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RESUMO

Introducdo: A toxina botulinica é uma metaloprotease dependente de zinco e
promove a clivagem do receptor responsavel pela toxina botulinica tipo A com
consequente paralisia na juncdo neuromuscular.

Aléem de bloquear a liberacdo de acetilcolina, inibe a liberacdo local de
neuropeptidios relacionados com a dor. Embora mais reconhecida na estética, é
indicada no tratamento de diversos transtornos.

Objetivo: Avaliar a eficacia e duracdo do efeito da toxina botulinica tipo A
(incobotuliniumtoxina A) aplicada no mduasculo frontal de mulheres, sendo
reconstituida em gluconato de zinco comparada a diluicdo em solugéo fisioldgica.
Métodos: Trata-se de um estudo prospectivo e duplo-cego. O tamanho da amostra
foi de 48 individuos do sexo feminino, acima de 50 anos de idade e dividida em dois
grupos, sendo calculado com a utilizacdo do programa G-Power para verificar a
associagao entre variaveis. Para tanto utilizou-se um efeito de 0,5, um poder do teste
de 80% e um nivel de confianca de 95%. A comparacdo entre os dois grupos foi
realizada pelo teste de Mann-Whitney. A escolha pelo teste ndo paramétrico ocorreu
devido as variaveis ndo apresentarem distribuicdo normal (Kolmogorov-Smirnov
p>0,05). Os diversos momentos foram comparados pelo teste Kruskall-Wallis.

No grupo controle, os frascos de incobotuliniumtoxina A (100 U) foram diluidos em 2
mL de solucdo fisiologica de cloreto de sédio 0,9%. No grupo caso, diluiu-se com 2
mL de uma solucdo de gluconato de zinco 0,02%. O acompanhamento das
participantes foi realizado por meio da escala validada Merz-Aesthetics de linhas
frontais em repouso e em movimento e documentado por meio de fotografia digital,
cujo os resultados foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon para
comparar as linhas frontais antes e depois da aplicacdo. Para caracterizar os grupos,
foram utilizados métodos da estatistica descritiva como frequéncias e percentuais
para variaveis categoricas e mediana, minimo e maximo para as quantitativas.

A verificacdo da homogeneidade dos grupos em relacéo as variaveis clinicas foram
realizadas pelo teste qui-quadrado e Manny-Whitney.

Resultados: Os resultados obtidos mostraram que ndo ha relacdo entre raca,
etilismo, tabagismo e uso de protetor solar com o efeito da toxina nos dois grupos.
Para as variaveis idade e quantidade ingesta de zinco semanal o resultado do teste
Manny-Whitney indicou que nao existe diferenca significativa nos grupos. No grupo
controle, em 14 semanas da aplicacdo houve reducdo de 66% dos efeitos nos
pacientes com as rugas do frontal em repouso e reducao de 75% do efeito desejado
em movimento. No grupo caso, apos 14 semanas da aplicacdo, houve reducéo de
100% dos efeitos nos pacientes com as rugas do frontal em repouso e de 75% em
movimento.

Conclusao: Os dados identificam que os habitos de vida das pacientes nao
influenciam no resultado final do procedimento, e que a duracdo do efeito ndo esta
ligado a diluigdo do produto com substancia diferente da diluicdo classica com
solucéo fisiologica. Contudo, o estudo demostrou que 0s pacientes que ingerem
bebida alcodlica que utilizaram a toxina botulinica diluida em gluconato de zinco
0,02% parecem ter uma melhor eficacia.

Palavras-chave: Zinco. Toxinas botulinicas tipo A. Musculos faciais. Eficacia. Efeitos
Colaterais. Reacbes adversas relacionadas a medicamentos.
Registro de ensaio clinico: ISRCTN27486491



ABSTRACT

Introduction: Botulinum toxin is a zinc-dependent metalloprotease and promotes
cleavage of the receptor responsible for botulinum toxin type A with consequent
paralysis at the neuromuscular junction.

In addition to blocking the release of acetylcholine, it inhibits the local release of pain-
related neuropeptides. Although more recognized in aesthetics, it is indicated in the
treatment of several disorders.

Objective: To evaluate the efficacy and duration of the effect of botulinum toxin type
A (incobotuliniumtoxin A) applied to the frontal muscle of women, being reconstituted
in zinc gluconate compared to dilution in physiological solution.

Methods: This is a prospective, double-blind study. The sample size was 48 females,
over 50 years of age and divided into two groups, being calculated using the G-
Power program to verify the association between variables. For this purpose an effect
of 0.5, a power of the test of 80% and a level of confidence of 95% were used. The
comparison between the two groups was performed by the Mann-Whitney test. The
non-parametric test was chosen because the variables had no normal distribution
(Kolmogorov-Smirnov p> 0.05). The various moments were compared by the
Kruskall-Wallis test.

In the control group, Incobotuliniumtoxin A flasks (100 U) were diluted in 2 mL of
0.9% sodium chloride physiological solution. In the case group, it was diluted with 2
mL of a 0.02% zinc gluconate solution. Participants were monitored using the Merz-
Esthetics validated scale of resting and moving frontal lines and documented by
means of digital photography, the results of which were analyzed by Wilcoxon's non-
parametric test to compare the frontal lines before and after the application. To
characterize the groups, descriptive statistics methods were used as frequencies and
percentages for categorical variables and median, minimum and maximum for
guantitative variables.

The chi-square and Manny-Whitney tests were used to verify the homogeneity of the
groups in relation to the clinical variables.

Results: The results showed that there is no relationship between race, ethnicity,
smoking and sunscreen use with the toxin effect in the two groups. For the variables
age and amount weekly zinc intake the Manny-Whitney test result indicated that
there was no significant difference in the groups. In the control group, at 14 weeks of
application, there was a 66% reduction of the effects in patients with resting frontal
wrinkles and a 75% reduction in the desired effect on movement. In the case group,
after 14 weeks of application, there was a 100% reduction in effects in patients with
resting frontal wrinkles and 75% in movement.

Conclusion: The data identify that patients' life habits do not influence the final
outcome of the procedure and that the duration of the effect is not related to the
dilution of the product with a substance other than the classic dilution with
physiological solution. However, the study showed that patients who ingest alcoholic
beverages using Botulinum toxin diluted in 0.02% zinc gluconate seem to have better
efficacy.

Keywords: Zinc. Botulinum toxins type A. Facial muscles. Efficiency. Side effects.
Adverse drug-related reactions.
Clinical Trial Registry: ISRCTN27486491
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento da pele é um processo complexo, influenciado por fatores
enddgenos e exodgenos. Os primeiros incluem o acumulo de mutagdes nas células, o
encurtamento dos telémeros, as alteracbes no metabolismo das células cutaneas,
distirbios hormonais relacionados a idade, etc. Estes ultimos sédo representados
pela radiacdo ultravioleta, radiacdo ionizante, poluentes e microrganismos. O
namero e a intensidade de fatores exdgenos e endogenos determinam a
predominancia de um processo de envelhecimento, o qual inclui processos
fisiologicos e patoldgicos. O processo fisioldgico (ou cronoldgico) esta relacionado a
fatores enddégenos. Seus sinais clinicos sdo o ressecamento da pele e flacidez,
pequenos linhas e neoplasias benignas. O processo de envelhecimento patoldgico,
por exemplo, o foto envelhecimento, é induzido por fatores exégenos e caracteriza-
se por sulcos profundos, rugosidade, amarelamento da pele, pigmentacdo, baixa
capacidade no reparo de feridas e predisposicdo a neoplasias tanto benignas quanto
malighas.

Estudos de pele ndo exposta ao sol mostram que o envelhecimento cursa
com atrofia da epiderme, que podendo torna-la 10 a 50% mais fina em um intervalo
de 30 a 80 anos. A atrofia acomete principalmente a camada espinhosa. Apds a
idade de 30 anos, a densidade de melandcitos diminui de oito a 20% a cada década
e os linfécitos tornam-se mais heterogéneos.

Estudos histologicos da epiderme indicam que a camada basal da pele
experimenta mudangas profundas com o envelhecimento, cujos queratinocitos
transformam-se marcadamente heterogéneos e o volume total de uma célula
aumenta. Essas mudancas sdo chamadas de discrasia epidérmica e ocorrem na

epiderme danificada pela radiacdo ultravioleta (UV). A discrasia epidérmica €
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marcada por uma menor taxa de mitoses, ciclo celular mais longo e maior migragao
de queratindcitos da camada basal para a camada cérnea. Na faixa etaria entre 25 e
70 anos, a funcdo imune da pele enfraquece, e 0 numero de células dendriticas
epidérmicas (células de Langerhans) diminui em 50%. Com o envelhecimento, o
namero total e a atividade dos linfécitos T e B na pele também diminuem. Em
pessoas idosas, 0s processos de reparacdo na pele, como a remodelacdo do
coldgeno, a proliferacdo celular e o metabolismo dos fibroblastos, diminuem a
velocidade.

Sob os efeitos da radiacdo UV (ultravioleta), a epiderme é dissolvida e as
guantidades de proteina integrina B1 e mRNA nos queratindcitos da camada basal
diminuem. A integrina B1 medeia a ligacdo dos queratindcitos da camada basal
entre si e com a membrana basal.

A exposicao permanente da pele a radiacdo UV também prejudica a juncéo
dermoepidérmica. Nas camadas superiores da derme que esta constantemente
submetida a radiagdo UV, a expresséao de fibrilina 1 e colageno de tipo VIl diminuem
e este ultimo é quem forma a fibrilas de ancoragem na juncao dermoepidérmica. A
senescéncia da pele induzida radiacdo UV é acompanhada do acumulo de fibras
elasticas nas camadas média e inferior da derme. Essas mudancas degenerativas
sdo conhecidas como elastose solar. As fibras elasticas acumuladas com o foto
envelhecimento podem substituir os componentes da matriz normal e alterar a
composicdo do colageno. A quantidade de colageno de tipo | diminui com o
envelhecimento. Experimentos in vitro e in vivo mostram que radiacdo UVA e UVB
intensificam a degradacao do colageno por metaloproteinases e proteases da matriz.
O sinal mais caracteristico da senescéncia da pele induzida pela radiacéo € a super

expressao da proteina p53. Verificou-se que a expressao das espécies ativas da p53
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também aumenta com o envelhecimento fisiolégico. Este fato esta relacionado ao
acumulo de mutagBes nos queratindcitos e encurtamento dos teldmeros. Assim, a
p53 é essencial para a regulagcdo da apoptose na pele e em outros tecidos. As
aberracdes na sua expresséo, incluindo as induzidas pela radiacdo UV, podem
causar a formacdo de células tumorais, determinados por cascatas moleculares
envolvendo a p53. Essas cascatas sdo comuns em diferentes tipos de células, e sua
consideracao detalhada esta além do escopo deste trabalho.

