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RESUMO

A toxina botulinica é produzida pela bactéria Clostridium botulinum, que atua na
juncao neuromuscular e inibe a acéo da acetil colina, impedindo que haja contracao
muscular. Devido ao seu mecanismo de acéo, 0 seu uso possui diversas finalidades
terapéuticas e estéticas. Porém o seu efeito € transitorio, sendo necessario a
realizacdo de aplicacbes frequentes do produto. Com isso, tem se levado em
consideracao o desenvolvimento da formacao de anticorpos, fazendo com que o0s
pacientes criem resisténcia ao tratamento com a toxina. O objetivo desse estudo foi
realizar uma revisdo de literatura para avaliar os fatores que podem causar
imunogenicidade e seu impacto no tratamento dos pacientes.

Palavras-chave: Imunogenicidade, Toxina Botulinica, Botox.



ABSTRACT

Botulinum toxin is produced by the bacterium Clostridium botulinum, which acts at
the neuromuscular junction and inhibits the action of acetyl choline, preventing
muscle contraction. Due to its mechanism of action, its use has several therapeutic
and esthetic purposes. However, its effect is transitory, requiring frequent
applications of the product. With this, the development of antibodies has been taken
into consideration, causing patients to become resistant to treatment with the toxin.
The objective of this study was to conduct a literature review to evaluate the factors
that can cause immunogenicity and its impact on patient treatment.

Keywords: Immunogenicity, Botulinum Toxin, Botox.
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1 INTRODUCAO

A toxina botulinica foi clinicamente utilizada pela primeira vez na década de
1970 em oftalmologia para tratar o estrabismo e ao longo dos ultimos 20 anos
ganhou ampla utilizacdo em diversas areas da medicina e estética. A vasta gama
de indicacdes médicas para toxina botulinica inclui desde distarbios do movimento
(por exemplo, espasticidade, distonia cervical), distirbios urolégicos (por exemplo
bexiga hiperativa), até aplicagcdes cosméticas.

Na odontologia, a toxina botulinica € usada como forma de tratamento para
cefaléia tensional, disfuncdo temporomandibular (DTM), dor orofacial, bruxismo,
sorriso gengival, queilite angular, sorriso assimétrico, hipertrofia de masseter, pos-
operatorio de cirurgias periodontais e de implantes, sialorreia além de aplicacdes

estéticas.

Neurotoxinas botulinicas (BoNTs) sdo toxinas proteicas produzidas pela
bactéria anaerdbica Gram-positiva Clostridium botulinum. Elas sdo expressas como
um polipeptideo de cadeia Unica inativa, que € fracionado pés traducdo em duas
subunidades de cadeias peptideas, uma subunidade pesada com 100 kDa e outra
subunidade leve com 50 kDa, que estdo ligadas por uma ponte de dissulfeto
(KUMARAN et al, 2008).

De acordo com Atassi (2015) injecbes de doses subletais da toxina no
musculo afetado provocam o seu relaxamento temporario. Porém, a acao clinica
da toxina tende a reduzir em semanas ou meses (dependendo do sorotipo usado)
apos a injecao, sendo necessaria a reaplicacdo em 3 a 6 meses, 0 que pode resultar

na resposta a anticorpos que podem bloquear a acdo da toxina.

Multiplos fatores podem induzir a imunogenicidade, tais como a producao de
carga de proteinas antigénicas e a presenca de proteinas acessorias. Além disso,
fatores relacionados com o tratamento; tais como a dose global de toxinas, a
frequéncia das injecOes, e a exposicdo prévia a toxina botulinica também pode

influenciar na imunogenicidade.

