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RESUMO

O botulismo alimentar ocorre devido a ingestdo de uma toxina produzida por Clostri-
dium botulinum, um bacilo anaerébio Gram-positivo. E uma doenca de extrema gravidade
que provoca disturbios digestivos e neurolégicos, podendo levar a morte.

As neurotoxinas botulinicas constituem um grupo de sete (A-G) proteinas distintas,
consideradas das toxinas mais téxicas conhecidas.

Apos a sua ingestdo, a toxina liga-se aos terminais nervosos colinérgicos, onde, devido a
sua atividade como endopeptidase, cliva as proteinas responsaveis pela libertagio de acetil-
colina para a fenda sinaptica. Devido a esta agdo a transmissdo nervosa fica comprometida.

Um réapido e correto diagnéstico é essencial para um tratamento adequado e eficaz.
Atualmente o método padrio de diagnéstico é o ensaio letal em murganhos. E um método
que, apesar de ser muito sensivel, € demorado, dispendioso e requer o sacrificio de muitos
animais, sendo que, por estas razdes, novos métodos estdo a ser desenvolvidos.

O atual tratamento do botulismo consiste na administracio de um anticorpo contra a
neurotoxina botulinica. O anticorpo atua apenas extracelularmente, bloqueando a agido da
toxina circulante, ndo neutralizando a toxina que ja se encontra em meio intracelular. Novas
terapéuticas tém sido estudadas de modo a tornar o tratamento do botulismo mais eficaz e
seguro.

Numa outra perspetiva, a toxina botulinica pode ser utilizada em tratamentos terapéuti-

cos e cosméticos relacionados com disturbios musculares.

Palavras-chave: botulismo, neurotoxina botulinica, diagnéstico, tratamento.



ABSTRACT

The foodborne botulism occurs due to the ingestion of a toxin produced by Clostridium
botulinum, a Gram-positive anaerobic bacillus. It is characterized as a disease that causes
extremely severe neurological and digestive disturbances, which can end up in death.

The botulinum neurotoxins are a group of seven (A-G) distinct proteins, and are con-
sidered one of the most toxic known substances to humans.

After ingestion, the toxin binds to the cholinergic nerve terminals, where due to its ac-
tivity as endopeptidase, cleaves the proteins responsible for the release of acetylcholine into
the synaptic cleft. Due to this action nerve transmission is compromised.

A prompt and correct diagnosis is essential for proper and effective treatment. Current-
ly the standard diagnostic method is mouse lethality bioassay. While this assay is sensitive, it
is slow, expensive and requires the sacrifice of many animals. For these reasons new meth-
ods are being developed.

The current treatment of botulism is the administration of an antibody against botulinum
neurotoxin. The antibody acts only extracellularly by blocking the action of circulating toxin,
not neutralizing the toxin that is already in the intracellular environment. New therapies
have been studied in order to make the treatment more effective and safe.

From another perspective, botulinum toxin can be useful in therapeutic and cosmetic

treatments that are associated with muscular disorders.

Keywords: botulism, botulinum neurotoxin, diagnosis, treatment.



INTRODUCAO

Algumas doengas, apesar de serem antigas persistem até aos dias de hoje, podendo afe-
tar toda a populagdo. Neste grupo de doengas encontram-se as doengas transmitidas por
alimentos.

As doengas transmitidas por alimentos podem ter diversos agentes causadores e dife-
rentes sintomas e carateristicas, sendo que o denominador comum é a transmissio de
microrganismos (ou as suas toxinas) através dos alimentos. Algumas originam sintomas leves,
como diarreia, dores abdominais e febre, que se resolvem em questdes de dias, enquanto
outras podem ser mais graves, podendo mesmo resultar em morte.

As doengas transmitidas por alimentos dividem-se em infegdes e em intoxicagdes.

As infegdes alimentares, também chamadas de gastroenterites, sio causadas pela inges-
tdo de alimentos contaminados por microrganismos patogénicos, como é o caso das bacté-
rias. Um exemplo muito conhecido de uma infegdo alimentar é a Diarreia do Viajante. O
tratamento deste tipo de infecdes baseia-se em tratamento sintomatico e em antibioterapia
em casos mais graves.

As intoxicagdes alimentares resultam da ingestdo de alimentos contaminados por toxi-
nas. Nestes casos, normalmente o tratamento é sintomatico, ndo se recorrendo a antibiote-
rapia uma vez que nio é o microrganismo que estd presente mas sim a sua toxina. O botu-
lismo é um dos casos mais graves de intoxicagdo alimentar, podendo conduzir a morte.

Um dos aspetos mais importantes no que se refere as doengas transmitidas por alimen-
tos é a prevencio. E na prevencio que o farmacéutico, enquanto agente de satde publica,
deve ter um papel mais ativo, devendo educar e informar a populacido sobre as medidas de
prevencdo deste tipo de doengas.