A acdo da p53 no envelhecimento da pele é diversificada sendo capaz de
influenciar alteracbes na espessura da derme, epiderme, na taxa de crescimento do
cabelo e no processo de reparo de feridas. Além disso, afeta a funcéo secretora das
glandulas sebaceas da pele e diminuindo a quantidade de gordura subcutanea.

A acdo da radiacdo de ondas longas (UVA) induz a intensa expressao de p53
na camada basal da epiderme, enquanto os comprimentos de onda mais curtos
(UVB) fazem isso em células de todas as camadas de epiderme.

A deteccdo de Imunohistoquimica p53 pode ser aplicada para visualizar
gueratinécitos e aglomerados de clones epidérmicos de p53* espalhados na
epiderme. Clusters de células p53* ocorrem na epiderme permanentemente
fotodanificada e entre as células adjacentes aos queratindcitos de cancer de pele
ndo melanoma. Verificou-se que 70% desses clones possuem espécies mutantes de
p53.

Mutacdes que alteram a funcdo de p53 sédo a causa de tumores malignos em
50% dos tipos de cancer. Apenas 5% dessas mutacdes ocorrem no dominio
regulatorio da p53 e 95% na regido central que controla a ligacdo especifica da p53

ao DNA. Em alguns tipos de cancer, como por exemplo tumor de colon, as espécies
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mutantes da p53 sdo observadas em estagios de malignidade avancada, enquanto
gue no cancer de pele, a p53 mutante aparece nos estagios de neoplasia precoce.

Como a p53 é multifuncional, a investigacéo de suas vias de sinalizacdo e seu
papel no envelhecimento da pele e na formacéo de tumores é um problema urgente
na “gerontossomometria” moderna e na biologia molecular.

Por um lado, a baixa expressao de p53 reduz a apoptose nas células da pele
e retarda o seu envelhecimento, em contrapartida, favorece o desenvolvimento de
neoplasias cutaneas. A super expressao da p53 diminui o risco de cancer de pele,

mas as células atingem rapidamente o limite de Hayflick e a senescéncia. Assim, o

suporte do balanco

fisiologico

gerontocosmetologia tedrica e aplicada?.

na expressao p53 ¢é

7

essencial para a

Quadro 1: Implicacdes clinicas do envelhecimento da pele?.

MUDANGCA FISIOLOGICA

MUDANGA PATOLOGICA

SIGNIFICADO CLINICO

Diluicdo da epiderme e derme

Maior vulnerabilidade ao trauma
mecénico, especialmente
cisalhamento e friccdo

Maior incidéncia de linhas na
pele

Aplainamento das papilas
dérmicas

Maior risco de formacgéao de
bolhas

Aumento da suscetibilidade a
infeccao

Reducéo da velocidade na taxa
de rotatividade da epiderme,
diminuicdo da proporcéo de
queratinécitos proliferativos
para diferenciados

Retardo na migracdo e
proliferacéo celular. Diminui¢éo
da contracao da ferida

Aumento do tempo de
repitelizacdo, tempo de
recuperagdo mais longo apés
lesdo ou procedimento cirargico

Reducéo das fibras de elastina

Perda de elasticidade

Flacidez e rugas, com perda da
autoestima e/ ou depresséo

Diminui¢éo da vascularizacdo e
apoio

Vasos sanguineos frageis e
facilmente quebrados

Pele facilmente ferida (purpura
senil)

Estruturas na derme

Diminuicdo do crescimento
capilar da ferida

Maior risco de deiscéncia da
ferida

Diminuicéo do plexo vascular

Perda de capacidade
termorreguladora

Hipotermia, calor, acidente
vascular cerebral

Mudancgas e perda de fibras de
colageno e elastina

Diminuicdo da resisténcia a
tracdo, camadas inferiores mais
suscetiveis a lesdes
Remodelacgéo de colageno
atrasada

Risco aumentado de dano por
presséo a pele do idoso, Ulceras
de decubito, tempo de cura
mais longo apoés lesao ou
cirurgia

Resposta da imunidade imune

Resposta inflamatoria
prejudicada, reacédo de
hipersensibilidade retardada

Cicatrizacéo de feridas
danificadas, risco aumentado de
lesdo grave causada por
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deteriorada, diminuicdo da
producdo de citocinas,
diminui¢édo do nimero de
células de Langerhans

irritantes, fungdo imunolégica
imune, aumento da
suscetibilidade a
fotocarcinogénese, testes de
hipersensibilidade tardia falso
negativo

Respostas neuroldgicas
prejudicadas

Sensibilidade reduzida

Aumento do risco de danos
térmicos ou acidentais

Diminui¢éo da espessura da
pele

Perda de amortecimento e
suporte Diminui¢do da producéo
de precursores de vitamina D

Risco aumentado de dano de
presséo, Ulceras de decubito
Aumento da suscetibilidade a
pele

Lagrimas, hematomas,
osteoporose e fraturas 6sseas

Atrofia das glandulas
sudoriparas

Diminuicéo da transpiracdo

Menor capacidade de termo
regulacao, hipotermia, pele
seca, xerose

Lipidios reduzidos do estrato
cérneo

Diminuicdo da capacidade de
reter agua

Pele seca, xerose

Mudancas estruturais no estrato
corneo

Funcédo de barreira alterada

Resposta variavel a
medicamentos topicos, alterada
sensibilidade a irritantes

Reduc¢éo do movimento da
agua da derme para a epiderme

Reducéo da hidratacéo
epidérmica

Pele seca, xerose

Reducéo de melandcitos

Perda de capacidade de
bronzear, maior susceptibilidade
a radiacédo solar.

Cabelos grisalhos

Neoplasmas cutaneos

Perda de autoestima

Fonte: FARAGE el al. (2009)

A matriz extracelular do tecido conjuntivo desempenha um papel critico no

fornecimento das propriedades fisiolégicas normais a pele e existem pelo menos
quatro classes principais de macromoléculas da matriz extracelular que
desempenham um papel na manutencdo da homeostase cutanea. O componente
mais abundante, as fibras de colageno, representam 80% do peso seco total da
derme e proporcionam propriedades de tracdo necessarias para permitir que a pele
sirva como 6rgao protetor contra traumas externos.

Um componente menos abundante, consistindo de 2-4% da matriz
extracelular na derme protegida do sol, € a rede de fibra elastica. A maior parte das
fibras elasticas € constituida por elastina, uma proteina do tecido conjuntivo bem
caracterizada, que é inicialmente sintetizada como polipeptidio de 70 kDa, conhecido

como tropoelastina. O nucleo de elastina é cercado por microfibrilas associadas a



16

elastina, que sdo uma familia de proteinas. As microfibrilas foram postuladas como o
primeiro componente a ser sintetizado durante a fibrilogénese de elastina durante o
desenvolvimento ou o reparo, e essas microfibrilas formam uma sustentagao na qual
os polipeptideos de elastina se alinham de modo a permitir o crescimento de uma
fibra elastica funcional. Apdés a montagem da fibra, as moléculas individuais de
elastina tornam-se reticuladas através da formacdo de reticulagbes covalentes
altamente estaveis, conhecidas como desmosinas. Semelhante ao processamento
de coladgeno, a formacdo de desmosinas na elastina € iniciada pela lisil oxidase, uma
enzima dependente de polimero.

A formacéo da reticulacdo na elastina envolve residuos de lisina especificos
caracteristicamente cercados por alaninas. Recentemente, desenvolveu-se um
anticorpo especifico que reconhece esta regido de reticulacdo apenas em moléculas
de elastina livres, ndo reticuladas, assim, a imunohistoquimica com este anticorpo
permite a avaliacdo semiquantitativa da taxa de biossintese de elastina.

O envelhecimento cutaneo esta claramente associado a degeneracdo da
matriz extracelular do tecido conjuntivo, particularmente as fibras colagenas e
elasticas. Na pele jovem, ha uma abundéancia de coldgeno com resisténcia a tracao,
e a rede de fibra elastica esta intacta, proporcionando elasticidade e recuo na pele
jovem. Na pele envelhecida, ha perda da reticulacao do colageno como resultado da
degradacédo aumentada pelas colagenases. Ao mesmo tempo, a taxa de biossintese
de colageno diminui com o avanco da idade, de modo que na pele de individuos
idosos ha pouquissima capacidade biossintética para reparar a rede de colageno,
com perda concomitante da elasticidade e resiliéncia cutanea.

Uma série de estratégias foram propostas para prevenir ou reverter o

envelhecimento cutaneo. Uma dessas abordagens implica a aplicacdo topica de
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compostos que restaurariam as fibras elasticas funcionais. Estudos recentes tem
relatos os efeitos da aplicacéo topica de um creme bimineral contendo malonato de
zinco e cobre a 0,1%, na reconstrucdo de fibras elasticas e reparo da pele
danificada, mensuradas pela sintese de moléculas de tropoelastina nao reticuladas
recém-sintetizadas por imunohistoquimica e por ensaio de desmosina como
marcador de fibras elasticas reticuladas.

O complexo de malonato de zinco e cobre é formado a partir da neutralizacao
do &cido maldnico (que faz parte dos &cidos carboxilicos, encontrado em frutas
como a maca e a péra). A funcdo de quelacdo entre os constituintes de cobre e
zinco, as proteinas e aminoé&cidos circundantes mostrou-se diminuir rugas em
ensaios clinicos (ainda ndo publicados) sugerindo o reparo da rede de fibras
elasticas e a regeneracdo das fibras perpendiculares que se estendem da derme
papilar superior para a juncdo dermoepidérmica, cujas andlises foram realizadas por
meio de bidpsias cutaneas e revelaram que a sintese de tropoelastinina é
significativamente aumentada no lado da face tratada com o composto ativo, em
comparacao com o lado controle tratado com o veiculo sozinho, quando aplicado
duas vezes ao dia por seis semanas.

O aporte reforcado de fibras elasticas maduras foi confirmado por
demonstracdo da concentragcdo aumentada de desmosina, que é um composto de
reticulacdo especifico da elastina, podendo ser quantificado por meio de um
radioimunoensaio altamente especifico e sensivelS.

O envelhecimento da pele provavelmente € causado por fatores intrinsecos
(bioldégicos) e extrinsecos (ambientais). Clinicamente, as caracteristicas da pele séo
muito afetadas pelo envelhecimento, com tendéncia a tornar-se aspera, flacida e

enrugada. A principal caracteristica histologica da pele fotodanificada é o acumulo
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de material elastético na derme e epiderme, um processo conhecido como elastose
solar. Além disso, a pele fotoenvelhecida mostra uma rede de colageno
desorganizada com diminuicdo gradual em seu contetudo, proveniente da
degradacdo acelerada e/ou sintese diminuida. Essas mudancas contribuem para a
flacidez e formacdo de rugas. Além do envelhecimento, existem fatores
predisponentes secundérios para rugas faciais, incluindo a alteracdo da gravidade,
pressdo de posi¢cdo constante na pele (por exemplo, durante 0 sono) e movimentos
faciais repetidos causados por contracdes dos musculos miméticos da expressao
facial. Cada tipo de ruga possui alteracdes microanatdbmicas caracteristicas com
resposta variavel as modalidades de tratamento. Portanto, a toxina botulinica é uma
modalidade de tratamento que pode ser Util. Apesar da expansdo do uso mundial
das aplicacdes de BONTA para rugas faciais, ainda faltam publicacdes baseadas em
evidéncias que discutam seu efeito no nivel histolégico.

