e glandulas, mais uma vez seria muito simplista associar o
mecanismo de agdo da BoNt/A em patologias urologicas somente ao
bloqueio da liberagao de acetilcolina. Evidéncias sugerem que as vias
sensoriais envolvidas no urotélio e sub-urotélio exercam um significa-
tivo papel no mecanismo de coordenag@o da atividade da bexiga.**

Além disto, a utilizacdo da BoNt/A sobre a bexiga mostrou que
ndo s6 induz o relaxamento do musculo detrusor, mas também au-
menta a capacidade vesical, o volume na primeira contracdo reflexa
do detrusor e a complacéncia vesical. Também sao notadas mudancas
na fungdo do detrusor com diminuigdo das pressdes durante as fases
de enchimento e esvaziamento da bexiga. Estas alteragdes levam a
significativas diferengas nos parametros urodindmicos, melhorando a
freqiiéncia e a incontinéncia dos pacientes tratados, além de provocar
melhora na sensagdo fisica da urgéncia urinaria.*

A musculatura lisa do corpo da bexiga ¢ inervada predominan-
temente 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 sensagdo de “bexiga cheia” ¢
transmitida ao cérebro via medula espinal através de dois tipos de
fibras: Ad mielinica, que sdo 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 inervag¢do sub-urotelial imunorreativa.’> A
acdo destes neurotransmissores também impacta fortemente sobre
a mecano-sensacao da bexiga.

O urotélio da bexiga também representa a maior area de superfi-
cie ndo neural para a liberagao de acetilcolina durante o enchimento
vesical. A liberagdo de acetilcolina no urotélio aumenta com o es-
tiramento 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. 3*

A descoberta de miofibroblastos ou células intersticiais no sub-
urotélio, extremamente ligadas por aberturas juncionais e que podem
responder ao ATP de modo similar a ativagdo do ATP bloqueado nos
receptores P2Y, conduzem ao raciocinio que estas células possam re-
presentar o substrato para um orgao receptor ao estiramento (Fig.12).%
Pacientes portadores de hiperatividade detrusora apresentam significa-
tivo aumento no numero de fibras nervosas expressadas por TRPV1 e
P2X, quando comparados com sujeitos normais. Também apresentam
aumento na densidade da Substancia P, e dos Fatores de Crescimento
Neurogénico em fibras nervosas imunorreativas, que ndo podem ser
explicadas pelo aumento da densidade nervosa.** A diminuigdo dos
receptores sub-uroteliais P2X, induzida pela aplicacdo de BoNT/A,
sugere um mecanismo de agdo em parte aferente mediado e esta rela-
cionada com a melhora do sintoma de urgéncia urinaria.**3¢
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Urina
(mudangasde pH e temperatura, estiramento mecanico)

Legenda
bl = lamina basal; mf = camada de miofibroblasto; det = masculo detrusor; ATP = adenosina trifosfato;
P2X, = receptor purinérgico; TRPV1 = receptor de capsaicina; ACh = acetilcolina; NGF = fafor de cresci-
mento neurogénico; SP = Substancia P; NK1 e P2Y = receptor de miofibroblasto; M2 e M3 = receptores
muscarinicos para acetilcolina.

Figura 13
Mecanismo de agdo em cascata proposto para a agdo da foxina botulinica quando injetada intravesi-
calmente, através da maltipla inibic@o da liberag@o de neurotransmissores e de neuropeptidios pelos
nervos do urotélio e sub-urotélio reduzindo a expressto axonal do complexo SNARE dependente de
profeinas que estariam envolvidas na mec@no-sensagdo 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 degeneragao das mes-
mas. Também ndo se notam alteragdes histologicas na densidade das
fibras musculares, atrofia muscular, ou outra mudanga degenerativa;
além de existir poucas evidéncias em relacio a brotamentos axonais
neoformados. A falta de brotamentos axonais pode ser explica pela
diminui¢do nos niveis do fator de crescimento neurotréfico na bexiga
apos a aplicagdo de BONT/A.* Estes fatos reforcam o conceito que o
mecanismo de agdo 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 libera-
¢do de fatores de crescimento neuronal na mucosa modulando os
padrdes vesicais através da inervagdo sensitiva.** Somando-se ao
efeito direto sobre os nervos levando informagoes aferentes para
a bexiga, a BoONT/A também exerce acdo no detrusor através do
bloqueio da fungio eferente dos nervos sensoriais. **