A presente monografia pretende abordar a informagido existente sobre a intoxicagdo
alimentar por Clostridium botulinum, desde a sua primeira descrigdo ao seu uso como agen-

te terapéutico, abordando também os sintomas, o diagnostico e o tratamento do botulismo.



| - ASPETOS HISTORICOS

Nem sempre foi reconhecida a conexido entre o consumo de alimentos e consequente
morte por paralisia devido ao botulismo. De facto, ha poucos casos de botulismo reportados
antes do séc. XVIII'%

Descrigdes precisas do botulismo comegaram a aparecer na literatura alemd quando o
consumo de salsichas de sangue mal preservadas fez aumentar o nimero de mortes, tendo
surgido o termo “veneno da salsicha”. Em 1815 o professor universitario Johann Autenrieth,
depois de estudar os relatérios de varias mortes por intoxicacdo, listou os sintomas do
“envenenamento por salsichas” e responsabilizou as donas de casa pela intoxicagio devido a
falta de higiene durante a sua preparacio®”,

A primeira descrigio completa dos sintomas do botulismo foi feita pelo fisico e poeta
alemao Justinus Kerner em 1820. Esta incluia a descrigdo precisa de todos os sintomas mus-
culares e detalhes clinicos de varios disturbios caracteristicos do botulismo, tais como a
midriase, diminuicdo das secregdes e paralisia. Depois de efetuar vérias experiéncias em
animais e até em si préprio, Kerner demonstrou que a toxina atua interrompendo a trans-
missdo nervosa, criando trés hipéteses: (l) a toxina desenvolve-se em salsichas em condi-
¢Oes anaerdbicas, (2) a toxina atua no sistema nervoso sistémico autbnomo e motor, e (3) a
toxina é letal em pequenas doses. Para além disso, Kerner reconheceu o potencial terapéuti-
co da toxina, que, quando usada em pequenas doses, poderia reduzir ou bloquear a hiperati-
vidade ou hiperexcitabilidade do sistema nervoso auténomo e motor™*,

O termo botulismo surgiu da palavra latina “botulus’ que significa salsicha, e nio devido
a morfologia da bactéria (bacilo) que apenas mais tarde foi descoberta. A bactéria foi isolada
e caracterizada, bem como a sua toxina, pelo professor de microbiologia van Ermengem em
1895, ap6s a ocorréncia de um surto de botulismo. Van Ermengem chamou-lhe “Bacillus

botulinus’ sendo mais tarde renomeada para “Clostridium botulinun’™*>.



2 - BOTULISMO

O botulismo é uma doenga causada pela neurotoxina botulinica produzida pela bactéria

Clostridium botulinum.

2.| Intoxicagio alimentar

E a forma classica de botulismo, mais frequente, e ocorre devido ao consumo de alimen-
tos contaminados com a neurotoxina pré formada. Dependendo da dose ingerida o periodo
de incubagio pode variar entre 12 a 72h®’®, E sobre o botulismo enquanto intoxicagio ali-
mentar que é desenvolvido este trabalho. A taxa de incidéncia desta doenga é baixa, mas a
mortalidade é elevada principalmente se o diagnéstico e tratamento apropriado ndo ocorrer

rapidamente. A doenca pode ser fatal em 5 a 10% dos casos®.

2.2 Botulismo infantil

Afeta principalmente bebés com menos de | ano e ocorre devido a ingestio de esporos
que apds germinarem originam células da bactéria produtoras de toxina. Uma vez que a
microflora intestinal destes é pouco desenvolvida, os esporos podem germinar e formar uma
cultura produtora da toxina no intestino. Esta relacionada principalmente com o grupo | de
C. botulinum uma vez que a sua temperatura 6tima de crescimento e consequente produgio

de toxina é proxima da temperatura corporal’.

As manifestacdes clinicas normalmente comegam por obstipagdo, seguida de fraqueza
muscular e paralisia da boca e garganta, o que dificulta a alimentagio’. O diagnéstico é feito
pela cultura de amostras de fezes e pela detecdo da toxina nas mesmas. O principal trata-

mento é o suporte nutricional e respiratério, nio sendo necessario o uso de antitoxina”®".

2.3 Botulismo a partir de feridas
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E uma forma rara de botulismo, tendo porém aumentado entre os consumidores de
drogas injetaveis, devido ao uso de seringas contaminadas e de heroina impura. Ocorre
devido a germinacdo de esporos e crescimento de C. botulinum em abcessos ou feridas pro-
fundas que apresentem as condigdes anaeroébicas necessarias. As manifestagdes clinicas sdo

semelhantes as da intoxicagdo alimentar, excluindo os sintomas gastrointestinais. O periodo



de incubagdo é em média de 7 dias. O diagnéstico deve ser feito por cultura anaerobica de
amostras e exsudatos das feridas e pesquisa serolégica da toxina. O tratamento deve incluir
suporte respiratorio, remocgio cirurgica da area afetada, antibioterapia e administragio de

antitoxina’®,

3 - AGENTE ETIOLOGICO

Clostridium botulinum é um bacilo grande, Gram-positivo, mével, que se desenvolve em
condi¢Ses anaerdbicas e é capaz de produzir esporos, que sdo resistentes ao calor. Pode
estar presente no solo e 4gua'’.