AlteracBes histologicas e imunohistoquimicas das rugas, em resposta a
aplicacdo de BONTA, demostraram causar paralisia flacida nos mausculos,
bloqueando a liberacao de acetilcolina necessaria para a contracdo muscular. Esta
paralisia muscular melhora a aparéncia das rugas, principalmente pelo aumento da
largura ao invés da diminuicdo da profundidade. A matriz dérmica é composta
principalmente de colageno [tipo | (80-85%) e tipo Il (10-15%)], além de
glicosaminoglicanos e fibras elasticas. Apos 3 meses de injecdo de BONTA, os
feixes de colageno tornam-se mais compactos e organizados em torno da
rugosidade, com aparéncia de fibras regulares e lisas. Entretanto, ndo ha mudancas
significativas nos niveis de colageno | e Ill ou de elastina.

Estudos mostraram que a melhora clinica observada ap0s a injecdo de

BoNTA foi refletida no nivel histoloégico (Figura 1). A melhora da pele apds as
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aplicacbes ndo pode ser atribuida apenas a desnervacdo dos musculos faciais, mas
também devido a remodelagcdo dos tecidos sobrepostos. Além disso, esta
observacéo histoldgica pode explicar a melhoria a longo prazo observada apoés

injecdes repetidas de BoNTA.

Figura 1: Histometria de espécimes de bidpsia cuténea antes e apés 3 meses da aplicacao de
BTX-A. mostrando aumento significativo na rugosidade Largura, em vez de diminuir a profundidade
das rugas (b) quando comparado com biépsias de linha de base (a) (H & E; x 200).*

" ) 75 80 um 3 ' s

Fonte: EI-Domyati et al. (2015)
Apoés a injecdo de BONTA para rugas, ocorre aumento da largura das rugas
ao invés de diminuicdo da sua profundidade e aumento da espessura da camada
celular granular, com melhor organizacdo e orientacdo das fibras de colageno

(Figura 2). Essas mudancas podem ajudar a uma melhor compreensédo dos

diferentes mecanismos de a¢do da injecdo de BoNTA para rugas faciais *.
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Figura 2: Coldgeno dérmico e elastina antes e apds 3 meses De BONTA. Coloracéo por
imunoperoxidase de espécimes de bidpsia cutanea para os tipos de colageno | (a, b) e lll (c, d) e
elastina (e, f) mostrando nenhuma diferenca significativa nos tipos de colageno | e Il e elastina
Conteudo entre as bidpsias basais (a, c, €) e pos-tratadas (b, d, F), mas com melhor organizagéo e

A (b, d) (ampliagéo original; x 100). *

D S )

Collagen i Collagen|
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Segundo estatisticas da Sociedade Americana de Cirurgides Plasticos
(American Society of Plastic Surgeons - ASPS®), em 2015 nos Estados Unidos, o
procedimento ndo cirdrgico mais popular foram as aplicacdes de toxina botulinica
tipo A, somando 6,7 milhdes de procedimentos realizados, com aumento de 1% em
relacdo ao ano de 2014. No ano de 2012 foram 3.257.913 aplicacBes de toxina
botulinica, o que mostra um crescimento de mais de 100% em trés anos>®.

O envelhecimento da populacdo brasileira também € um importante
estimulador do desenvolvimento de novos procedimentos que ajudem a manter uma
aparéncia jovem. Segundo o IBGE, a populagao idosa vai triplicar no Pais e passara
de 19,6 milhdes (10% da populagédo brasileira), em 2010, para 66,5 milhdes de
pessoas, em 2050 (29,3%). As estimativas sdo de que a "virada" no perfil da
populacdo acontecerd em 2030, quando o numero absoluto e o porcentual de

brasileiros com 60 anos ou mais de idade véo ultrapassar o de criancas de 0 a 14

anos®.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ASPECTOS CLINICOS DA TOXINA BOTULINICA

A terapia com uso de BONTA foi inventada pelo oftalmologista Alan B Scott de
San Francisco, nos Estados Unidos. No inicio da década de 1970, ele estava
selecionando substancias capazes de paralisar 0s muasculos oculares e
extraoculares para corrigir 0 estrabismo em criancas. Inspirado pelo trabalho de
Drachman (publicado entre 1964 e 1965), ele se interessou pela toxina botulinica.
Apresentado por Drachman para Edward J. Schantz e Eric A. Johnson da
Universidade de Wisconsin, surgiu uma colaboragdo que levou ao desenvolvimento
de um tipo terapéutico de toxina botulinica. Apds experimentos em animais, Scott
comecgou passou a injetar em pacientes no final da década de 1970. O primeiro
paciente injetado sofria de limitacdo na abducao ocular. O desvio do olho poderia ser
corrigido de forma elegante por injecdes de musculos oculares e extraoculares
antagbnicos, que produziriam uma paresia iatrogénica que duraria até que a
paralisia do nervo abducente se recuperasse. Mais tarde, criangcas com estrabismo
foram tratadas. Ele nomeou a sua preparacdo de toxina botulinica terapéutica
Oculinum (do "alinhamento ocular"). Para dar continuidade aos estudos, Scott iniciou
a Oculinum Company, que mais tarde vendeu para a Allergan, uma empresa
especializada em cuidados oculares que renomeou produto com o home Botox® (da
"toxina botulinica"). Assistindo também a pacientes portadores de blefaroespasmo
em sua pratica oftalmoldgica, Scott comecou a tratar pacientes com blefaroespasmo
com uso de toxina botulinica no musculo orbicular dos olhos. A partir dai o
neurologista de Nova York Stanley Fahn se interessou. Naquela época, Fahn e C

David Marsden de Londres desenvolveram o conceito de distonia em que o
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blefaroespasmo e a distonia cervical foram as apresentagbes mais comuns. No
grupo de Fahn, no Centro Médico presbiteriano de Colémbia, Mitchell F Brin, criou
posteriormente seu proprio grupo de transtornos do movimento no Centro Médico
Mount Sinai de Nova York e depois se juntou a Allergan. Andrew Blitzer foi pioneiro
na terapia com toxina botulinica para a disfonia espasmaddica e Christopher O'Brien
iniciou um grupo de distirbios do movimento em Denver antes de se juntar a Elan,
fabricante do MyoBloc® / Neurobloc®, a primeira e Unica toxina botulinica tipo B. No
Reino Unido, Marsden colaborou com o exército do Reino Unido em Porton Down,
em Salisbury Plains. L&, Peter Hambleton, Andy Pickett e Keith Foster
desenvolveram a segunda fonte de terapia com toxina botulinica. Quando
comercializada, recebeu o nome de Dysport (da “distonia e Porton Down”). Com as
privatizacdes na era de Margaret Thatcher, os laboratorios do exército se tornaram,
eventualmente, entidades comerciais sob varios nomes, como o0 Servico de
Laboratério de Saude Publica (PHLS) e Speywood. Eventualmente, eles foram
adquiridos pela Beaufor Ipsen da Franca. Mais tarde, a Foster iniciou sua propria
empresa chamada Syntaxin, que posteriormete foi comprada pela Ipsen e agora
atua como Ipsen Bioinnovations e Pickett para a Galderma da Suécia, onde naquele
Pais esté apoiando a Azzalure®, a marca estética da Dysport®.

Uma descoberta serendipitana do oftalmologista Jean Carruthers no final dos
anos 1980 reconheceu as rugas faciais reduzidas em pacientes com
blefaroespasmo benigno essencial que foram tratados com toxina botulinica
injetavel. Isso foi relatado pela primeira vez na reunido anual da Sociedade
Americana de Cirurgia Dermatologica em 1991. Inicialmente, foi noticiada como
duvidosa, sendo assim, foi acompanhada de perto por dois ensaios clinicos que

confirmaram sua seguranca e eficacia. Em 2002, recebeu a aprovacdo nos Estados
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Unidos pelo Food and Drug Administration (FDA) para "melhoria temporaria na
aparéncia de linhas glaberales moderada a grave, associadas a atividade do
musculo corrugador e/ou procerus.

Posteriormente, houve uma rapida aceitacdo e uma investigacdo difundida
sobre usos cosmeéticos e terapéuticos adicionais para esta toxina anteriormente
"mortal" que acabou revolucionando a medicina’.

O oftalmologista Jean Carruthers, no final dos anos 1980, reconheceu as
rugas faciais reduzidas em pacientes com blefaroespasmo benigno essencial que
foram tratados com toxina botulinica injetavel. Isso foi relatado pela primeira vez na
reunido anual da Sociedade Americana de Cirurgia Dermatolégica em 1991.
Inicialmente, foi noticiada como duvidosa, sendo assim, foi acompanhada de perto
por dois ensaios clinicos que confirmaram sua seguranca e eficacia. Em 2002,
recebeu a aprovagéo nos Estados Unidos pelo Food and Drug Administration (FDA)
para "melhoria temporaria na aparéncia de linhas glaberales moderada a grave,
associadas a atividade do musculo corrugador e/ou procerus.

Posteriormente, houve uma rapida aceitacdo e uma investigacao difundida
sobre usos cosméticos e terapéuticos adicionais para esta toxina anteriormente
"mortal" que acabou revolucionando a medicina®.

O uso de toxina botulinica como agente terapéutico foi iniciado por um
oftalmologista ha cerca de 30 anos para uso em estrabismo e blefarospasmo. Nas
décadas seguintes, a toxina botulinica tornou-se o padréo de cuidados para uma
série de transtornos do movimento e disturbios do sistema nervoso autbnomo que
podem ser tratados com esta opcéo, e a regido da cabeca e pesco¢co é um foco

interdisciplinar neste campo®.
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Embora ndo haja diferencas claras na eficacia entre as vérias formulacdes,
sua comparabilidade é intensamente debatida.

Os custos do tratamento de pacientes com lesdes do neurdnio motor superior
e espasticidade sédo cerca de quatro vezes maiores do que aqueles sem
espasticidade ou distonia. Este montante inclui os gastos do tratamento
convencional, incluindo hospitalizacao, terapia de reabilitacdo e farmacoterapia.

