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Resumo

Clostridium botulinum refere-se a um grupo de bactérias positivas, anaerébias, em
formato de bacilo, que produzem esporos. A principal caracteristica delas é a producéo da
toxina botulinica, uma neurotoxina capaz de causar o botulismo, levando a paralisia
descendente e até 6bito. Apos alguns casos de intoxicacdo alimentar em 1817, ocorreu o
primeiro registro desta toxina, cujo isolamento e purificacdo levaram a sua aplicacédo
biotecnoldgica nas areas de salde e estética. Botox® € o nome registrado pela empresa
Allergan, referente a toxina botulinica tipo A, a qual é introduzida no organismo humano.
Atualmente, dentre as diversas aplicacbes do Botox®, estd o tratamento de estrabismo,
bruxismo, hiperidrose, distonias e tremores, além de correcdes estéticas relacionadas a rugas
e marcas de expressdo. Ha efeitos adversos relacionados ao uso da toxina botulinica tipo A,
ocorrendo desde mais leves (como hematomas, dores locais, infec¢des etc.) a raros e mais
graves (por exemplo, botulismo, anafilaxia sistémica e até morte). Além disso, existem
contraindicacBes para o uso do Botox®, sendo algumas delas: gravidez, amamentacédo e

alergias a toxina.
Palavras-chave: toxina botulinica, Clostridium botulinum, neurotoxina, Botox®, aplicagdes do Botox®

Botox®: Aplicac&o Biotecnoldgica da Toxina Botulinica

Introducéo

A bactéria Clostridium botulinum é a principal espécie responsavel pela producao da
toxina botulinica, causadora do botulismo (doenca neuroparalitica), sendo esta a toxina de
maior efeito potencialmente téxico conhecida atualmente.™ Ela pode causar paralisia
descendente (que se inicia no cérebro e encaminha-se para os membros inferiores), disfagia
(dificuldade para engolir), fadiga e cansaco, entre outros;? porém, desde a década de 1960,
as aplicacgdes da toxina botulinica (mais especificamente, do tipo A) vém se expandindo para
tratar certas disfuncGes musculares e na area da estética.

Desta forma, essa revisdo tem como objetivo abordar com mais detalhes informagdes
sobre C. botulinum, o mecanismo de acdo da neurotoxina botulinica e as aplicagdes e efeitos
adversos do Botox®.

Bactéria produtora da neurotoxina botulinica

Clostridium é um género fenotipicamente e filogeneticamente diverso composto por
mais de 100 espécies com caracteristicas em comum, as quais incluem a formacéo de
enddsporos resistentes a quimicos e ao calor, parede celular gram positiva nas células em
fase vegetativa, metabolismo fermentativo e anaerdbico e, ainda, baixo contetdo G+C
(guanina+citosina), de 26 a 33% em espécies toxigénicas.” Pensando na bactéria Clostridium
botulinum, por sua vez, trata-se da designacdo dada ao grupo de bactérias gram-positivas,



anaerébias, em formato de bastéo (bacilo, Figura 1) e formadoras de esporos que produz a
toxina botulinica, a ser caracterizada a seguir.®! Uma caracteristica importante dessa bactéria
€ a formacé&o dos esporos, 0s quais sdo capazes de sobreviver por longos periodos no ar ou
podem germinar na presenca de oxigénio, enquanto as células vegetativas sdo sensiveis a
esse composto e morrem gradualmente. !

Figura 1: Clostridium botulinum
Fonte: Dominio publico (PHIL-CDC)™

Sabe-se que a espécie C. botulinum € heterogénea, dividida em quatro grupos
filogenéticos distintos, de acordo com a sua capacidade de produzir a neurotoxina botulinica;
desta forma, ha distingdes entre os Grupos C. botulinum | a IV que geram quatro espécies
distintas, mesmo que a identificacdo seja mantida pela importancia da habilidade de formacéao
desta toxina. Interessantemente, em todos esses grupos ha descricdo de organismos nao
neurotoxigénicos, mas filogeneticamente equivalentes, e linhagens de C. baratii e C.
butyricum também ja foram descritas como produtoras da toxina botulinica (sendo
indistinguiveis das demais linhagens tipicas além desta producado), formando a neurotoxina
tipo F e tipo E, respectivamente, sendo ambas bactérias meséfilas.™® De maneira geral, os
Grupos | e 1l (C. botulinum proteolitico e ndo-proteolitico, respectivamente) geram a maioria
dos casos de botulismo em humanos.! Quanto aos Grupos, o quadro abaixo (Quadro 1)
apresenta algumas de suas principais caracteristicas.