Os esporos produzidos por C. botulinum sio dos mais resistentes conhecidos entre os
agentes bacterianos, e a sua germinagio nos alimentos é promovida por condi¢des anaerobi-
cas’.

Baseado nas caracteristicas serologicas das toxinas produzidas, estas podem ser dividi-
das em sete tipos, de A a G, sendo que apenas as do tipo A, B, E e F causam infecdo em
humanos, enquanto os serotipos C e D estio associados ao botulismo em animais'*"’. Con-
soante as caracteristicas fisioldgicas, C. botulinum pode ser dividido em quatro grupos dife-
rentes, sendo que apenas dois, o grupo | e o I, causam doenga em humanos. O grupo | pro-
duz as toxinas A, B ou F, que sdo toxinas proteoliticas e que produzem H,S, causando deste
modo a degradagdo dos alimentos. As bactérias pertencentes ao grupo Il produzem as toxi-
nas B, E ou F, que sdo ndo-proteoliticas (Tabela |), ndo levando a deterioragido dos alimen-

tos, que podem estar contaminados e nio sofrerem alteragdes no seu aspeto e/ou odor’®,

Tabela |: Grupos de Clostridium botulinum.

Grupo Tipo de toxina produzida

| Proteoliticas A, B e F

Il Nao proteoliticas B, E e F
0l CeD
v G

O efeito semelhante dos sete tipos de toxina resulta da estrutura proteica similar. As
toxinas sdo sintetizadas como uma unica cadeia polipeptidica de 150 kDa, sendo libertadas

por lise bacteriana. Nesta forma a toxina é inativa, sendo ativada por uma clivagem proteoli-



tica, originando duas cadeias: uma pesada e uma leve, ligadas entre si por uma ponte dissulfu-

reto (Imagem 1).

Terminal Amino A cadeia pesada pode ser dividida no ter-
Regiio
/Interna minal amino, homologa entre os diferentes sero-
. L
NH2 L GOOH tipos da toxina, e no terminal carboxilo, regiio
) que apresenta maior variabilidade. A cadeia leve
®s-s9 ©
" atua como uma metaloprotease, apresentando
NH2 . ,
uma regido conservada, que consiste no local de
Cadeia Leve ligagio ao zinco. A toxina ativa possui trés
regides: a regido interna da toxina, que reside na
cadeia leve; a regido composta pelo terminal
\ amino da cadeia pesada; e o local de ligagio ao
COOH Local de Ligacdo recetor formado pelo terminal carboxilo da

. . 14,15,16
Cadeia Pesada cadeia pesada (Figura |) .

Figura I: Estrutura da toxina botulinica ativa.
(retirado de

http://emedicine.medscape.com/article/325451-  ao contrario dos esporos, pode ser desnatura-

overview)

A toxina é das mais potentes conhecidas e,

da pela agdo do calor (80°C). No entanto, é

resistente a agio do acido estomacal e a digestio pelas enzimas do trato gastrointestinal®.

3.1 Transmissido

O crescimento das bactérias pertencentes a espécie C. botulinum e a formagio da toxi-
na botulinica ocorre em produtos com baixo teor de oxigénio, em combinagdo com certos
parimetros de temperatura de armazenamento e conservagio, o que acontece mais fre-

quentemente em alimentos mal conservados e em conservas de alimentos caseiras.

A toxina botulinica tem sido encontrada nos mais diversos alimentos, sendo os mais fre-
quentes os legumes em conservas, como feijao verde, espinafres e cogumelos, em peixes,
incluindo o atum enlatado e peixes defumados, e em produtos de carne, como o presunto e
salsichas®.

Também se verifica, mas com menor frequéncia, a contaminagio pela toxina de produ-
tos alimentares preparados industrialmente. Isto acontece quando sido acondicionados em
embalagens a vacuo, sem oxigénio, sem o tratamento adequado, favorecendo o desenvolvi-

mento da bactéria, e consequentemente a produgio da toxina®.



4 - PATOGENIA

Apos a ingestdo de alimentos contaminados, a toxina atinge primeiro o sistema linfatico
e s6 depois passa para a corrente sanguinea. E através da corrente sanguinea que consegue
chegar ao seu alvo, os terminais nervosos colinérgicos periféricos, onde vai bloquear a liber-
tagio de acetilcolina (ACh), conduzindo assim a fraqueza muscular e paralisia’.

A ligacdo ao terminal nervoso ocorre devido a elevada afinidade entre o terminal carbo-
xilico da cadeia pesada da toxina e gangliésidos especificos do recetor. Para além do reco-
nhecimento por parte da neurotoxina do gangliésido, para que ocorra ligagio e internaliza-
cdo da toxina, é necessario que haja uma segunda interagdo com outro recetor, composto
por proteinas especificas associadas a membrana pré-siniptica e as vesiculas sinapticas
(VS)'*". Este processo ocorre pela via da reciclagem das VS, em que ha libertacio de ACh
devido 2 fusio de uma VS, e formacio de uma nova VS. E durante este processo que as pro-
teinas que servem como um segundo recetor para as neurotoxinas, e que normalmente
estio localizadas no interior da vesicula, ficam expostas a neurotoxina'*".