O uso de BoONTA é considerado um tratamento farmacéutico antiespastico
eficaz e potencialmente rentavel como complemento do tratamento convencional®,

A injecdo intramuscular de toxina botulinica tipo A bloqueia a transmisséo
neuromuscular e o efeito de bloqueio seletivo desaparece apos 3-4 meses. Portanto,
sd0 necessarias aplicacbes repetidas para manter o efeito desejado, embora
possam desencadear uma resposta imune e evocar resisténcia a toxina. E
importante encontrar uma maneira de prolongar o efeito terapéutico da toxina
botulinica tipo A.

A perda de inervagao induz a brotamentos de terminais nervosos motores. Os
novos brotos sdo as Unicas estruturas sinapticas submetidas a exo-endocitose no
inicio da recuperacdo de contracdes musculares induzidas pelo nervo, o que
também pode contribuir para a recuperacdo da placa motora original final,
acelerando a reciclagem das vesiculas sinapticas. Os brotamentos nervosos apos a
injecdo de toxina botulinica sdo acompanhados pela expressdo de algumas
alteracOes de proteinas que sdo importantes para a regeneracao do nervo periférico,
incluindo a molécula de adesé&o celular neuronal (NCAM) e a quinase especifica do
musculo (MUSK). A NCAM esta envolvida na regulacdo da adesao celular e no
crescimento neuritico, bem como na regulacdo da plasticidade sinaptica. Embora

guase ausente nos tecidos adultos, o NCAM pode ser induzido pela desnervacao
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dos musculos através da injecdo local de toxina botulinica, a fim de atuar no
sarcolema na regulacdo da sinaptogénese. Além disso, NCAM desempenhou um
papel importante no crescimento de brotos axonais induzidos por paralisia e o efeito
foi reduzido pelo anticorpo policlonal NCAM (P-NCAM-AD). Ainda ndo esta claro se
P-NCAM-Ab pode influenciar a contratilidade muscular e a duracao da paralisia ap6s
a injecdo de toxina botuinica?’.

O enorme potencial terapéutico deste medicamento contribuiu para uma
ampla série de aplicacdes, especialmente em doengas dermatolégicas. Um grande
namero dessas indicacfes ainda ndo possui protocolos compartilhados aprovados
para diluicdo, doses e tempo de acompanhamento e retratamento.

Vérios estudos off-label com o uso de BoNTA tem sido realizado. A aplicacao
no tratamento de queldides e cicatrizes hipertréficas tém sido realizados com
intencdo de induzir paralisia temporaria do musculo subjacente a uma cicatriz
durante uma cirurgia de revisdo e minimizar a tensdo nas bordas. Outras utilizagcdes
descritas incluem pénfigo familiar benigno, genodermatoses (epidermdlise bolhosa
simplex, doenca de darier, pachyonychia congenita), hidradenite supurativa, alopecia
areata e androgenética, psoriase, nostalgia parestésica, eritema facial, oleosidade
da pele, fenbmeno de raynaud, eczema disidrético, cromidrose e bromidrose,
neuralgia pés herpétical?.

A toxina botulinica tipo A (BoNTA) inibe a liberacdo local de neuropeptidios
relacionados com a dor nos terminais colinérgicos e terminacfes livres, reduz a
ativacao central relacionada com a dor crbnica e inibe a inflamacdo neurogénica
pela atenuacdo da liberacdo dos neurotransmissores (Glutamato, Substancia P e
Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina-PRGC). Por esses mecanismos, tem

sido utilizada para o tratamento de diversos transtornos relacionados a dor'® como:
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sindrome dolorosa miofascial, cefaléia tensional, cefaléia cervicogénica, dor lombar
cronica, enxaqueca cronica, distarbios da articulagdo temporomandibular, dor
neuropatica e fasceite plantar4 15,

Sao diversas as situacfes onde é possivel a utilizagdo da toxina botulinica
tipo A, como espasticidade secundaria a varias condicdes como traumatismo
craniano acidente vascular encefélico, paralisia cerebral, esclerose mdultipla e lesédo
da medula espinal**. Outra importante condicdo refere-se aos transtornos de
hiperatividade do musculo liso, que inclui dissinergia detrusor-esfincteriana,
hipertrofia prostatica benigna, acalasia, doenca de hirschsprung, bexiga
neurogénica, esfincter de oddi, hemorrdéidas, fendbmeno de raynaud e fissuras anais
cronicas. Ja as desordens de saliva, transpiracédo e alergia pode-se utilizar em casos
de alergia nasal e rinite alérgica, hiperidorse axilar e palmar e Sindrome de Frey.
Estrabismo foi a primeira indicagdo em bula acompanhado de distonias focais, com
uma lista que inclui blefaroespasmo, distonia cervical, distonia laringea, distonia dos
membros, distonia oromandibulares, distonia orolingual e distonia troncular. Em
doencgas ndo-distbnicas de atividade muscular involuntaria também é possivel utilizar
este poderoso medicamento como em casos de tremor, tiques, mioclonia, zumbido,
trismo, bruxismo noturno e espasmo hemifacial**. H4 mais a aprender sobre o
mecanismo de a¢do da Toxina Botulinica e novas perspectivas podem levar a outras
formas de maximizar os efeitos clinicos®®.

Considerando todas as indicacfes citadas, alternativas para aumentar a
duracdo do efeito da toxina botulinica tanto para fins estéticos quanto terapéuticos
poderdo ser Uteis nos participantes que recebem aplicacdes trimestrais ou

semestrais e com isso minimizar custos, dor e possivel formacdo de anticorpos,
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proporcionando possivelmente um impacto positivo na qualidade de vida e nas

atividades diarias (laborativas, sociais, familiares e de lazer) desses participantes.

2.2 ESTRUTURA E MECANISMO DE ACAO DA TOXINA BOTULINICA

A aplicacdo de neurotoxina botulinica é um tratamento valioso para muitas
indicacOes terapéuticas e revolucionaram o tratamento da espasticidade e da
distonia. A toxina botulinica € produzida por fermentacdo anaerdbica da bactéria
Clostridium botulinum. Foram identificadas vérias cepas de C. botulinum diferentes
com oito sorotipos imunologicamente distintos (tipo A-H) e consistem na neurotoxina
botulinica complexadas com uma série de proteinas associadas.

Na natureza, a toxina botulinica tipo A € sintetizada como complexo de
proteinas macromoleculares. Estes complexos de proteinas sédo referidos como
toxinas progenitoras e consistem em proteinas acessorias ndo toxicas (NAPS)
ligadas a neurotoxina ativa de 150 kD. As toxinas progenitoras da toxina botulinica
tipo A variam em peso molecular (300-900 kD), dependendo da composi¢cdo dos
NAPs (proteinas acessorias ndo toxicas) e do processo de fabricacdo. A neurotoxina
de 150 kD deve se dissociar das NAPs (proteinas acessoérias ndo téxicas) para
exercer seus efeitos farmacoldgicos. A dissociacdo ocorre em condicbes de pH
fisiologicos.

Embora ndo haja diferencas claras na eficacia entre as vérias formulacdes,
sua comparabilidade é intensamente debatida'®.

O tipo A é o0 mais potente, juntamente com os sorotipos B e F. Os tipos A, B e
E sédo causadores conhecidos de intoxicacdo alimentar, e os tipos C e D néo
parecem afetar o sistema nervoso humano. O tipo F esta implicado na intoxicacao

alimentar com menos frequéncia e o tipo G nao foi associado ao botulismo humano.
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As neurotoxinas botulinicas séo polipeptidios de 150 kDa que consistem em uma
cadeia pesada de 100 kDa ligada a uma cadeia leve de 50 kDa, através de ligacbes
dissulfeto sensiveis ao calor e forcas ndo covalentes. Diferentes sorotipos de toxina
sdo distinguidos por variagbes em suas cadeias leves. As toxinas podem ser
complexadas com hemaglutinina (molécula ndo téxica) e entdo dimerizadas para
formar um composto maior: sendo de 900 kDa para toxina onabotulinica e 500 kDa
para toxina abobotulinica. J4& a Toxina Incobotulinica € livre de proteinas
complexantes, pesando 150 kDa®.

A toxina botulinica tipo A resulta no botulismo mais grave e duradouro, que
pode persistir por varios meses até mais de um ano. Devido a sua longa duracédo de
acdo e alta poténcia, o sorotipo A da toxina botulinica € também o mais utilizado
para fins médicos. Gragas aos avancos dos métodos genéticos e moleculares nas
ultimas duas décadas, a existéncia de muitas outras variantes da Toxina Botulinica
tem sido demonstrada nos dltimos anos?”’.

Existem quatro formulagcdes comercialmente disponiveis de toxina botulinica:
onabotulinumtoxina A, incobotuliniumtoxina A, abobotulinumtoxina B e
rimabotulinumtoxina B, destas, apenas a Ultima ndo esta disponivel no Brasil. Cada
formulacdo tem propriedades Unicas, e o0s neuromoduladores nao sao
intercambiaveis.

Além das citadas acima, existem mais outras duas apresentacdes, até o
momento nao liberadas no Brasil, que sdo a lanbotulinumtoxina (A/Lan) produzida
pelo Instituto de Produtos Bioldgicos da China e a Chinbotulinumtoxina (A/Chin), que
€ um toxina botulinica recém-produzida sem proteina complexante.

Essas toxinas botulinicas séo produzidas por diferentes métodos com

caracteristicas unicas, resultando em varios efeitos, pontos fortes e, possivelmente,
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duracdo. Além disso, a discrepancia de equivaléncia apés a aplicacdo das toxinas
também pode existir entre essas diferentes apresentacdes®®.

A Onabotulinum recebeu indicagbes formais aprovadas nos Estados Unidos
na década de 1990 e foi comprada pela Allergan em 1991, que cunhou 0 nome
comumente usado, o Botox. A onabotulinumtoxina A € uma forma estéril e liofilizada
de toxina botulinica tipo A produzida a partir das cepas de bactérias Clostridium
botulinum e cultivadas em um meio particular contendo NZ amina e extrato de
levedura. A liofilizacdo ou liofilizacdo, € o processo de congelacdo inicial de uma
substancia e, em seguida, baixa a pressao circundante para que a agua
congelada/sélida sublima para uma fase gasosa. O isolamento ocorre por uma série
de preparacdes acidas, formando um complexo cristalino, que consiste em toxina
ativa e proteinas hemaglutininas. Esta preparacédo é entdo redissolvida em solucéo
salina e albumina, esterilizada e seca a vacuo. O frasco de 100 unidades contém 0,5
mg de albumina humana e 0,9 mg de cloreto de sédio em uma forma estéril e sem
vacuo, livre de conservantes. Inicialmente, os frascos foram armazenados no
congelador antes da reconstituicdo devido as preocupacdes da labilidade ao calor da
toxina. Contudo, as evidéncias sugerem que os frascos podem ser armazenados
com seguranca em temperaturas refrigeradas por 36 meses antes do uso. No
entanto, apds a reconstituicdo, recomenda-se que o produto seja armazenado na
geladeira entre 2°C e 82C.