Assim, 0 mecanismo de a¢ao proposto em nivel de bexiga inclui
nao s6 o bloqueio da liberagdo de acetilcolina, mas também bloqueio
do ATP, substancia P, e reducio na expressao axonal de receptores
purinérgicos e de capsaicina.”’ Isto pode ser seguido de uma dessensi-
bilizagdo central através do decréscimo do aporte de substancia P e de
fatores neurotréficos. A somatéria destes efeitos leva auma duradoura
inibicdo dos mecanismos aferentes e eferentes, que formam a base
fisioldgica para a sintomatologia da hiperatividade detrusora.*

Prostata

A BoNT/A tem sido utilizada também sobre a prdstata, para o
tratamento das obstrugdes com ou sem hiperplasia. Os resultados
mostram melhora nos sintomas, com diminui¢do do volume pros-

tatico, aumento do fluxo maximo, diminuicao do residuo urinario,
e melhora nos indices de qualidade de vida.*

O mecanismo de agdo aventado para este fato € o aumento dos
indices de apoptose e redugio nos indices de proliferacio celular,
resultando em uma marcada reducio 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 redug¢@o do volume prostatico, o mecanismo de acao
da BoNT/A neste nivel ainda ¢ alvo de investigagao.*

Ainda a BoNT/A, em modelos animais, induz ao decréscimo
de células inflamatdrias e de marcadores como o COX-2,*® o que
suporta a teoria da sua utilizagdo, de forma intraprostatica, no
tratamento de quadros de prostatite. A melhora dos niveis de PSA
e aumento da apoptose também implicam na possibilidade de uti-
lizagdo no tratamento do cancer de préstata. 3%404!

D. SISTEMA NERVOSO CENTRAL - EFEITOS
DIRETOS E INDIRETOS

A toxina botulinica ndo pode atingir o Sistema Nervoso
Central (SNC) por difusio; a barreira hematoencefédlica impede.
Devido ao fato da neurotoxina botulinica necessitar de meio
4cido para a translocagdo da cadeia leve para o citoplasma da
juncdo neuromuscular, e esta condi¢do existe, provavelmente
um possivel transporte retrogrado fica dificultado'® e quando
ocorre este seria predominantemente de metabolitos da toxina e
nao da porgdo ativa.”>*® Porém, continua incerto se a BONT/A
poderia ter um transporte retrogrado para o SNC através de certas
populacdes de neurdnios, 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 redu¢@o dos sintomas dolorosos, falando clinicamente.*?

Recentemente, foi demonstrado um transporte retroaxonal e
transcitdsico, ou seja, a toxina nao s6 se moveu sobre o nervo ao
qual se conectou através da jun¢do neuromuscular, mas passou
para as proximas sinapses medulares e centrais.” Porém, os autores
deste estudo notaram que esta migragdo da toxina ficou limitada
as células de proje¢do cerebral do misculo alvo, podendo teorica-
mente potencializar o efeito local da inje¢do.* Em outro estudo a
injecdo de BoONT/A na musculatura extraocular de gatos mostrou
alteracdes nos padrdes dos motoneurdnios tanto do lado ipsi-lateral
como do lado contralateral ao injetado.**® Modifica¢cdes morfo-
l6gicas na organizacdo sindptica ao redor dos motoneurdnios e
muitas mudangas no sistema motor (incluindo niveis corticais)
também té€m sido reportadas, porém todas parecem ser agdes
indiretas. Para uma a¢do direta da BoONT/A sobre o SNC seria
necessario haver uma falha na barreira hematoencefilica, como
fenestras capilares por onde ela entraria. Isto poderia explicar
alguns fendomenos auténomos eventualmente observados como
midriase, alteragdes vasculares e cardiacas.’!
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Em resumo, apesar dos diferentes achados experimentais, até o
momento ndo podemos excluir a hipétese que as alteragcdes notadas
no SNC sejam resultado indireto das alteracdes sensério-motoras
induzidas pela agdo periférica da BoONT/A.