Apos a ligacdo ocorre a internalizagdo da neurotoxina, ficando esta dentro da vesicula
endocitaria. Uma vez no lumen vesicular, a cadeia leve tem de atravessar a barreira hidrofé-
bica da membrana vesicular para alcangar o citoplasma do neurénio (Figura 2)'"®. Devido a
presenca da bomba H'/ATPase ocorre a acidificagio do lumen vesicular, passando a toxina
de uma conformagio neutra sollivel em agua para uma estrutura acida, caracterizada pela
exposi¢io superficial de zonas hidrofébicas. Deste modo, é possivel a penetragio das cadeias
pesada e leve da toxina no ndcleo de hidrocarbonetos da bicamada lipidica, formando um
canal i6nico'®. A cadeia leve, a pH baixo, desenrola-se e atravessa o poro transmembranar
formado pela cadeia pesada. Apoés a exposicio ao pH neutro do citoplasma do neurénio, a
cadeia leve volta a enrolar-se e ¢ libertada da vesicula através da redugido da ponte dissulfu-
reto entre as duas cadeias'®.

No citoplasma, a cadeia leve cliva as proteinas que formam o complexo de fusio sinapti-
ca, as SNARE". Apesar da grande semelhanca estrutural existente entre os diferentes tipos
de toxinas, cada toxina tem como alvo diferentes proteinas do complexo SNARE®, sendo os

locais de clivagem especificos para cada tipo de toxina (Tabela 2)'*?'.



Tabela 2: Substratos das toxinas botulinicas.

Neurotoxina

Substrato alvo

A
B,D,FeG

SNAP25
VAMP
SNAP25
Sintaxina

SNAP25

Ao clivar as SNAREs, e tendo em conta o seu papel, as toxinas impedem o acoplamento

da vesicula com ACh ao terminal nervoso, inibindo assim a libertagio de ACh no terminal

pré-sinaptico e consequente fraqueza muscular e paralisia

Neuromuscular Junction

Axon terminal

Muscle cell

22,23

Normal
Transmitter Release

Neuron

Synaptic
2, vesicle

Synaptic

Muscle cell

Acetylcholine

receptor

Action of Botulinum Toxin A

Light chain

\

Botulinum
toxin cleaves
SNARE

proteins :
== Botulinum
. toxin
receptor

Figura 2: Agdo da neurotoxina botulinica no terminal nervoso.
retirado da referéncia n° 51
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5 - SSINTOMATOLOGIA

Em geral o periodo médio de incubacido sdo dois dias. Os primeiros sintomas ocorrem
normalmente entre |8 a 36 horas apos a ingestdo de alimentos contaminados, e sio princi-
palmente sintomas gastrointestinais que podem incluir diarreia, nausea, vomitos ou dor
abdominal. Estes sintomas sido seguidos pelo aparecimento gradual de sintomas neuroloégi-
cos®.

Os sintomas neurologicos iniciais podem incluir boca seca, disfonia, disfagia e incapaci-
dade de produzir suor ou lagrimas. Em cerca de 90% dos casos também se observam sinto-
mas oculares, que consistem em visdo turva, diplopia e ptose*.

A estes sintomas associados as anomalias dos nervos cranianos segue-se um padrio
simétrico descendente de fraqueza e paralisia. Primeiro sdo afetadas as extremidades supe-
riores e os musculos respiratérios, surgindo disartria, dispneia e fraqueza muscular periférica

e por fim sio afetadas as extremidades inferiores®*”

. Durante o periodo paralitico, ha
auséncia de anomalias sensoriais, de febre e de alteracio da consciéncia®.

Apesar dos sintomas serem semelhante para os diferentes serotipos de toxina, os doen-
tes afetados com a toxina A tendem a ser casos mais graves e fatais.

A duragdo dos sintomas também depende do tipo de toxina que esta a causar a intoxi-
cacdo, sendo a toxina botulinica tipo A a mais potente e a que apresenta uma maior duragio
da paralisia. A persisténcia dos sintomas depende: do tempo que as proteinas SNARE cliva-
das permanecem no citoplasma; do tempo em que as neurotoxinas botulinicas continuam
com capacidade de clivar novas proteinas SNARE; da capacidade dos terminais pré-sinapticos
se remodelarem de modo a sobrepor esta situagdo; e da estabilidade das proteinas clivadas.
As proteinas clivadas sio também diferentes consoante o serotipo das toxinas. Alguns pro-

dutos resultantes da clivagem apresentam maior estabilidade que outros, sendo que os de

maior estabilidade permanecem mais tempo no citoplasma'.