A Abobotulinumtoxina A, mais comumente conhecida como Dysport
(Galderma Laboratories, Fort Worth, TX) foi 0 segundo neuromodulador aprovado
pelo FDA em 2009. A Abobotulinumtoxina A é fornecida em frascos de 300 ou 500
unidades e usa uma purificacdo baseada em coluna. O complexo purificado €&

dissolvido em uma solucdo de lactose contendo também albumina humana e
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posteriormente esterilizado e liofilizado, com cada frasco contendo 0,125 mg de
albumina de soro humano com 2,5 mg de lactose. A abobotulinumtoxina A é
diferente da onabotulinumtoxina A em termos de unidades, propriedades quimicas,
atividade bioldgica e peso. Portanto, as duas formulagcdes ndo sao intercambiaveis e
as recomendacfes de dosagem ndo podem ser baseadas em uma Unica razdo de
conversao.

Além disso, cada neuromodulador possui uma curva de resposta a dose ndo
paralela, o que significa que seu desempenho é relativo. Uma determinada unidade
de uma toxina ndo se compara em relagdo a unidade constante com outra toxina.
Foi originalmente postulado que cada unidade de onabotulinumtoxina A é
equivalente a aproximadamente 3 a 5 unidades de abobotulinumtoxina A. Evidéncias
mais recentes sugerem que uma relacdo mais préoxima de 2,5:1
(abobotulinumtoxina:onabotulinumtoxina)

Rimabotulinumtoxin B (Myobloc; Solstice Neurosciences Inc, Louisville, KY) é
a Unica neurotoxina tipo B atualmente disponivel nos Estados Unidos, com
aprovacao e uso clinico da FDA quase que exclusivamente no contexto de doenca
neuromuscular, incluindo distonia cervical. Foi utilizada com sucesso fora do rétulo
“off label“ para o tratamento de rugas dindmicas. Ao contrario das apresentag¢des do
tipo A, esta preparacdo € uma formulagéo liquida néo liofilizada e estavel. Verificou-
se que a Rimabotulinumtoxina B teve um inicio mais rapido, porém uma duracao
mais curta de acdo (aproximadamente 2 meses) em compara¢cdo com os 3 ou 4
meses com toxinas de tipo A, e estd associada a mais desconforto na aplicacéo,
limitando seu uso cosmeético.

Tanto as dosagens de 1:70 e 1:100 unidades (onabotulinumtoxina A:

rimabotulinumtoxina B) produziram resultados efetivos no tratamento de linhas
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frontais sem diferenca significativa. Nao existe reatividade cruzada com o tipo A e
pode efetivamente ser usada em pacientes que recebem grandes doses de toxina e
nao respondem ou desenvolveram anticorpos neutralizantes de toxinas de tipo A.

As diferentes formulacdes de toxinas botulinicas sdo mais parecidas que
distintas. No entanto, elas ndo sdo bioidénticas e, portanto, € imperativo que o
profissional entenda bem as propriedades e o desempenho clinico de cada produto,
a fim de alcancar um uso efetivo e seguro.

A Incobotulinumtoxina A é a Unica que mantém sua estabilidade no
armazenamento a temperatura ambiente e pode ser armazenada a essa condi¢do
por 36 meses antes da reconstituicdo. A purificacdo da toxina incobotulinica envolve
a separacao da neurotoxina das proteinas complexantes, produzindo um produto
final de 150 kDa, liofilizado e contendo apenas o ingrediente ativo, 1 mg de albumina
humana e 4,7 mg de sacarose.

E, portanto, teoricamente menos imunogénico. Tradicionalmente, a
reconstituicdo de todas elasé feita com solugédo salina bacteriostatica, que reduz o
desconforto durante a aplicagéo®.

As formas ativas da BONTA atuam no sistema nervoso periférico para inibir a
liberacao de acetilcolina da juncado neuromuscular. O local de acdo mais comum € o
terminal pré-sinaptico. No entanto, a ligacdo aos ganglios colinérgicos autonémicos
com efeitos resultantes foi relatada em doses muito grandes. Uma vez injetada, ela
se liga irreversivelmente a um receptor no terminal pré-sinptico da juncéo
neuromuscular, denominado sinaptotagmin. Através da endocitose mediada pelo
receptor, ocorre a internalizacdo do complexo toxina-receptor, e a ligacao dissulfeto
gue liga as cadeias pesada e leve é clivada. A cadeia leve entdo transloca-se ao

citoplasma, se funde com uma isoforma de proteina especifica de toxina, um
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receptor de proteina sensivel ao n-etilmaleimide (NSF) — SNARE - e cliva a isoforma
de proteina utilizando uma endopeptidase dependente de zinco.

O complexo de fusdo sinaptica € composto por trés principais proteinas
SNARE: sinaptobrevina, sintaxina e SNAP-25. As toxinas botulinicas de tipo A, mais
comumente usadas, eliminam a proteina associada a SNAP-25, enquanto que as
toxinas do tipo B catalisam a degradacgao da sinaptobrevina.

Isso interrompe o encaixe, a fuséo e a liberacdo de vesiculas de acetilcolina
na jungao neuromuscular, inibindo assim a formacéo da contragdo muscular.

Também foi sugerido que a atividade da acetilcolinesterase é alterada com a
toxina botulinica. Embora tipicamente confinado a juncdo neuromuscular, padrées
de coloracdo nos musculos tratados demonstraram atividade da acetilcolinesterase
na maioria dos casos de Sarcolema (nome que se d4 a membrana plasmatica das
células do tecido muscular estriado)®.

A Toxina Botulinica Tipo A (BoNTA) é a mais efetiva entre as oito
neurotoxinas produzidas por Clostridium botulinum. BoNTA causa relaxamento
muscular e este conceito hoje em dia € amplamente utilizado no tratamento
cosmeético das rugas. Em 2005 e 2008, alguns pesquisadores descobriram um efeito
face-lifing de uma injecdo intradérmica de BoNTA para o terco médio e inferior da
face. Para descobrir se a BONTA poderia afetar diretamente os fibroblastos dérmicos
humanos, em 2012, pesquisadores estudaram os efeitos in vitro da BoNTA em
fibroblastos dérmicos humanos normais e descobriram que a BONTA tem um efeito
notavel no aumento do nivel de producdo de colageno e na reducdo da sua
degradacédo. O colageno € o elemento basico mais abundante dos componentes
fiborosos na derme e é responsavel por manter a integridade estrutural da pele

unindo as células e a matriz extracelular (ECM). Estes estudos ndo s6 mostraram 0s
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efeitos positivos do BONTA em fibroblastos dérmicos humanos para remodelagédo da
pele, mas também implicaram a importancia dos mesmos. Em 2016, foi comprovado
gue a aplicacdo de BONTA topica poderia otimizar o efeito do rejuvenescedor do
laser de CO: fracionado, indicando ainda que a BoNTA pode restaurar a textura da
pele através da melhoria da atividade de fibroblastos dérmicos humanos. Mas até
agora, 0s mecanismos moleculares através dos quais a BoNTA pode afetar HDFs
ainda (IncRNA) sdo um grupo de RNA que séo transcritos, mas ndo codificam
cadeias polipeptidicas, que possuem mais de 200 nucleotideos. Em comparacao
com os genes de modificacdo de proteinas, os cRNA (RNA complementar) tém
potencial de codificacdo limitado e apresenta pouca conservacao evolutiva em sua
sequéncia. Além disso, alguns pesquisadores detectaram que a expressdo dos
InNcRNAs é especifica de cada tecido e em niveis aparentemente mais baixos. Os
INcRNAs parecem desempenhar algumas fungdes, como a regulacéo da expressao
génica a niveis epigenéticos, transcricionais e pdés-transcricionais, participando de
algumas funcdes biolégicas, como a impressdo gendmica (imprinting), modificacao
cromossOmica, transporte intranuclear, ativacdo transcricional e interferéncia.
Portanto, a compreensdo dos processos celulares em condic¢des fisioldgicas néo
podera ser completa sem analisar as contribuicdes dos INcRNAs. Até agora, ndo ha
informacdes disponiveis sobre o efeito da BONTA sobre a expressao das IncCRNAs
em fibroblastos dérmicos humanos.

Embora a funcdo precisa dos IncRNAs alterados em fibroblastos dérmicos
humanos tratados com BoNTA ainda néo esteja clara, os RNAs nédo-codificantes
(ncRNA) foram considerados como reguladores vitais da expressdo génica e
possuem varias biofuncbes. Ha um grande numero de evidéncias que demonstram

gue os IncRNAs podem regular a expressdo génica por meio de interacdes RNA-
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proteina, RNA-RNA, DNA-RNA e proteina-DNA. Embora nao tenha sido encontrada
relacdo direta entre a alteracdo da expressdo de RNAs mensageiros, alguns autores
estdo convencidos de que as alteragcbes nos IncRNAs (RP11-517C16.2-001,
FR271872, LOC283352, RP11-401E9.3, FGFR3P e XXbac-BPG16N22.5) em
fibroblastos dérmicos humanos sdo em resposta a toxina botulinica e estdo
relacionados as mudancas de RNA de codificacdo de proteinas.

O aumento do gene FOS induzido pela BoONTA mostrou a regulacdo da
proliferacéo, que também esta envolvida no processo de senescéncia celular dos
fibroblastos dérmicos humanos. A expressdao de BIRC5 foi relacionada na
participacdo da modulacdo de diversos processos celulares, como proliferacéo,
adesdo, apoptose, migracdo e invasao durante o crescimento, desenvolvimento,
reparo, manutencao e regressao de uma ampla variedade de tecidos mesenquimais.
A baixa regulagdo do BIRC5 induzida pela toxina botulinica indica uma diminuicao
da apoptose em fibroblastos dérmicos humanos. O PLACS8 (Placenta Specific 8 - é
um gene de codificacdo de proteinas) e demonstrou regular o ciclo celular e
participar da regulacédo da apoptose e da divisao celular.

Foi relatado que a BONTA pode regular o processo de replicacdo do ciclo
celular e do DNA por outros pesquisadores. Alguns autores descobriram que BoNTA
regula a expressao de genes relacionados ao ciclo celular, tais como RhoA, Racl e
Cdc42 de uma maneira dependente da dose.

A BONTA pode regular a proliferacdo celular e a sintese de colageno. Os
mecanismos podem desempenhar papéis importantes nos efeitos do
rejuvenescimento da pele tratada com toxina botulinica.

O tratamento com BONTA regula dinamicamente a expressdo de COL19A1

(colageno tipo 19 de cadeia alfa-1) e FGFR3P nos fibroblastos dérmicos humanos.
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Mais estudos sdo necessarios para descobrir 0s mecanismos por tras das mudancas
dindmicas que a BoNTA induz o COL19A1 e FGFR3P?°.