CONSIDERACOES GERAIS

Antigenicidade

Desde que as toxinas botulinicas sdo protefnas estranhas ao
organismo humano, anticorpos podem ser formados contra a por-
¢do téxica ou contra as suas proteinas ndo toxicas. A exposicao
a antigenos de toxina botulinica estimulam uma resposta imune
ativando linfécitos B e T, células de memdria imune, formagdo de
citoquinas e finalmente a formacéo de anticorpos.®

Os anticorpos bloqueiam a atividade biolégica e induzem a
falha terapéutica. Estes anticorpos sdo chamados neutralizantes
ou bloqueadores. Os anticorpos formados contra as porgdes
protéicas ndo téxicas sdo chamados ndo neutralizantes.® Os
anticorpos neutralizantes se ligam aos antigenos da toxina
botulinica diminuindo sua efetividade e as células de memoria
irdo ser acionadas provocando respostas imunes em aplicagdes
seqiienciais. Este fato tem alta relevancia clinica uma vez que
repetidas aplicagdes sdo normalmente necessdrias para o trata-
mento de afec¢des 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 correlacio
com a carga protéica injetada, e este fato estd relacionado com
a formulac@o utilizada. O risco ndo estd associado a atividade
biolégica per si, mas com a quantidade e a freqiiéncia com que o
antigeno se apresenta ao sistema imune.’

Quando uma toxina é fabricada e estocada mudancas na sua
conformacao podem levar a inativag¢do parcial de moléculas. A
inativagdo leva a perda da atividade bioldgica, mas o potencial
imune € mantido e conseqiientemente pode haver a indugdo da
formacao de anticorpos. Assim, a quantidade de toxina inativa
contida em uma preparacao determina seu potencial imunogénico.
A relacdo entre a poténcia bioldgica e quantidade de neurotoxina
é chamada de “atividade biolégica especifica” e € utilizada como
pardmetro para a determinagdo da qualidade imunoldgica de uma
preparacio terapéutica.’

Outro fator de risco para a falha terapéutica € 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 nio
tem se mostrado como fatores de risco.’

Um conceito adicional, no que tange a formacéo de anticorpos,
€ que o fendmeno de reagio cruzada pode ocorrer entre 0s sorotipos
de toxina botulinica e com a neurotoxina do tétano. Também a
formacio de anticorpos contra um segundo sorotipo é mais rapida
quando ja pré existem anticorpos contra outro sorotipo.'>*' Em
sendo a formagdo de anticorpos um problema em potencial para a
terap€utica com toxina botulinica, a sua formacao deve ser evitada
através a utilizacdo da menor dose terapéutica possivel, associada
ao maior intervalo entre duas aplicagdes. '>2!

Inicio e duracdo de acdo

A BoNT/A quando injetada no mdsculo estriado inicia seu
efeito de paresia normalmente entre o 2-5 dia e este persiste por 2-3
meses quando gradualmente acontece uma recuperagdo. Quando
sdo formados anticorpos antitoxina botulinica, a duragio de acdo e
a extensdo do efeito maximo terapéutico tendem a diminuir (falha
parcial) antes que haja a falha total no tratamento. A duragdo de
acdo pode variar entre pacientes que sofrem da mesma patologia
e entre pacientes que sofrem de diferentes condi¢des patoldgicas.
Quando o mesmo paciente € tratado com 0s mesmos parametros e
nao desenvolveu anticorpos, os efeitos tendem a ser estaveis."”

Correlacdo dose-intensidade de resposta

Existe correlacdo entre a dose e a extensao da paresia provocada.
Por outro lado, uma dose relativamente baixa de BoNT/A pode pro-
vocar uma paresia substancial. A observacdo das curvas dose-resposta
podem ser tteis para a otimizacdo da utilizacéo da toxina."

Correlacdo dose-duracdo de resposta

Existe também uma correlag@o entre a dose e a duracdo da res-
posta terapéutica. Porém esta correlacao é mais forte quando baixas
doses da toxina sdo utilizadas; com altas doses a duracao de efeitos
parece ser saturada em 3 meses (para musculos esqueléticos)."

Efeito da diluicdo

Esté estabelecido que o aumento da diluigio favorece a dispersao da
toxina no musculo alvo e este fato impactara nos efeitos terapéuticos e
nas reacOes adversas. Porém, nao esté até o momento estabelecido qual
seria a relagdo de dilui¢io Gtima para cada aplicagdo da BoNT/A."