6 — DIAGNOSTICO

Dada a gravidade da evolugio dos sintomas, um diagnéstico rapido e correto é essencial
para o sucesso do tratamento e, consequentemente, uma melhor taxa de sobrevivéncia e

recuperagio®.



O diagnéstico assenta principalmente na histéria do paciente, onde a ingestio de alimen-
tos suspeitos deve ser rigorosamente levantada e analisada, e nas manifestagdes clinicas®.
No entanto, devido a semelhanga dos sintomas com outros sindromes graves, como por
exemplo a Miastenia gravis e o Sindrome Guillain-Barré (SGB), a suspeita de botulismo deve
ser confirmada através de testes laboratoriais. Um exame ao liquido cefalorraquidiano com o
nivel de proteinas normal descarta a possibilidade de SGB; a hipotese de miastenia gravis
pode ser afastada/confirmada através do Teste de Tensilon, uma vez que este é fortemente
positivo para a miastenia gravis e negativo no caso do botulismo®?,

O método standard de diagnostico do botulismo assenta na detecdo da toxina em amos-
tras biolégicas, como soro, fezes, secregdes gastricas, ou em comida.

O isolamento da bactéria, que confirma o diagnostico, é feito em amostras dos alimen-
tos ingeridos, quando estas sio possiveis, e através de métodos de cultura que devem ser
previamente desoxigenados, de modo a obter um ambiente anaerdbico, uma vez que C.
botulinum é estritamente anaerébico®.

A detecdo convencional e isolamento de C. botulinum realiza-se através de uma cultura
em meio liquido e subsequente detecdo da toxina no sobrenadante da cultura num bioensaio
em murganhos®. Devido as diversas desvantagens deste bioensaio novos métodos surgiram,

continuando no entanto este a ser o procedimento padrio.

6.1 Métodos in vivo
Os métodos in vivo baseiam-se em ensaios letais e ndo letais em murganhos.

Os ensaios de letalidade baseiam-se na injegdo intraperitoneal de amostras diluidas da
toxina em murganhos e subsequente observacdo do aparecimento dos sintomas de botulis-
mo, com consequente morte dos animais. Os sintomas a observar incluem fraqueza muscu-
lar e respiragdo ofegante seguida de falha respiratéria, normalmente nas primeiras 48 horas
apos a injecao. O serotipo da neurotoxina botulinica é determinado através da sua neutrali-
zacdo com as antitoxinas especificas. No final do ensaio, o murganho ao qual foi injetada a
antitoxina correta sobrevive, enquanto os outros morrem.

Este ensaio é muito trabalhoso, demorado e dispendioso, para além de serem necessa-
rios muitos animais o que levanta grandes questdes éticas. E no entanto um teste muito sen-
sivel e especifico e que deteta a forma ativa e funcional da neurotoxina botulinica®.

Os ensaios ndo letais resultam duma variacdo do método anterior, sendo o endpoint a

paralisia muscular?.



6.2 Métodos imunoldgicos

Os métodos imunolégicos baseiam-se na ligacdo do anticorpo (Ac) a toxina. Sdo técni-
cas mais simples e rapidas, quer na execugio como na interpretacio/leitura dos resultados.

No entanto nio permitem diferenciar as formas ativa e inativa da neurotoxina botulinica.

6.2.1 ELISA (“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”)

Neste tipo de testes ha ligacdo entre o Ac especifico da toxina e a toxina, quando pre-
sente na amostra em estudo. Apods esta ligacdo, é adicionado um anticorpo de detecdo con-
jugado com uma enzima-repoérter, que se liga especificamente a toxina imobilizada e que
converte um substrato incolor num produto com cor, sendo este quantificado por métodos

espectroscopicos®.

Este método demora cerca de 5 a 6 horas, sendo mais rapido do que o ensaio letal em
murganhos.
Devido aos elevados custos dos testes de ELISA, métodos derivados deste foram desen-

volvidos e podem ser usados em alternativa, como é o caso do “peptide capture-based ELI-

SAS”ZZ-

6.2.2 Citometria de fluxo

Baseia-se no mesmo principio do ELISA, mas é mais facil de automatizar, sendo por isso

menos trabalhoso, é mais rapido e consegue detetar a presenca de multiplas toxinas num

Unico tubo de teste?.

6.2.3 Imunoensaio electroquimioluminescente

Também se baseia na interagdo entre o Ac, a toxina e o Ac reporter, sendo que este
altimo tem um complexo que se torna luminescente na presenca de um potencial elétrico.

Deste modo a aplicagio de um potencial elétrico aumenta o sinal de deteccio®.

6.2.4 Imuno-PCR

7

E uma variagio do método ELISA que recorre ao PCR (“Polymerase Chain Reaction”)
para ampliacio exponencial do sinal. Neste caso o Ac reporter é conjugado com ADN usa-

do como marcador, sendo este depois ampliado por uma técnica de PCR. Outra variacio



deste método é a lipossoma-PCR em que o ADN reporter é encapsulado em lipossomas
que sdo marcados exteriormente por gangliésidos (alvo da toxina); estes capturam o com-

plexo Ac-toxina, havendo depois rutura do lipossoma e ampliagio do ADN libertado por
PC R22,29,30,3 | .