A imunogenicidade pode ser primaria ou secundéaria. A ndo-resposta

priméria ocorre quando ha falta de resposta a primeira aplicacdo de toxina



botulinica e a ndo-resposta secundaria ocorre em pacientes que responderam
anteriormente, mas a o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes tornou a

toxina botulinica menos eficaz ou ineficaz (NAUMANN et al, 2013).
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2 PROPOSICAO

O objetivo desta revisao de literatura é avaliar o impacto da imunogenicidade

na resposta do paciente ao tratamento com toxina botulinica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A terapia com toxina botulinica tem sido uma opc¢ao de tratamento segura e
eficaz para uma variedade de condi¢cdes neurolégicas e ndo neuroldgicas. De
acordo com Naumann et al (2013), o uso da toxina botulinica é recomendado para
tratar condigdes cronicas como distonia cervical, blefarospasmo, estrabismo,
hiperidrose, entre outras doencas. Em geral, sabe-se que sua aplicacdo é segura,
no entanto, esses procedimentos ndo estéo livres do acionamento de anticorpos
neutralizantes produzidos pelo proprio organismo. Este resultado, por sua vez,
pode acarretar reacfes indesejaveis durante o procedimento, embora sejam

inofensivos, em sua maioria (BIGALKE, 2013).

Ao avaliar 471 casos de pacientes tratados com toxina botulinica, Walter et
al (2020) puderam investigar os principais riscos decorrentes da produgao desses
anticorpos. A priori, foram avaliadas o comportamento da relagdo entre esses
anticorpos com condi¢cbes como espasmos hemifaciais, bleofroespasmo, distonia
cervical, outras distonias e espasticidade. Os resultados apontam que o risco global
de NAB-cSTF é baixo nas indicacdes e formulacbes da BoNT, no entanto, é
recomendavel utilizar a dose mais baixa possivel, particularmente na distonia
cervical e evitar a combinacdo desnecessaria entre diferentes formulacdes. Tais
conclusdes, portanto, apontam para uma necessidade de dedicar atencdo ao

assunto.

Embora a formacao de NABs (anticorpos neutralizantes) continue a ser uma
preocupacao, existem hoje varias estratégias que podem ser utilizadas para mitigar
o desenvolvimento da imunorresisténcia, como o desenvolvimento de formulagdes
de produtos que estdo associados a uma carga minima de proteinas, evitar 0 uso
de adjuvantes, intervalo seguro entre as injecdes, e a utilizacdo da dose menor que
proporcione uma resposta clinica 6tima e que ndo comprometa 0s potenciais
beneficios (BELLOWS & JANKOVIC,2019).

Sob esse viés, esse estudo realizou sua revisdo em 19 artigos cientificos,
encontrados nas principais bases de dados disponiveis. Os resultados estdo

expostos na Tabela 1 a seguir.
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Tabela 1 — Estudos revisados.

Autor

Titulo

Naumann et al (2013)

Immunogenicity of botulinum toxins

Albrecht et al (2019)

High prevalence of neutralizing antibodies after long-term botulinum

neurotoxin therapy

Atassi (2015)

Molecular basis of immunogenicity to botulinum neurotoxins and uses

of the defined antigenic regions

Bellows & Jankovic
(2019)

Immunogenicity Associated with Botulinum Toxin Treatment

Benecke (2012)

Clinical relevance of botulinum toxin immunogenicity

Chinnapongse et al
(2012)

Immunogenicity and Long-Term Efficacy of Botulinum Toxin
Type B in the Treatment of Cervical Dystonia: Report of 4 Prospective,
Multicenter Trials

Frevert (2015)

Pharmaceutical, biological, and clinical properties of botulinum

neurotoxin type A products

Rahman et al (2021)

Immunogenicity to Botulinum Toxin Type A: A Systematic Review With

Meta-Analysis Across Therapeutic Indications

Mathevon et al (2019)

Immunogenicity induced by botulinum toxin injections for limb spasticity:

A systematic review

Srinoulprasert et al
(2020)

Antibody-induced botulinum toxin treatment failure: A review and novel

management approach

Walter et al (2020)

Frequency and risk factors of antibody-induced secondary failure of

botulinum neurotoxin therapy

Lacroix-Desmazes et
al (2017)

Systematic analysis of botulinum neurotoxin type A immunogenicity in
clinical studies