A absorcdo da toxina botulinica também € dependente da temperatura. A
temperatura do masculo é geralmente controlada homeostaticamente. As vezes, o
resfriamento da pele € usado para reduzir a dor superficial da injecdo. Na medida
em que isso reduza a temperatura muscular, ele deve reduzir a absorgéo e reduzir o
efeito da inje¢éo?®.

O uso da BONTA vai muito além dos tratamentos cosméticos, pois ela
também funciona como analgésico. Os mecanismos subjacentes aos efeitos
analgésicos de BoNTA ainda ndo sao completamente compreendidos. No entanto,
muitos estudos pré-clinicos mostraram que tais efeitos podem ser atribuidos néo
apenas ao relaxamento muscular, mas também a inibicdo da liberacdo de
neurotransmissores das fibras aferentes sensoriais primarias. A BoNTA pode
influenciar a micréglia e os mondcitos. Portanto, o envolvimento dessas células ndo
neuronais no efeito analgésico da BoNTA também deve ser considerado como um
aspecto importante do seu mecanismo de acao. Além disso, a injecdo de BoNTA
aumentam simultaneamente os niveis das interleucinas antinociceptivas IL-1RA e IL-
10 no DRG (Downregulation of voltage-gate) de camundongos expostos a leséo pela
constricdo crénica (CCI - Chronic constriction injury) em comparagdo com a injecao
do veiculo.

Curiosamente, a administracado de minociclina impediu a regulacéo positiva de
fatores pro-nociceptivos na medula espinhal (IL-18) e / ou DRG (IL-18) e aumentou
0s niveis anti-nociceptivos da interleucina IL-10 na medula espinhal. Maiores efeitos

analgésicos foram obtidos ap0s co-administracdo de minociclina e BONTA.
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Os efeitos analgésicos da BONTA estdo relacionados a ativacdo microglial;
Como consequéncia, a BoNTA influencia os niveis de citocinas importantes para a
transmissao de sinais nociceptivos.

A administracdo de BoNTA ndo so alivia os comportamentos neuropaticos
relacionados a dor, mas também restaura o equilibrio neuroimune. A BoNTA reduz
os niveis de IL-1B e IL-18 na medula espinhal e / ou DRG, que sédo regulados apés
lesdo e, em paralelo, o BONTA aumenta os niveis das citocinas antinociceptivas IL-
10 e IL- 1RA. Esta evidéncia sugere que a BONTA, além de alterar a funcéo
neuronal, pode influenciar células ndo neuronais, particularmente a microglia°.

Quando administrado em doses baixas, a toxina botulinica tipo A é um
tratamento vital usado para tratar uma variedade de condigbes caracterizadas por
espasmos musculares incontrolaveis, como blefaroespasmo (fechamento do
espasmotismo) e disfonia (espasmos da dobra vocal). Por outro lado, toxina
botulinica tipo A é considerada uma ameaca bioterrorista importante pela sua alta
poténcia e relativa facilidade de producdo em massa e armacdo. A toxina é
produzida naturalmente durante a esporulacdo pelo Clostridium botulinum, uma
bactéria anaerébia e Gram-positiva. Se cultivado em quantidades suficientes, C.
botulinum pode ser disseminado em suprimentos de alimentos ou adsorvido em
particulas finas por aerossolizacdo. Um ataque bioterrorista real de toxina botulinica
tipo A na populacdo humana resultaria em paralisia flacida aguda, generalizada e
paralisia bulbar (resultando em dificuldade em falar, engolir e mastigar). Embora
nenhum ataque de bioterrorista que envolvesse a toxina botulinica tipo A tenha sido
executado com sucesso, muitos paises como o Ird, o Iraque, a Coréia do Norte e a

Siria desenvolveram e/ou armazenaram armas contendo toxina botulinica.
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Infelizmente, nenhum composto conhecido possui uma eficacia in vivo digna
de nota na melhoria da toxicidade induzida pela toxina botulinica tipo A; Portanto, a
descoberta de novos inibidores da cadeia leve da toxina botulinica continua sendo
um esforco de pesquisa importante?!.

A dose letal para uma pessoa, se ingerida pela via oral é estimada em 30 ng,
pela via inalatéria de 800 a 900 ng, e pela via intravenosa 90 a 150 ng.

As guantidades de toxina botulinica tipo A por frasco de 100 unidades nas
apresentacdes de toxina onabotulinica, incobotulinica e abobotulinica sdo em média
0,73 ng, 0,44 ng e 0,65 ng.

Para ter uma idéia, 0,09 ug via endovenosa de toxina botulinica equivaleria a
cerca de 204 frascos de Incobotulium toxina tipo A aplicadas diretamente via

intravenosa?2.

Quadro 2: Apresentacdes da toxina botulinica disponiveis no Brasil*.

Conteldo de Conteldo total de Unidades
Apresentacio proteina de 150 proteina (150 kd e equivalentes de
b ¢ kd (ng) nap) (ng) dose
Onabotulinumtoxina A 0.73 5.00 1
Incobotulinumtoxina A 0.44 0.44 1
Abobotulinumtoxina A 0.65 0.87 2-3

Fonte: Adaptado de Scaglione (2016).

2.3 UTILIZAQAQ DO ZINCO COMO AGENTE POTENCIALIZADOR DO EFEITO
DE DURAGCAO DA TOXINA BOTULINICA
A toxina botulinica tipo A inibe a liberacéo de acetilcolina nas sinapses e atua
como um neurotransmissor para a inervacdo dos musculos. E uma endoprotease
dependente do zinco que age sobre as células vulneraveis para separar 0sS
polipeptideos, que sdo essenciais para a exocitose. Quando o cation Zinco (Zn2+)

exdgeno é adicionado a toxina que foi removida por quelantes solUveis, a molécula
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reveste o cation e recupera a atividade de bloqueio catalitico e neuromuscular. O
Zn2+ exogeno pode restaurar a atividade da toxina, quer quando a toxina é livre em
solucéo no exterior da célula ou quando internalizada no citossol?3.

O alvo primario do sorotipo A da toxina botulinica € o terminal nervoso
colinérgico da juncdo neuromuscular, que se da através de uma série de eventos
gue incluem ligacdo ao receptor, internalizacdo produtiva e translocacdo para o
citosol.

Para ocorrer a paralisia, deve haver a ligacdo da toxina botulinica aos
receptores especificos no final do nervo. Cada sorotipo de Toxina botulinica possui
um receptor diferente. SNAP-25 € o receptor responsavel pela toxina botulinica tipo
A e passa por um processo de endocitose mediada pelo receptor, translocacéo
dependente do pH e presenca de zinco.

A toxina botulinica A promove a clivagem do SNAP-25 e isso leva a paralisia
na jungao neuromuscular.

A toxina botulinica € uma metaloprotease de zinco. A quelacdo do zinco
antagoniza a clivagem do SNAP-25 nos tecidos ndo alvo e inibe a agdo da toxina no
diafragma de camundongos?“.

A estrutura cristalina da toxina botulinica compreende duas cadeias de
aminoacidos ligadas por uma ligacdo de dissulfeto. A cadeia leve (50 kDa) que é
uma endopeptidase dependente de zinco relacionada as proteinas neuronais, que
sado responsaveis pela liberacdo de acetilcolina e a cadeia pesada (100 kDa) que
medeia a ligacdo seletiva para as células neuronais através de gangliosidos
especificos e transloca a cadeia leve ao citosol apds a endocitose mediada pelo

receptor de toda a molécula?®.
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De modo intracelular, a cadeia leve cliva o receptor soluvel de fixacdo de
fatores sensiveis a N-ETILMALEIMIDA (proteinas SNARE) que é responsavel pelo
transporte da vesicula da acetilcolina do reticulo endoplasmatico da célula na fenda
sinaptica, bloqueando assim o sinal da transmiss&o neuromuscular?®.

No terminal pré-sindptico, as cadeias leves separadas da toxina botulinica
destroem enzimaticamente as proteinas SNARE, porém, estas dUltimas sao
constantemente ressintetizadas. Logo, a duracdo da paralisia depende de quanto
tempo o dano a SNARE (pela toxina botulinica) serd suficiente para interferir na
liberagéo sinaptica. Havera fraqueza muscular, desde que exista toxina botulinica
residual no terminal nervoso. A toxina parece permanecer no terminal por uma
guestdo de meses, e isso determina a duracéo da acéo?®.

A toxina botulinica produzida pelo Clostridium botulinium é a toxina mais
potente da natureza, sendo uma protease dependente do zinco. A toxina botulinica
entra no terminal nervoso pré-sinaptico mediada por endocitose do receptor, onde
ela cliva locais especificos da proteina alvo envolvida na liberagdo de
neurotransmissores, através de suas atividades proteoliticas dependentes do
zinco?’.

Os niveis de zinco podem ser aumentados por meio da ingestéo de alimentos
gue contém esse metal, entretanto, sua deficiéncia ndo é incomum considerando
gue os proprios alimentos ricos em zinco podem ter sua absorcao bloqueada pelos
fitatos, e estes possuem capacidade de impedir a absorcdo de zinco na parede
intestinal®®.

O perfil de seguranca da BONTA esta bem estabelecido e os pacientes
toleram bem as injecoes. Os limites da ampla aplicagdo s&o restritos

substancialmente pelo alto custo do produto'?.
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Por serem proteases dependentes de zinco, surgiu a questdo de saber se a
concentracdo de zinco intracelular poderia influenciar na acdo da toxina. E dificil
encontrar informacdes claras sobre este ponto'4.

Em 2012, um estudo conduzido por Charles Soparkar no Hospital Metodista
de Houston, Estados Unidos, provocou um grande “falatério” em todo o mundo com
o lancamento de uma férmula com a possibilidade de permitir melhor a absor¢éo do
zinco e possivelmente aumentar o efeito da toxina botulinica. Charles Soparkar
utilizou uma formulacéao de citrato de zinco 50 mg e fitase 3.000 PU por quatro dias
antes da aplicagdo da toxina botulinica e no dia da aplicacdo. Foram avaliados 44
participantes que receberam aplicagdes com Onabotulinium toxina A, Abobotulinium
toxina A e Rimabotulinium toxina B. De todos participantes testados, 41 ou seja,
93%, apresentaram aumento da eficicia e duracdo do efeito da toxina botulinica
com o uso do suplemento oral®®. Apés a publicacdo, centenas de milhares de
médicos passaram a prescrever tal medicacdo (e ainda prescrevem) na tentativa de
obter mais éxitos em suas aplicagoes.

A distribuicdo de zinco no organismo ndo é clara. E possivel que o zinco
muscular esteja normal mesmo se houver deficiéncia sérica ou vice-versa de zinco®®.
O zinco é encontrado em todos os tipos de tecido e representa 0,005% do peso
corporal total. A pele contém aproximadamente 6% do zinco total do corpo, seguido
do tecido muscular e 6sseo®.