6.2.5 Teste de fluxo lateral

7

E um ensaio imunocromatico baseado também na detecio da interacio Ac-toxina. Tem
como vantagem ser um método rapido, barato, facil de usar, sem necessidade de usar equi-

pamentos e que geram um sinal visual de facil leitura®.

6.3 Métodos baseados na atividade de endopeptidase

Estes métodos baseiam-se na atividade de endopeptidase da toxina botulinica. Estes tes-
tes detetam apenas a toxina na forma ativa, assemelhando-se ao ensaio letal em murganhos.
A concentragido da toxina é proporcional a concentragio do produto obtido nestes méto-

dos®.

6.3.1 Ensaio de fluorescéncia

A atividade como endopeptidase ¢é detetada pela mudanca de fluorescéncia causada pela
clivagem dos diferentes substratos especificos de cada neurotoxina botulinica marcados com

um fluoréforo. Este método permite determinar o serotipo da toxina®.

6.3.2 FRET (“Fluorescence Resonance Energy Transfer”)

Nos ensaios de FRET é utilizado um oligopeptideo semelhante ao substrato natural da
toxina, que transporta dois marcadores que flanqueiam o local de clivagem. Um dos marca-
dores é um supressor de fluorescéncia e o outro é um dador; quando préximos um suprime
a fluorescéncia do outro e ndo ha sinal, quando o substrato é clivado, ha emissdo de fluores-

céncia®.



6.3.3 Imunodetegdo do produto clivado

Na imunodetegio do produto clivado recorre-se ao uso de um peptidio quimicamente
sintetizado, semelhante as proteinas SNARE. O produto resultante da atividade da toxina é

detetado através da reagio do mesmo com um Ac especifico™.

7 - TRATAMENTO

O tratamento de casos de botulismo baseia-se essencialmente em dois tipos: o trata-

mento de suporte e o tratamento especifico.

7.1 Tratamento de suporte

A ligagdo da toxina aos neuroénios ndo é reversivel, no entanto o axénio consegue gerar
novos terminais. Para que tenha o tempo necessario para gerar novos terminais e para que
ndo morra de paragem respiratéria, o doente é submetido a um tratamento de suporte que

consiste na ventilacio mecanica'.

7.2 Tratamento especifico

A terapéutica contra o botulismo pode atuar a trés niveis, relacionados com o modo de
acdo da toxina: ligagdo ao recetor, endocitose e na sua atividade como endopeptidase.

Atualmente o Unico tratamento disponivel é a terapia com a antitoxina. No entanto
mantem-se a pesquisa por novos alvos e moléculas, com a finalidade nao s6 de neutralizar a
toxina como também de reverter a sua acio e os seus efeitos®’. Para além do uso da antito-
xina, o uso de enemas ou a indugdo do vomito pode permitir eliminar comida contaminada

ainda presente no trato gastro-intestinal®.

7.2.1 Antitoxina

A utilizacdo da antitoxina tem como objetivo neutralizar a toxina botulinica, sendo a
antitoxina equina trivalente, que deriva do cavalo e neutraliza as toxinas do tipo A, B e E, a
mais utilizada. Recentemente nos Estados Unidos da América, a FDA (“Food and Drug
Administration”) aprovou o uso de uma antitoxina equina heptavalente (Tabela 3) que atua

sobre todos os serotipos da toxina botulinica®>***,



Apesar de ser a Unica terapéutica aprovada, o uso de antitoxina apresenta algumas limi-
tagdes. Por exemplo, a antitoxina apenas neutraliza a toxina circulante, inibindo a sua ligagao
ao recetor do neurénio, mas nio atua diretamente na sua atividade proteolitica, ou seja, ndo
tem qualquer efeito sobre a toxina que ja se encontra dentro das células. Devido a esta limi-
tacdo e para que o tratamento seja o mais eficaz possivel é necessario que a administragdo
da antitoxina ocorra nas primeiras horas da doenca, de modo a evitar que a paralisia ocorra
em grande extensio’>***,

Outra das limitacdes reside no facto da antitoxina ser derivada do cavalo. Deste modo
pode originar reacdes de hipersensibilidade e, em casos mais graves, reagdes anafilaticas. De
modo a reduzir esta possibilidade, antes da sua administracio devem ser realizados testes de

sensibilidade dermatoloégica. Como alternativa existem ja estudos referentes a produgio de

uma antitoxina humana, cujo objetivo sera reduzir as reacdes adversas®.

Tabela 3: Tipos de antitoxinas disponiveis.