Quadro 1: Grupos de Clostridium botulinum.

Grupos Caracteristicas®

Mesofilo que forma esporos de elevada resisténcia ao calor e as
linhagens produzem uma ou duas neurotoxinas do tipo A, B ou F.
Muitos dos casos de botulismo em regides como EUA, América do
Sul e China, estdo associados a esse grupo.

Grupo I (C.
botulinum
proteolitico)

Psicrotréfico que forma esporos de resisténcia moderada ao calor e
as linhagens deste grupo formam uma Unica neurotoxina do tipo B,
E ou F. C. botulinum nao-proteolitico do tipo B e E sao frequentes
em casos de botulismo alimentar.

Grupo Il (C.
botulinum n&o-
proteolitico®)

Grupo lll Mesdfilo que forma neurotoxinas do tipo C e D.




Grupo IV Mesdfilo que forma neurotoxina do tipo G.

Fonte: Autoria propria.
2informagdes em 161,

b diferente dos proteoliticos, ndo s&o tio resistentes ao calor e em aproximadamente 80°C
ocorrem danos subletais pela inativacdo de enzimas envolvidas na germinagéo.

Mecanismo de acdo da neurotoxina botulinica

As neurotoxinas botulinicas sdo consideradas as toxinas mais potentes conhecidas,
sendo altamente especificas ao seu alvo, elevando a sua periculosidade.® Existem sete
toxinas botulinicas conhecidas (tipos A a G), distintas a principio pela reagdo de neutralizacdo
toxina-antitoxina, ja que o anticorpo neutraliza apenas neurotoxinas do mesmo sorotipo; junto
a isso, o conhecimento sobre 0 mecanismo de acao e a composicéo dos genes que codificam
essas neurotoxinas mostraram-se de acordo com a classificagdo descrita. Porém, apenas
através do uso de anticorpos monoclonais e comparacdes genéticas é possivel distinguir
diferentes subtipos de cada neurotoxina botulinica.™

Quanto a descricao molecular, a toxina botulinica €, simplificadamente, uma proteina
com trés porcdes distintas (Hc e Hn - compdem a cadeia pesada e sdo responsaveis,
respectivamente, pela ligagdo com o motoneurdnio e pela internalizagéo e translocacéo da
membrana da célula nervosa; e L - cadeia leve, porcao catalitica, proteolitica, com ion zinco
na cavidade que forma o sitio ativo).®'® Na Figura 2, observa-se uma representacgio
tridimensional da toxina botulinica tipo A, com diversas aplicacdes a serem discutidas adiante.

Figura 2: Representacéo tridimensional da Toxina Botulinica A com seus trés dominios: de
ligacéo (BD), de translocacao (TD) e catalitico (CD).

Fonte: [20]

O mecanismo de acdo da toxina baseia-se na inibicdo da liberacdo exocitética da
acetilcolina nos terminais nervosos motores, promovendo a diminuicdo da contracédo
muscular.®! Essa atuacdo € seletiva no terminal nervoso periférico colinérgico, sem
ultrapassar a barreira cerebral e n&o inibe a liberacdo de acetilcolina ou demais
neurotransmissores neste local. Todo este processo depende das seguintes etapas: difusao,
neurotropismo, ligacéo, internalizagéo e toxicidade intracelular a partir de elevada afinidade
com receptores da parede intracelular do terminal pré-sinaptico.** De forma geral, o efeito €
dado da seguinte forma, considerando como exemplo a neurotoxina botulinica tipo A:

e A neurotoxina liga-se ao terminal da placa motora a partir da cadeia pesada,
como mostrado anteriormente, junto a receptores caracteristicos;*"

e HA& endocitose, promovendo a internalizacdo da neurotoxina, seguida da
liberacdo da cadeia leve (dominio catalitico), o que ocorre em pH baixo;*!



e Ocorre a denervacao quimica funcional, diminuindo seletivamente a contragao
muscular, ja que a cadeia leve promove a quebra das proteinas que atuam na
fusdo das vesiculas de acetilcolina com a membrana celular do terminal
nervoso, ou seja, inibe a exocitose do neurotransmissor. 12 Essa agéo ocorre
pela atividade metaloproteasica zinco dependente da cadeia leve. €

Além disso, esse processo gera um influxo de ions calcio quando a fusdo é
interrompida, o que reverte parcialmente o efeito da toxina; ainda, ha evidéncias de que, com
o0 tempo (cerca de dois meses) a denervacdo quimica gerada estimula a expansédo de
brotamentos axonais laterais, 0s quais restauram parcialmente o ténus muscular quando
esses brotamentos estabelecem uma conexdo sinaptica fisica com a juncdo
neuromuscular.®*? Com o tempo, as proteinas de fusdo se restabelecem e ocorre a involugdo
dos brotamentos gerando a recuperacdo da juncdo neuromuscular.