Jankovic et al (2006)

Clinico-immunologic aspects of botulinum toxin type B treatment of
cervical dystonia

Mejia et al (2005)

Long-term botulinum toxin efficacy, safety, and immunogenicity

Fabbri et al (2016)

Neutralizing Antibody and Botulinum Toxin Therapy: A Systematic
Review and Meta-analysis

Hefter et al (2016)

High Botulinum Toxin-Neutralizing Antibody Prevalence Under Long-

Term Cervical Dystonia Treatment

Borodic (2007)

Botulinum toxin, immunologic considerations with long-term repeated

use, with emphasis on cosmetic applications

Bigalke (2013)

Botulinum toxin: application, safety, and limitations

Dressler et al (2003)

Botulinum toxin type B in antibody-induced botulinum toxin type A

therapy failure

Fonte: Elaboracéo propria.
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3.1 Tipos de toxinas

A toxina botulinica é uma proteina produzida por uma bactéria. A bactéria
responsavel por sua origem, chamada Clostridium Botulinum, também é
responsavel pelo desenvolvimento de sete tipos diferentes de toxinas, nomeadas
de A a G, e a mesma é conhecida ha muito tempo devido a suas propriedades de

paralizacdo muscular.

Dos sete BONTs antigenicamente distintos, apenas dois soRarotipos, tipo A
(BONT-A) e tipo B (BONT-B), estdo normalmente disponiveis para uso terapéutico.
O Tipo A (TBA) é o mais potente e amplamente estudado, por isso, o0 mais utilizado

em procedimentos estéticos.

Quanto maior a duracdo, maior a especificidade, e poténcia de BoNT-A e
BoNT-B tornando-os agentes mais eficazes para aplicacdes terapéuticas. Cada
BoNT com o seu nhome distinto difere na composi¢ao, em quantidade do ingrediente

ativo, excipientes, dosagem e poténcia. (BIGALKE, 2013)

Os beneficios terapéuticos da BONT/A ndo sdo permanentes, e sao
necessarias injecdes periddicas. Por outro lado, injecdes repetidas de BoNT/A
representam um risco inevitavel de desenvolvimento das NABs (anticorpos
neutralizantes) (ALBRECHT et al, 2019).

Ainda assim, existem alguns tipos de toxina botulinica A como
Abobotulinumtoxina A, Incobotulinumtoxina A, e Onabotulinumtoxina A usadas para
indicacbes terapéuticas que apresentam baixa incidéncia de anticorpos
neutralizantes, porém as mesmas possuem suas especificidades, que serado

abordadas por alguns estudos nessa revisao.

Hoje em dia, no Brasil, existem 7 marcas principais responsaveis pela
comercializacado de variacdes dos tipos dessa toxina, sao elas: Botox, Xeomin,

Prosigne, Dysport, Botulift, Botulim e Nabota.
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3.2 Relag&o de imunogenicidade

A respeito da capacidade de prevaléncia de anticorpos neutralizantes contra
a toxina botulinica tipo A (BoNT/A), Albrecht et al (2019) realizou um experimento
com um tratamento a longo prazo em diferentes indicacdes neuroldgicas e
observando a relacdo entre a resposta imunoldgica e a aplicacdo da toxina,
considerando varidveis como duracdo do tratamento e condicdo a ser tratada. Os
resultados deste estudo apontaram para um total de 13,9% de respostas
imunologicas mensuraveis (83 de 596 pacientes), onde a principal relacao
identificada foi em relacdo a quantidade de doses, ao passo que a duracdo do

tratamento ou a doencga a ser tratada ndo tiveram muita influéncia.

De maneira semelhante, Bellows e Jankovic (2019) realizaram investigacdes
acerca da relacao de prevaléncia entre os anticorpos e as toxinas. Foi identificado
que a presenca de anticorpos foi atribuida aos intervalos de dosagem, onde uma

menor periodicidade implica num fomento ao desenvolvimento dos anticorpos.