Preparagdo Serétipo da toxina Estado
Antitoxina equina trivalente A, BeE Aprovada pela FDA
Antitoxina equina bivalente AeB Aprovada pela FDA

Imunoglobulina humana A,B,C,DeE Aprovada pela FDA
Antitoxina equina heptava-
A-G Aprovada pela FDA
lente
Antitoxina equina monova-
E Investigagao
lente
Antitoxina recombinante A Investigagido

7.2.2 Terapéuticas alternativas

Atualmente o Unico tratamento disponivel, depois de os neurdnios ja estarem intoxica-
dos, reside em cuidados intensivos e ventilagio mecanica. Este tratamento é possivel e exe-
quivel em casos isolados de botulismo, porém seria impraticavel para o tratamento de uma
grande populagio, como seria o caso de um ataque bioterrorista. O uso da toxina num ata-
que bioterrorista permanece iminente, e por essa razio o CDC (“Center of Disease Con-
trol”) classificou a toxina como agente de categoria A, colocando-a entre os seis agentes de

. . 37 . . .
maior prioridade™. O seu uso num ataque bioterrorista, pode causar a morte massiva de

pessoas, principalmente se um tratamento rapido e eficiente nio estiver disponivel. Deste



modo, e ndo s6 para responder a um possivel ataque bioterrorista, mas também para res-
ponder as necessidades de uma melhor terapéutica algumas alternativas tém sido propostas

e estudadas para o tratamento do botulismo.

Anticorpo de dominio Gnico

O anticorpo de dominio Unico é constituido apenas pela cadeia pesada do anticorpo
convencional, possui elevada estabilidade, tamanho pequeno e elevada capacidade de pene-
tragdo nos tecidos, o que lhe confere a vantagem de conseguir penetrar no neurénio e deste

modo atuar na toxina presente no interior das células'¢**¥ %,

Aminopiridinas
A 3,4-diaminopiridina, devido a sua acdo colinérgica, facilita a recuperacio do potencial
de agdo neuronal, apresentando vantagens na reversio da paralisia, especialmente quando

nio foi possivel um tratamento precoce com a antitoxina®”*'*,

Inibidores da acidificacio da vesicula

Estes inibidores atuam ao nivel da acidificagdo da vesicula, passo essencial para a translo-
cacdo da cadeia leve para o seu local de agdo. Pertencem a este grupo moléculas como o
cloreto de amoénio e o cloridrato de metilamina. A bafilomicina atua através do mesmo prin-

cipio, ao inibir a bomba H*/ATPase”.

Inibidores ndo competitivos

Os inibidores nio competitivos, como a lomofungina e o acido chicérico, ligam-se a
locais que n3o o sitio ativo da toxina, permitindo o seu uso em conjunto com inibidores
competitivos, como por exemplo o hidroxamato 2,4-diclorocinamico, apresentando assim

um efeito sinérgico®.



8 - PREVENCAO

A prevencdo do botulismo baseia-se principalmente na utilizagdo de procedimentos
capazes de evitar a germinagdo de esporos, a multiplicagdo do organismo e consequente
producdo da toxina nos alimentos.

No ambito industrial, independentemente do tratamento com calor, com o objetivo de
destruigdo da bactéria, esporos e toxinas do C. botulinum, devem ser adotadas determina-
das normas destinadas a criar um meio que ndo permita o crescimento posterior da bactéria
ou a formacio da toxina.

A higiene dos estabelecimentos industriais e de processamento é importante, de modo a
que estes ndo sejam uma fonte de contaminagéo.

O tratamento dos alimentos passa pelo seu processamento a altas temperaturas, € nos
alimentos em que, devido as suas caracteristicas, ndo é possivel recorrer a temperaturas
elevadas, deve haver um processamento cuidadoso, com lavagem, desinfecdo e acidificagdo
adequadas. Além destas medidas, e no caso de produtos de origem animal, a adigdo de nitra-
to e nitrito (conservantes), associada ou ndo ao cloreto de sédio, e temperaturas adequadas
de refrigeragdo, sdo medidas que inibem o desenvolvimento da bactéria impedindo, desta
forma, a producio da toxina®.

O consumidor nunca deve comprar enlatados danificados e deve aquecer as conservas e
sobras de comida, uma vez que a temperatura elevada destréi a toxina®.

As pessoas que fazem conservas em casa devem ser orientadas sobre o tempo apro-
priado, pressdo e temperaturas requeridas para destruir os esporos e sobre a efetividade da
fervura das latas ou vidros para destruir a toxina botulinica. Em conservas caseiras de vege-
tais, a destruigdo dos esporos pode ser alcangada através do aumento da pressdo durante o
cozimento, que permite atingir temperaturas seguras, acima da temperatura de fervura (>
100°C). Ja a toxina botulinica é termolabil e pode ser inativada pelo aquecimento 4 80°C por
10 minutos®. Assim, o risco do botulismo por alimentos caseiros, enlatados ou em vidro,
pode ser reduzido pelo aquecimento imediatamente antes do consumo. A utilizagdo do sal
como conservante é também benéfica, assim como a utilizagdo de um acido que propicie um

pH inferior a 4,5, para reduzir a possibilidade da produgio da toxina®.



9 - BENEFICIOS DA TOXINA BOTULINICA

Apesar da toxina botulinica ser uma das mais toxicas e letais, também possui aplicagdes
em varios tratamentos médicos e estéticos relacionados com distirbios musculares.