O bloqueio induzido pela toxina botulinica do tipo A varia de semanas a meses, a
depender também da condi¢cdo patolégica para a qual foi aplicada, e, ao ser injetada no
musculo esquelético, a paresia ocorre entre 0 segundo e o quinto dia e persiste por dois a trés
meses, quando ocorre uma recuperacdo. Ainda, a via metabdlica da toxina ndo esta muito
bem documentada, podendo ser explicada pela presenca de proteases que degradam as
cadeias polipeptidicas da toxina e o efeito em si gerado é dado de forma irreversivel, mas
como as células musculares se renovam ao longo da vida, hd uma reversao com o tempo e
necessidade de reaplicacdo; a questao da reversibilidade também depende da dose e da
frequéncia com a qual é realizada.

Sozinhas, as bactérias C. botulinum ndo sdo danosas, mas podem produzir elevadas
guantidades de toxina botulinica quando privadas de oxigénio, como em latas fechadas ou
garrafas, solo estagnado ou lama, ou, ocasionalmente, no corpo humano;®*? assim, além das
importantes aplicacdes biotecnolégicas que a neurotoxina pode apresentar, cabe destacar
gue ha possibilidade de intoxicacao pelas neurotoxinas botulinicas, principalmente através do
consumo de alimentos contaminados (botulismo de origem alimentar - foodborne botulism,
geralmente pelas toxinas tipo A, B e E), mas também por infeccdo de uma ferida por esporos
da bactéria, os quais germinam e produzem a toxina localmente (botulismo de feridas - wound
botulism), e em criancas entre 3 semanas a 8 meses de idade que ingerem esporos viaveis
da bactéria que germinam e geram a toxina em qualquer local do corpo (botulismo infantil -
infant botulism, afeta apenas criangas pequenas por ndo terem resisténcia imunoldgica
preparada para defendé-las).[314

Historico

A historia do Botox® (nome comercial) esta interligada com o descobrimento da toxina
botulinica e a mudanca de paradigma entre uma substancia letal e uma substancia com
possiveis fins terapéuticos. O primeiro relato da existéncia da toxina botulinica ocorreu em
1817, com a associacdo de casos de intoxicacéo alimentar grave pelo consumo de alimentos
mal preservados. Apés a andlise de alguns casos, 0 médico alemdo Justinus Kerner
correlacionou o consumo dessa substancia em alimentos infectados com o bloqueio da
conducao elétrica nos nervos responsaveis pelos movimentos musculares, sendo essa uma
condicdo bem caracteristica. Além disso, Kerner hipotetizou que algumas doencas
relacionadas ao sistema nervoso poderiam, talvez, ser tratadas com baixas doses dessa
toxina.l*

A ocorréncia de um surto de casos relacionados com a intoxicacdo por toxina
botulinica em 1897 auxiliou o Professor van Emengern a descobrir o organismo produtor
dessa substancia, de modo que, nos anos posteriores, foi possivel o isolamento da toxina da
bactéria. Entretanto, a purificacdo e cristalizacdo da proteina apenas foram realizadas
décadas depois.

No inicio dos anos 1960, o médico americano Alan Scott realizou o teste da substancia
botulinica sob a forma diluida em humanos com o quadro de estrabismo, a fim de reduzir o



desalinhamento involuntario nos olhos. O tratamento foi um sucesso e possibilitou a
abrangéncia da sua aplicacdo, como no tratamento de espasmos faciais. A tecnologia
inicialmente chamada de Oculinum foi renomeada para Botox® apds a compra pela empresa
farmacéutica Allergan. Posteriormente ao tratamento de condigbes, observou-se o
“rejuvenescimento dos pacientes” com a suavizagao das linhas de expressdes presentes na
face. A nova descoberta foi publicada no The Journal of Dermatologic Surgery and Oncology
e emergiu como um dos grandes tratamentos dermatolégicos, visto que ndo surtia efeitos
colaterais (a principio), apenas apresentava uma aplicacdo dolorosa (que ja esta sendo
contornada pelo desenvolvimento da toxina sob a forma de gel, pelo laboratério farmacéutico
Revance). Desde entdo, a popularidade do tratamento com a toxina s6 aumentou: nos
Estados Unidos, o numero de usuarios submetidos a esse tipo de procedimento entre 2000 a
2015 aumentou 748%, demonstrando o uso alternativo da toxina botulinica. &4