A parte ativa da molécula da Toxina Botulinica Tipo A (BoNTA) pesa 150 kDa
e e formada de duas porcdes: cadeia leve com atividade catalitica (50 kDa), e cadeia
pesada (100 kDa). A cadeia pesada é responsavel pela ligacdo aos receptores
extracelulares e internalizacdo na célula nervosa, além de ajudar a translocacao da

cadeia leve para o citoplasma do neurdnio. Ja o zinco presente no sitio ativo da
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cadeia leve € quem impede a liberagdo dos neurotransmissores, nas vesiculas
sinapticas. Enquanto houver toxina botulinica residual para fragmentar as proteinas
SNARE (Soluble NSF Attachment Receptor), havera relaxamento muscular, visto
gue estas proteinas, quando “danificadas” pela aplicagao da BoNTA, as vesiculas de
acetilcolina sdo impedidas de ligar-se a membrana pré-sinaptica, ou seja, ha
impedimento da contragdo muscular. Este “impedimento” pode durar de trés a quatro

meses, visto que as proteinas SNARE s&o constantemente produzidas3.
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3 HIPOTESES

HO — O efeito da injecéo da toxina botulinica diluida em solucao fisiolégica de
cloreto de sédio 0,9% possui a mesma duragcao do que a injecao da toxina botulinica
diluida em gluconato de zinco 0,02% no musculo frontal.

H1 — O efeito da injecdo da toxina botulinica diluida em gluconato de zinco
0,02% tem maior duracédo do que a injecdo da toxina botulinica diluida somente em

solucéo fisiolégica de cloreto de sodio 0,9% no musculo frontal.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito e duracdo do uso da toxina botulinica tipo A diluida em
solucdo de gluconato de zinco 0,02% comparando com a toxina botulinica tipo A na
diluicdo com solucdo fisiologica 0,9% aplicado no musculo frontal de mulheres acima

de 50 anos de idade.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Comparar as caracteristicas clinicas das participantes que receberam a
toxina botulinica diluida em solucdo de gluconato de zinco 0,02% com as
gue receberam a toxina botulinica na diluicdo com cloreto de sédio 0,9%;

b) Descrever as alteracdes observadas em cada grupo conforme escala de
validada de linhas frontais, segundo a percepcédo das participantes e
observador nos diferentes periodos de observacgao;

c) Verificar o tempo de duracdo do efeito relaxante do musculo frontal na
aplicacdo de toxina botulinica solubilizada no diluente classico (cloreto de

sodio 0,9%) e da aplicagdo da associagcdo com o zinco.
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5 METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi realizado apds apreciacdo e aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da PUCRS. Esta pesquisa segue 0s principios éticos estabelecidos de
acordo com o capitulo XIV, art. 94-99, das Normas de Pesquisa em Saude da
PUCRS e as recomendacdes éticas conforme a Resolucdo n® 466, de 12 de

dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude.

5.2 POPULACAO E AMOSTRA

Trata-se de um estudo prospectivo, duplo-cego, sendo que tanto os
participantes, como o0 pesquisador, ndo sabiam a ordem em que as substancias
seriam administradas. A amostra foi composta por 48 participantes do sexo feminino,
acima de 50 anos de idade e dividida em dois grupos. Essa idade foi escolhida visto
que, por volta dos 50 anos de idade, devido a disturbios endocrinolégicos, ocorre
aumento da perda de agua transepidérmica, o que provoca a formacdo de rugas
estaticas®?. As participantes foram submetidas a aplicacdo de toxina botulinica no
terco superior da face, especificamente no musculo frontal, sendo que em 24
participantes a diluicdo da Toxina Botulinica foi com solugdo de Gluconato de Zinco
0,02% (Grupo Caso) e 24 participantes com diluicdo da Toxina Botulinica em
solucao Fisioldgica 0,9% (Grupo Controle). Todas elas receberam doses que variam
de 8 a 25 unidades no musculo frontal, conforme recomendac¢des de aplicagdo nesta
regidao®. As participantes foram recrutadas e tratadas na clinica privada da FAPECS
- Instituto de Pesquisa em Ciéncias da Saude EPP, localizada na regido

metropolitana de Vitoria, no Estado do Espirito Santo. A FAPECS tem sede
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estabelecida a Avenida Jodo Palacios, n° 300, Salas 409, 410, 411 e 412 — Bloco 2A
— Bairro: Eurico Salles, Centro Empresarial Shopping Mestre Alvares, Serra/ES,
CEP: 29.160-161.

O examinador e os participantes foram cegados, isto é, ndo sabiam qual o
tratamento que estariam recebendo. Um médico devidamente qualificado realizou o
preparo das diluices da toxina botulinica tipo A para evitar interferéncia na analise
pelo examinador. Por meio de analises dietéticas, verificamos a quantidade de
ingesta semanal de zinco que cada paciente ingeria, a fim de comparar se esta
variavel poderia influenciar no resultado. Apés a concordancia em participar da
pesquisa, todos as pacientes responderam ao questionario com questdes
sociodemograficas e saude, em que a percep¢do do paciente de sua qualidade de
vida foi avaliada através do questionéario validado WHOQOL-Bref (ANEXO C) antes

e apos a aplicacéo.

5.2.1 Critérios deinclusao

Todas as participantes do sexo feminino, a partir de 50 anos de idade, que
concordaram com a pesquisa e assinaram o0 termo de consentimento livre e
esclarecido, sem histéria de doenca crbnica gastrointestinal (diarreia, doenca
intestinal inflamatéria, ou celiaco) portadoras de rugas frontais a contragcdo muscular
(dindmicas), que estejam ha pelo menos 6 meses sem receber aplicacdo de toxina
botulinica para qualquer indicagdo, ou participantes que nunca submeteram-se a

este tratamento foram incluidas no estudo.
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5.2.2 Critérios de excluséao

Individuos do género masculino, e individuos do género feminino com idade
inferior a 50 anos de idade, que ndo concordaram com a pesquisa e nao assinaram
o termo de consentimento livre e esclarecido, com historia de doenca cronica
gastrointestinal (diarreia, doenca intestinal inflamatéria, ou celiaco), portadoras de
diabetes, com auséncia de rugas frontais a contracdo muscular (dinamicas ou
estéticas), e que tenham realizado tratamento com toxina botulinica ha menos de 6

meses para qualquer indicacao ndo foram incluidas no estudo.

5.3 METODOS DE RE(}ONSTITUIQAO DAS DIFERENTES APRESENTACOES
DE TOXINA BOTULINICA

Para o estudo, foram utilizados dez frascos de toxina botulinica tipo A. Por se
tratar de uma de uma toxina livre de complexo de proteinas e com custo menor, foi
escolhido a apresentacdo Incobotulinum toxina A (representado pela marca
Xeomin® do laboratério do laboratério Merz Pharmaceuticals). As participantes
incluidas no grupo controle receberam a toxina botulinica diluida em solugéo
fisiologica de cloreto de sddio 0,9%, como amplamente empregado na clinica. Cinco
frascos de Incobotulinum toxina A (100 U) foram diluidos em 2 mL de solucao
fisioldégica de cloreto de sodio 0,9% cada, fornecendo uma concentracao final de 50
U/mL. Os outros cinco frascos, destinados as participantes incluidas no grupo caso,
foram diluidos com 2 mL de uma solugdo de gluconato de zinco 0,02% com pH de
6,7 (50 U/mL) fornecida pelo Laboratério Pineda, localizado na Cidade de Sé&o

Paulo, a Rua Monte Alegre, 1142 - Perdizes, Séo Paulo - SP, 05014-001.
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A Seringa BD MicroFine™ 1 mL 31 G e 6 mm foi utilizada para a aplicagao
das preparacdes de toxina botulinica nas participantes. Essa seringa por ser mais

fina, € menos dolorosa.

5.4 ESTRATEGIAS DE AVALIACAO DAS PARTICIPANTES ANTES E APOS O
TRATAMENTO

O acompanhamento das participantes foi realizado por meio da escala
validada Merz-Aesthetics343 (Fig. 3) de linhas frontais em repouso e em movimento
e documentado por meio de fotografia digital a qual possui grande valor na
dermatologia. Estudos cientificos na area da dermatologia cosmética utilizam esse
recurso com grande frequéncia, com a finalidade de demonstrar resultados de
tratamentos. Muitas vezes, esse € 0 Unico método de afericdo dos resultados,
embora apresente um carater de subjetividade na interpretacdo dos resultados.

As participantes foram fotografadas a uma distancia de 1 m com uma camera
iSight IPhone 6S Plus, de 12 megapixels, sem flash em condi¢bes de iluminagao
semelhantes, sem qualquer maquiagem, antes do tratamento, nas semanas 0, 2, 4 e

14 apo6s o procedimento.

Figura 3: Escala Validada Merz-Aesthetics de Linhas Frontais3*

CACAE

2 3 4
0 — Auséncia de Linhas 3 — Linhas severas
1 — Linhas suaves 4 — Linhas muito severas

2 — Linhas moderadas
Fonte: Merz Aesthetics, 2016.
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

O tamanho da amostra foi de 48 individuos, e foi calculado com a utilizacdo
do programa G-Power para verificar a associacao entre variaveis. Para tanto utilizou-
se um efeito de 0,5, um poder do teste de 80% e um nivel de confianca de 95%.

Para caracterizar os grupos foram utilizados métodos da estatistica descritiva
como frequéncias e percentuais para variaveis categoricas e mediana, minimo e
mMAaximo para as quantitativas.

A verificacdo da homogeneidade dos grupos em relacdo as variaveis clinicas
foram realizadas pelo teste qui-quadrado (etilismo, tabagismo, uso de protetor solar
e raca branca) e Manny-Whitney (idade e ingesta de zinco).

A concordancia entre o médico e cada paciente foi analisada pelo indice de
concordancia Kappa afim de garantir a fidedignidade dos resultados.

Os resultados obtidos pela escala de Merz-Aesthetics®*3® de linhas frontais
foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon para comparar as linhas
frontais antes e depois da aplicagdo. A comparacdo entre 0S grupos, toxina
botulinica diluida em gluconato de zinco 0,02% e toxina botulinica diluida em cloreto
de sodio 0,9% foi realizado pelo teste de Mann-Whitney. A escolha pelo teste nao
paramétrico ocorreu devido as varidveis ndo apresentarem distribuicdo normal
(Kolmogorov-Smirnov p>0,05). Os diversos momentos foram comparados pelo teste
Kruskall-Wallis.