Mathevon et al (2019), por sua vez, identificaram em seus estudos que a
prevaléncia de anticorpos neutralizantes foi de apenas 1%, com diferenca
insignificante entre os trés tipos de toxina botulinica tipo A avaliados. Em
contrapartida, Rahman et al (2021) constatam, a partir dos seus estudos, uma
diferenca um pouco superior de respostas secundarias a partir do tratamento com
essas mesmas toxinas, com resultados de imunorresisténcia, sendo identificados
numa proporgéo de 7,4% em pacientes tratados pela Incobotulinumtoxina A e 0,3%
em pacientes tratados com a Onabotulinumtoxina A. Essa diferenca pode ser
justificada pela metodologia de estudo, onde o tipo de tratamento era diferenciado,

no entanto, representa a variabilidade de possiveis rea¢cdes da toxina.

Ja nos estudos de Lacroix-Desmazes et al (2017), que fizeram avaliacbes
semelhantes a Matheyon et al (2019), ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os resultados a partir da analise da abobotulinumtoxinA e
incobotulinumtoxinA. Além disso, foi constatado que a taxa global de anticorpos
neutralizantes foi, num quadro geral, inferior a 2,1% e, portanto, ndo apresentando

grandes impactos em relagdo a ndo-responsividade clinica.
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Ainda sobre essa perspectiva, Fabbri et al (2016) conduziram um estudo
semelhante onde foi possivel observar que a prevaléncia de NAbs foi mais baixa
(3,5%) entre os pacientes clinicamente respondedores e mais elevada em 53,5%
em pacientes sem resposta secundaria. Cerca de metade dos pacientes que néo

apresentam resposta secundaria ndo tem anticorpos neutralizantes.

A respeito da toxina botulinica tipo B (BoNT/B), Jankovic et al (2006)
realizaram um estudo observacional, de forma que fosse possivel investigar o
comportamento dessa toxina no que tange a imunogenicidade. De acordo com o
estudo, apesar de os efeitos de imunorresisténcia serem baixos na toxina tipo A, &
observado que a utilizacdo da toxina tipo B apresentas melhores resultados, a
depender da situacdo. Dentre elas, a toxina pode se tornar uma alternativa para a
aplicacdo em pacientes que ja tenham desenvolvido anticorpos do tipo A. Além
disso, Jankovic et al (2006) realizaram um experimento em pacientes e foi
observado que um terco das amostras que foram negativadas na primeira analise

apresentaram identificacdo de anticorpos na ultima.

Com essa perspectiva, 0 autor sugere gue seja realizada uma monitorizacao
com MPA nesses casos, sendo necessaria uma maior investigacdo avaliando
outros determinantes da imunorresisténcia, tais como a frequéncia de
administracdo, dosagem e outros fatores potenciais de risco, a fim de identificar a

origem desses numeros.

Para Benecke (2012), a prevaléncia da imunorresisténcia € variante a
depender dos fatores geracionais. Neste estudo foram avaliadas diversas
composicdes e excipientes da toxina botulinica, e foi constatado por Benecke
(2012) que a presenca de proteinas complexantes nos agentes neurotoxinicos
botulinicos é responsavel pelo aumento da carga proteica e pode ser o causador

de respostas imunitarias mais exacerbadas.

Por outro lado, os estudos de Frevert (2012) apontam que os efeitos pds-
operatorios de imunorresisténcia podem ter como origem a presenca de toxinas
inativas e proteinas complexantes, onde a presenca dessas Ultimas contribui para
a carga proteica global da preparagéo, ao passo que se torna irrelevante para sua
eficacia clinica. Além disso, foi identificado que, apesar de essa resposta

imunologica ndo ser uma questdo considerada em procedimentos estéticos, €
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importante se preocupar com os efeitos a longo prazo em pacientes que fazem o

uso regular da toxina.