AplicacGes do Botox®

A toxina botulinica tipo A possui uma vasta area de aplicacdes, que usufruem da
capacidade desta de impedir a contracdo muscular, levando ao seu relaxamento.
Popularmente, seu uso é conhecido em procedimentos estéticos, com reducdo e até
desaparecimento de rugas e marcas de expressao, principalmente na face. A aplicacédo de
Botox® para definir a estética corpdrea se acentuou ao longo dos anos, com o grande desejo
popular de atingir os padrdes estéticos e o rejuvenescimento.® Inicialmente, porém, o Botox®
foi utilizado para a corre¢do do estrabismo:® devido ao comprometimento de algum dos
musculos que regem a movimentacao ocular, ocorre um desvio da angulacédo de um dos olhos
do individuo.™® O relaxamento do musculo causado pela substancia leva o olho a se deslocar
para a regido inversa ao desvio, normalizando-0.'"1 Quanto & dosagem do Botox®, cada
unidade (U) corresponde a DL50, a qual caracteriza a dose intraperitoneal letal média do
Botox® calculada em camundongos. 1€

O Botox® também pode ser aplicado em pessoas com distonias (sindrome neuroldgica
gue causa a contracdo muscular involuntaria), tremores, entre outros. A aplicacdo da
substancia inibe as contracdes pelo relaxamento da musculatura atingida, podendo ainda ser
utilizada em casos de bruxismo (contracdo excessiva dos musculos mastigatérios ao dormir,
por diversos motivos, como ansiedade e estresse).'® Além disso, como impede a liberagéo
de acetilcolina, a toxina botulinica A é capaz de impedir o estimulo a secre¢do de suor se
aplicada a regides como as axilas,?” sendo utilizada em casos de hiperidrose (suor excessivo
em certas partes do corpo, em geral, axilas, pés e maos).?!

Efeito adversos e contraindicacdes do Botox®

E importante frisar que o uso do Botox® possui efeitos adversos; os mais relatados
estao relacionados a pratica de cosmética, sendo eles de menor extensdo e moderados em
gravidade. A alta dosagem aplicada pelo ramo estético pode resultar em pequenas
complicagdes, como hematomas, edema, dor no local de aplicagéo, dor de cabeca, infecgéo,
xeroftalmia, entre outros. Entretanto, alguns outros efeitos menos comuns podem ser
identificados - por exemplo, ptose da sobrancelha e blefaroptose, decorrente da dispersao
ndo-intencional da toxina pelo musculo elevador orbicular, apés aplicacdo nos muasculos
glabela, précero e corrugador, levando a fragueza muscular. Entre os eventos raros,
destacam-se as reacOes alérgicas, desde erupcdes cutdneas a eventos de anafilaxia
sistémica, e disfagia, botulismo e morte, por disseminacéo sistémica da toxina. 222

As contraindicagbes para o uso da toxina botulinica abrangem: gravidez,

amamentacdo, distarbio dismorfico corporal, alergias a prépria toxina, distarbios
neuromusculares, cicatrizes, queloides e miopatias de esclerose lateral amiotroéfica. 2!

Discusséao e Conclusdes



A especificidade com que a toxina botulinica age sobre seu alvo a torna extremamente
perigosa, ainda que este seja um ponto positivo em sua aplicacéo biotecnoldgica na area da
saude. O Botox®, marca registrada pela empresa Allergan que se refere a toxina botulinica
tipo A, atualmente possui diversas aplicacdes, sendo utilizado para sindromes como o
estrabismo, a distonia e o bruxismo, além de aplicabilidade no rejuvenescimento da aparéncia
(principalmente na regido facial).

Em suma, a toxina botulinica pode ser muito prejudicial para o corpo humano ja que,
ao se disseminar pelo organismo, tem carater neurotoxico e gera o botulismo, podendo levar
a morte. Porém, com o0 avan¢o da tecnologia, através de processos de isolamento e
purificacdo, foi possivel reverter o papel da toxina botulinica do tipo A: ainda que possua
efeitos adversos, sua incorporacdo como forma de tratamento para distirbios foi de grande
importancia para a area da medicina, além de ter se tornado um recurso muito popular para
procedimentos estéticos.
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