Ao bloquear a libertacio de ACh para a fenda sinaptica, a toxina permite um alivio sin-
tomatico em varios transtornos espasmoédicos e de distonia, que sdo caracterizados por
involuntarias e intermitentes contracturas de musculos especificos. Os farmacos usados para
o tratamento deste tipo de distUrbios, na sua dose terapéutica, debilitam nio sé os musculos
alvo como também todos os outros, nio sendo portanto um tratamento localizado’. Pelo
contrario, o grande valor terapéutico da toxina esta relacionado com o facto de ser altamen-
te seletiva, o que diminui a probabilidade de efeitos colaterais adversos. Para além disso, tem
uma longa duragdo de agdo, que pode ir desde varios meses até mais de um ano, e a dose da
toxina pode ser ajustada individualmente para cada doente de modo a garantir o maximo
dos beneficios®.

De um modo geral, a toxina foi adaptada para uso terapéutico em quatro areas clinicas:
oftalmologia, neurologia, otorrinolaringologia e gastroenterologia*’*.

Foi inicialmente aprovado pela FDA em 1989 para o tratamento do estrabismo, blefa-
roespasmo (fecho involuntario e repetitivo da palpebra) e espasmo hemifacial.

Em 2000 foi aprovado o Myobloc®, derivado da neurotoxina botulinica tipo B, para o
tratamento de doentes com distonia cervical. O seu uso tem como objetivo reduzir a seve-
ridade das posicdes anormais da cabega, caracteristicas da doenga, e reduzir as dores no
pescoco associadas a essa posicdo. Na Unido Europeia esta disponivel sob o nome comercial
Neurobloc®.

Mais recentemente foi aprovado o seu uso para o tratamento da enxaqueca cronica e
bexiga hiperativa. Nos dias de hoje é ja utilizada em diversas patologias como bruxismo,
hipersalivagio, distonia oromandibular e espasmos p6s-AVC, entre outros*’ .

A sua eficacia comprovada no tratamento de distonias e outros distUrbios relacionados
com atividade muscular involuntaria, associado ao seu perfil de seguranca levou ao seu uso
off-labe/ numa variedade de disturbios.

Porém a sua aplicagio mais conhecida ndo é terapéutica mas sim cosmética. A toxina
botulinica, mais conhecida como Botox® (nome comercial da toxina), € muito utilizada para
fins cosméticos no combate e atenuagdo de rugas, uma vez que inibe a contragdo muscular,

com consequente relaxamento muscular e portanto diminuicio das rugas™*.



Tabela 4: Indicacdes atuais da neurotoxina botulinica.

Nome comercial e subs-
Uso aprovado pela FDA
tancia ativa

Dysport® Distonia cervical (2009);
AbobotulinumtoxinA Uso cosmético (2009).

Myobloc® /Neurobloc®
RimabotulinumtoxinB Uso cosmético (2011).

Distonia cervical e blefaroespasmo (2010);

[ L




CONCLUSAO

O botulismo é uma intoxicagdo alimentar que pode conduzir a morte por paralisia dos
musculos respiratorios. O seu diagnostico deve ser feito o mais atempadamente possivel
para que o tratamento seja o mais correto e eficaz.

O método de diagnostico de referéncia ndo é o mais apropriado em termos de rapidez.
Para além de ser bastante moroso, requer a utilizagio de muitos animais, o que levanta
sérias questdes éticas. Os avancos da ciéncia tém permitido uma melhor compreensio do
modo de agdo da neurotoxina botulica e assim desenvolver novos métodos de diagnéstico.
Apesar destes desenvolvimentos, ainda ndo foi aprovado nenhum método de diagnoéstico
com a mesma sensibilidade e especificidade do método de referéncia.

O mesmo se sucede com o tratamento disponivel, que apesar de ser o Unico aprovado,
apresenta algumas reagdes adversas e apenas é eficaz quando administrado precocemente,
pois apenas atua sobre a toxina em circulagio. De modo a combater estas lacunas da tera-
péutica, novos alvos e moléculas tém sido estudados com o objetivo de inibir a agdo da toxi-
na, quer circulante como ja internalizada nos neurénios, e de inverter/tratar a sintomatolo-
gia, mais precisamente a paralisia muscular.

E de esperar que num futuro préoximo sejam aprovados quer novos métodos de diag-
noéstico, mais praticos, rapidos e eficazes, como novos tratamentos, que sejam mais eficazes
e seguros no combate a esta doenga.

Apesar da elevada letalidade da toxina, e mediante os avangos da ciéncia, é possivel a sua
utilizagdo para fins terapéuticos e cosméticos, sendo hoje utilizada para o tratamento de
varios disturbios musculares.

Para mim, como aluna do Curso de Ciéncias Farmacéuticas, a execugido desta monogra-
fia foi gratificante, tendo em conta todos os conhecimentos e experiéncias que pude adquirir

com pesquisa bibliografica e atualizagdo de conhecimentos.
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