Hafter et al (2016) realizaram um estudo que objetivava investigar a
influéncia da toxina botulinica a longo tempo. Através do resultado, foi identificado
gue houve uma prevaléncia de anticorpos neutralizantes em doentes tratados a
longo prazo significantemente maior que aqueles tratados a curto prazo, apontando

que o periodo de exposicao € um fator consideravel para esse estudo.

Sob essa perspectiva, para verificar o comportamento da resposta
imunologica a partir da aplicacdo da toxina em pacientes com distonia cervical,
Chinnapongse et al (2012) realizou ensaios clinicos em diferentes cenarios,
utilizando a toxina botulinica BoONT/B, por um longo periodo (6 anos), para avaliar
a evolucédo temporal do tratamento. Com isso, foi identificado que a toxina tipo B se
mostrou eficaz no tratamento a longo prazo, apresentando alto perfil de seguranca

e taxas de resposta clinica sem maiores relacées com o tratamento.

Em consonancia com esse objetivo, Meija et al (2005) realizaram um longo
estudo durante 12 anos, avaliando de forma continua em 45 pacientes. Como
resultado desse estudo, pOGde-se observar que, no total, 20 reacOes adversas
ocorreram em 16 de 45 (35,6%) pacientes apds a sua visita inicial e 11 reacfes
adversas em 10 de 45 (22,2%) pacientes na sua Uultima visita. Dessa forma,
entendendo que um estudo de tamanha magnitude (por levar anos de pesquisa)
possui suas limitacdes, mas os autores concluem que o uso da toxina é um
tratamento eficaz com uma baixa incidéncia de imunogenicidade mesmo apés 18
anos de utilizacdo, particularmente se forem tomadas medidas apropriadas para

minimizar o risco de formacao de anticorpos.

3.3 Ensaios

Existe uma série de ensaios que podem ser realizados para determinar
esses indices. Pode-se citar o ensaio ELISA (“Enzyme Linked ImmunonoSorbent
Assay) que se baseia reacdes antigeno-anticorpo detectaveis atraves de reacdes

enzimaticas e também bioensaios baseados em ratos. No entanto, percebe-se que
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nao existem relacdes consistentes entre a identificagcdo dos anticorpos e sua
resposta clinica (BELLOWS e JANKOVIC, 2019).

Além disso, de acordo com Fabbri et al (2016), um dos maiores desafios para
entender a dindmica relacionada a esses fatores é a limitacdo devido a
heterogeneidade da concepcdo do estudo e dos resultados. Diversos fatores
podem influénciar a producdo de anticorpos a toxina, como por exemplo a
verificacdo se ha predisposi¢cdo genética, frequéncia e local de injecdo, técnica de

injecao, dose cumulativa, entre outros.

Dessa forma, fica claro que a literatura exige estudos mais profundos e,
portanto, ensaios altamente sensiveis e ensaios estruturais especificos que séo
baratos e facilmente acessiveis para monitorizacdo a longo prazo. Uma vez que
estes ensaios estejam disponiveis, devem ser avaliados criticamente em estudos
longitudinais para definir e clarificar a relacdo entre NABs e SNR. Uma melhor
compreensao da imunologia e mecanismos envolvidos no desenvolvimento de
NABs conduzirdo, sem duvida, a estratégias para prevenir ou tratar a

imunorresisténcia relacionada com a BoNT.

3.4 Solucdes

Uma alternativa para bloquear a formacao destes anticorpos € o uso de
peptideos sintéticos. De fato, estes foram capazes de inibir a acédo da toxina in vivo.
Nos estudos de Benecke (2012), a combinacédo de trés peptideos sintéticos fortes
antigénicos foi capaz de bloquear os anticorpos em 88% dos soros de doentes

imunorresistentes.