Atrofia muscular

Quando injetada em musculos hiperativos, a paresia induzida
pela BoNT/A provoca uma reducéo no didmetro das fibras mus-
culares 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 ndo é um efeito obrigatério."”

Dire¢cdes Futuras

Atualmente, existe uma grande preocupacdo relacionada com
bioterrorismo. O tratamento cldssico, com terapia de suporte e
anti-soro polivalente de cavalo, ndo seria suficientemente eficaz
em termos de saude publica, em uma situa¢do de calamidade.
Desta forma, vacinas estdo sendo desenvolvidas para promover
a protecdo imune das populagdes. Vacinas recombinantes utili-
zando os dominios de ligacdo das toxinas ou holotoxinas inativas
ou ainda as cadeias pesadas na forma de administragdo oral ou
nasal estdo em investigacdo.5!?

A vacinagio protege contra a exposicao sistémica a neurotoxina
botulinica, mas também impede a sua utilizagio terapéutica. Uma
alternativa para esta situag@o seria a utiliza¢@o de anticorpos humanos
monoclonais, porém esta op¢ao é muito custosa economicamente. !>

Outra possibilidade € a reversdo dos sintomas de botu-
lismo através da inativagdo precoce da cadeia leve da toxina
botulinica. Deste modo, a atividade enzimatica da cadeia leve
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seria bloqueada aos primeiros sintomas de botulismo e assim a
duracdo destes sintomas seria encurtada. Estes inibidores espe-
cificos estiao sendo desenvolvidos para os sorotipos A e B das
neurotoxinas botulinicas.®!?

A possibilidade da utilizagdo de fragmentos das neurotoxi-
nas botulinicas € muito estimulante. Por exemplo, aproveitar as
propriedades das neurotoxinas em transportar grandes polipep-
tidios através das membranas pode ser util para fazer chegar
farmacos a alvos celulares. Também a utilizagdo das bactérias
C. botulinum para o tratamento de cincer, onde bactérias apa-
togénicas poderiam colonizar dreas hipdxicas dos tumores e
serem Uteis para transportar drogas anticancer especificamente
para as células tumorais.®

CONCLUSOES

Apesar das condi¢des patoldgicas, que levam a alteragdo do
tonus muscular e a distdrbios do movimento serem as indicac¢des
mais importantes para a utilizacio terapéutica da toxina botulinica,
as suas propriedades de modificar o controle colinérgico do sistema
vascular e as fung¢des autdnomas, a tem projetado no sentido do
tratamento de outras e diferentes condi¢des clinicas, como a hipe-
ridrose e a hiperatividade detrusora.

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

Ainda a toxina botulinica atuando sobre outros neurotrans-
missores, que nao a acetilcolina, pode induzir uma sensibili-
zagdo periférica, que levard a mudangas periféricas e centrais.
Ela ainda € capaz de reduzir a dor neurogénica inflamatoria e
sendo transportada no nervo periférico, diretamente influencia
a producgdo de Substincia P, em nivel dos ganglios dorsais, e
assim adiciona mais um fator de inibicdo a hiperexcitabilidade
medular. A toxina botulinica também pode afetar as funcgdes
neuronais centrais corticais supra-segmentares, mas este € pro-
vavelmente um efeito indireto.

Em situagdes especificas, como na dor neuropatica ou durante
a fase de inflamacao neurogénica, as caracteristicas de afinidade
da toxina botulinica parecem ficar aumentadas, facilitando a sua
interacdo com outras estruturas nao colinérgicas, como € o caso
dos aferentes nociceptivos.

Assim a toxina botulinica continua a despertar um grande in-
teresse no meio médico e cientifico. A medida que sua estrutura
e modo de acdo tém sido dissecados” e “ampliados”, novas indi-
cacgdes e usos tém sido aventados; incluindo vacinas, inibidores
sorotipo especificos e formulagdes terap€uticas.

A sua utilizagdo clinica requer do médico conhecimento da
doencga, da anatomia, da fisiologia, da farmacologia e da far-
macocinética, porém a sua adequada utiliza¢do pode promover
o alivio dos sintomas de diferentes pacientes, em diferentes
indicacdes 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 € uma questao de dose.
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