Por outro lado, Atassi (2015) afirma que a administracdo de epitopos
selecionados, pré-ligados no seu grupo de N (alfa) para monometoxietilenoglicol,
em ratos com anticorpos neutralizantes anti-toxina promove niveis reduzidos de
anticorpo bloqueador nos destinatarios. Sendo assim, uso de peptideos sintéticos
pode ser adequado para aplicacdes clinicas. Os epitopos definidos também devem

ser valiosos na concepcéo de vacinas sintéticas.
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As preparacdes utilizadas para indicagdes cosméticas devem ser testadas
quanto a antigenicidade em estudos prospectivos com testes de anticorpos
disponiveis. Além disso, como os doentes terapéuticos necessitam frequentemente
de injecdes cronicas por muitos anos, as preparacdes com o menor potencial
antigénico devem ser preferidas. (BORODIC, 2007)

3.5 Relag&o com o tipo de aplicagao

Em relacdo ao tipo de aplicacdo para que € utilizado, a prevaléncia de
anticorpos neutralizantes é muito mais baixa apds tratamento com BoNT para a

espasticidade dos membros do que a distonia cervical.

Os estudos analisados indicam que devem ser definidos critérios
consensuais para diagnosticar a ndo-resposta a injecdo de BoNT, porque a
imunogenicidade ndo € a causa mais comum de nao resposta a este tipo de
tratamento. Os anticorpos neutralizantes devem ser procurados em individuos sem
resposta secundaria e sem outra causa que explique a ineficacia do tratamento
(MATHEVON et al, 2019).

O risco global da falha no tratamento pela formacdo de anticorpos
neutralizantes é baixo nas indicacdes e formulacdes da BoNT, logo € recomendavel
utilizar a dose mais baixa possivel, particularmente na distonia cervical e evitar a

combinacéo desnecessaria entre diferentes formulacdes. (WALTER et al, 2020).
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4 DISCUSSAO

A toxina botulinica (BTX) € um tratamento eficaz com uma baixa incidéncia
de imunogenicidade mesmo apos longo tempo de utilizacdo, particularmente se
forem tomadas medidas apropriadas para minimizar o risco de formacao de
anticorpos. (MEJIA et al, 2005). A analise de varios fatores que podem influenciar
o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes (NAbs), ou seja, se ha
predisposicao genética, frequéncia e local de injecdo, técnica de injecdo, dose
cumulativa, e desnaturacdo de toxinas que ndo foram especificamente avaliados
devido a escassez e heterogeneidade dos dados. A identificacdo de todos estes
dados em falta devem ser tidos em conta a fim de melhorar a metodologia de
estudos futuros. (FABBRI et al, 2016)

Devido a sua elevada eficacia e poténcia, a toxina botulinica (BoNT) é
benéfica para um elevado nimero de pacientes que sofrem de sintomas dolorosos,
perturbadores e desfigurantes. A aplicacdo € segura quando sédo utilizadas doses
recomendadas. Apenas poucas e suaves reacdes adversas podem ocorrer. Nos
piores casos, pode ocorrer o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes.
(BIGAKLE,2013)

A falha no tratamento e n&o-resposta secundaria aos produtos de
neurotoxinas botulinicas sao frequentemente o resultado de outros fatores que nao
a presenca de anticorpos neutralizantes. No entanto, tendo em conta 0 risco
potencial de insucesso do tratamento secundario, estratégias clinicas para reduzir
ou eliminar potenciais fatores de risco que podem levar ao desenvolvimento de
anticorpos neutralizantes devem ser considerados. Neste momento, uma boa
estratégia é mitigar a formacao de anticorpos usando a menor quantidade de doses
gue produzem um efeito terapéutico significativo e empregar um intervalo entre as

injecdes mais longo clinicamente aceitavel. (NAUMANN et al ,2013)
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5 CONCLUSAO

O desenvolvimento da imunogenicidade vai depender de varios fatores como
frequéncia das inje¢des, técnica, composicao do fabricante (se ha presenca ou nao
de proteinas complexantes), sistema imunologico do proprio paciente que podem
ser contornados utilizando-se a dose minima suficiente para ter o efeito terapéutico
desejado, realizando as inje¢des em intervalos maiores e utilizagédo de formulagdes

mais recentes que tenham menor potencial alergénico.
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