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o0 programa
estatistico SPSS versao 23 e todo estudo inferencial foi realizado considerando um

nivel de significancia de 5%.
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6 RESULTADOS

A Tabela 1 compara as caracteristicas clinicas das participantes que
receberam a toxina botulinica diluida em solucéo de gluconato de zinco 0,02% com
as que receberam a toxina botulinica na diluicdo com cloreto de soédio 0,9%. O
resultado do teste qui-quadrado indicou que nao existe associacdo entre raca,
etilismo, tabagismo e uso de protetor solar com o0s grupos em estudo. Para as
variaveis idade e quantidade ingesta de zinco semanal o resultado do teste Mann-
Whitney indicou que ndo existe diferenca significativa entre os grupos, valor-p >

0,05. Os dois grupos sao similares em relacdo as caracteristicas clinicas.

Tabela 1: Comparacéo das caracteristicas clinicas das pacientes entre 0s grupos

Caracteristica powinga _gluconatode zinco°
N° de pacientes (%)

Etilismo 12 (50.0%) 14 (58.3%) 0.772

Tabagismo 01 (4.2%) 04 (16.7%) 0.348

Uso diario de protetor solar 14 (58.3%) 12 (50.0%) 0.562

Raca Branca 17 (70.8%) 11 (45.8%) 0.079
Mediana (Min-Max)

Idade (anos) 58 (50 - 70) 57 (50 - 70) 0.642

Quantidade ingesta de Zinco semanal (mg/sem) 61 (33 - 109) 66 (29 - 115) 0.599

p= Teste qui-quadrado e Teste Mann-Whitney
Fonte: O autor.

A comparacdo de variaveis prognésticas como capacidade em aceitar a
aparéncia fisica, satisfacdo consigo mesma e satisfacdo pessoal foram analisadas
antes e apos aplicagdo da toxina botulinica, Tabela 2, sendo que o resultado do
teste indicou que nado existe diferenca significativa das varidveis antes e apos

aplicacdo (p? > 0,05). Também foi realizada a comparagdo das variaveis entre 0s
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grupos em cada momento (antes e apos), o resultado desta comparagdo também

ndo indicou diferenca significativa, (p® > 0,05).

Tabela 2: Comparacéo das variaveis progndsticas antes e apés a aplicacéo da toxina e comparacao
entre 0s grupos em cada momento

Toxina Toxina botulinica +
Prognéstico _ botulinica gluconato de zinco pP
Mediana
Momento (Min-Max) p? Mediana (Min-Max)
Capacidade em Antes 3(1-5) 3(2-5) 4(1-5) 0.355
aceitar aparéncia 1.000
fisica Ap6s 3(1-5) 3(2-5) 4(1-5) 0.355
Satisfaco Antes 4(1-5) tooo (2-5) 4(1-5) 0.407
consigo mesma ApOs 4(1-5) 4 (2-5) 4 (1-5) 0.407
Satisfacio coma  Antes 3(1-5) L 000 3(1-5) 3(1-5) 0.394
vida sexual Apbs 3(1-5) 3(1-5) 3(1-5) 0.394

Teste ndo paramétrico de Wilcoxon e Teste Kruskall-Wallis
p? =Comparacio antes e pos; pP=Comparacdo entre grupos.
Fonte: O autor

Para verificar o tempo de duracdo do efeito relaxante do musculo frontal na
aplicacdo de toxina botulinica solubilizada com cloreto de sédio 0,9% e com o
gluconato de zinco 0,02%, foi considerado a visdo da paciente e do médico. O
resultado obtido pelo indice de concordancia Kappa, Tabela 3, indicou que a
concordancia entre eles é significativa, valor p<0,05, assim foi feita a op¢do de
verificar diferengas entre os grupos somente na visdo do médico.

Em nenhum momento (do inicial a 14@ semana) ocorreu diferenca significativa
da duracéo do efeito entre os grupos (p? > 0,05) tanto para a observacéo realizada
em repouso como em movimento, conforme a Tabela 4. Foi verificada diferenca
significativa entre os momentos tanto para as pacientes que receberam a toxina
botulinica na diluicdo com cloreto de sodio 0,9% como para as receberam toxina
botulinica diluida em solucdo de gluconato de zinco 0,02% (p® < 0,000)

considerando movimento e repouso.
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Médico versus pacientes Kappa p

Semana 0 Repouso 0.498 0.000
Movimento 0.252 0.008

22 Repouso 0.879 0.000
Movimento 0.963 0.000

4a Repouso 0.84 0.000
Movimento 0.885 0.000

142 Repouso 0.821 0.000
Movimento 0.831 0.000

p= Indice de concordancia Kappa
Fonte: O autor

As figuras 4, 5, 6 e 7 correspondem a algumas das pacientes que foram

submetidas ao estudo. Todas elas, fazem referéncia as semanas zero, quatro e

guatorze ap0Os a aplicacdo de toxina botulinica. Nas imagens, as pacientes foram

fotografadas com o musculo frontal em repouso e em movimento.
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Figura 4: Fotografias obtidas com as pacientes em repouso e em movimento nas semanas 0, 4 e 14.

SEMANA 0 SEMANA 4 SEMANA 14

MOVIMENTO REPOUSO

REPOUSO

MOVIMENTO

Fonte: O autor

As duas pacientes da figura 4 receberam toxina botulinica solubilizada em
cloreto de sédio 0,9%. A primeira paciente, conforme a Escala Validada Merz-
Aesthetics de Linhas Frontais®, encontra-se na semana 0 com o grau 3 de rugas em
repouso sendo que, na semana 4 apresentou-se com o grau 1 e na semana 14 ao
grau 2. Na linha 2, a mesma paciente, porém com o musculo frontal em movimento,
achava-se na semana 0 com o grau 4, na semana 4 com grau 1 e na semana 14

correspondia-se ao grau 2.
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J4 a segunda paciente (correspondente as linhas 3 e 4), a qual também
recebeu toxina botulinica solubilizada com cloreto de sédio 0,9%, na semana 0 com
0 musculo frontal em repouso correspondia ao grau 2 de rugas e, em movimento, ao
grau 3 sendo que, na semana 4 apresentou-se com o grau O em repouso e grau 1
em movimento. Na décima quarta semana, em repouso a mesma paciente ja se

apresenta com o grau 2 e em movimento ao grau 2.



54

Figura 5: Fotografias obtidas com as pacientes em repouso e em movimento nas semanas 0, 4 e 14.

SEMANA O SEMANA 4 SEMANA 14

MOVIMENTO REPOUSO

REPOUSO

MOVIMENTO

Fonte: O autor

A figura 5 demonstra duas pacientes, ambas receberam toxina botulinica
solubilizada com gluconato de zinco 0,02%. A paciente da linha 1 e 2 apresenta
poucas rugas, tanto em repouso como em movimento. Segundo a Escala Validada
Merz-Aesthetics de Linhas Frontais®* na semana 0 com o mdusculo frontal em
repouso apresentava grau 1 e em movimento ao grau 2. Quatro semanas apos a
aplicacao da toxina botulinica diluida em solucdo de gluconato de zinco 0,02%, foi

para o grau O de rugas, tanto em repouso COmo em movimento e manteve-se nesta
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condicdo até a semana 14. A segunda paciente desta figura, que era tabagista, deu
entrada com grau 2 de rugas em repouso e grau 4 em movimento, porém, quatro
semanas apo0s a aplicacdo, evoluiu favoravelmente para o grau 0 em ambas
imagens (repouso e movimento) sendo que, na semana 14 apresentou-se com 0

grau 1, tanto em repouso quanto em movimento.
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Figura 6: Fotografias obtidas com as pacientes em repouso e em movimento nas semanas 0, 4 e 14.

SEMANA O SEMANA 4 SEMANA 14

MOVIMENTO REPOUSO

REPOUSO

MOVIMENTO

Fonte: O utor

A figura 6 representa duas pacientes em que ambas receberam toxina
botulinica solubilizada em gluconato de zinco sendo que, a primeira fazia uso diério
de protetor solar e tinha uma dieta rica em zinco, ingerindo 115 mg do mineral
semanalmente. Ja a segunda participante desta figura, ndo possuia o habito de uso
de protetor solar e tinha uma ingesta pobre em zinco, com cerca de 29 mg do

mineral semanalmente.
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Tanto a primeira como a segunda paciente na semana 0 apresentavam-se
com o grau 1 de linhas frontais em repouso e grau 3 de linhas frontais em
movimento. Quatro semanas apos a aplicacdo, as duas pacientes evoluiram para o
grau 0 de linhas frontais em repouso e em movimento. Ja apds 14 semanas, ambas

encontram-se no grau 1 de linhas frontais, tanto em repouso como em movimento.
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Figura 7: Fotografias obtidas com as pacientes em repouso e em movimento nas semanas 0, 4 e 14.

SEMANA O SEMANA 4 SEMANA 14

MOVIMENTO REPOUSO

REPOUSO

MOVIMENTO

Fonte: O autor

A figura 7 representa duas pacientes em que ambas receberam toxina
botulinica solubilizada em cloreto de sodio 0,9% sendo que, a primeira ndo era
etilista e possuia uma baixa ingesta semanal de zinco, com cerca de 33 mg do
mineral por semana. Entretanto, a segunda participante desta figura, era etilista e
porém, tinha uma ingesta rica em zinco, com cerca de 109 mg do mineral

semanalmente.
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Tanto a primeira como a segunda paciente na semana 0 apresentavam-se
com o grau 2 de linhas frontais em repouso e grau 4 de linhas frontais em
movimento. Quatro semanas apos a aplicacdo, as duas pacientes evoluiram para o
grau 1 de linhas frontais em repouso e grau 1 em movimento. Ja apos 14 semanas,
ambas encontram-se no grau 3 de linhas frontais, tanto em repouso como em

movimento.
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Tabela 4: Comparacéo da duracdo do efeito relaxante do musculo frontal entre 0s momentos e entre

0S grupos em

cada momento

Toxina botulinica +

Momento Toxina botulinica gluconato de zinco .
Mediana (Min-Max) P

Semana 0 3(1-4) 2(1-4 0.727
2a 0(0-2) 0(0-2) 0.576
42 Repouso 1(0-3) 1(0-3) 0.859
142 2(0-3) 2(0-3) 0.695

p® 0.000 0.000
Semana 0 4(2-4) 4(2-4) 0.289
22 1(0-3) 1(0-2) 0.926
42 Movimento 1(0-3) 1(0-4) 0.778
143 3(1-4) 3(1-4) 0.410

p® 0.000 0.000

Teste ndo paramétrico de Wilcoxon e Teste Kruskall-Wallis
p3= Comparacao entre grupos; p°= Comparagao entre 0S momentos.

Fonte: O autor.

Nas Tabelas de 5 a 8 tem-se a comparacao da duracao do efeito dentro do

grupo em relacdo a exposicao a fatores como etilismo, tabagismo, uso de protetor

solar e raca considerando repouso e movimento do muasculo frontal.

O resultado mostrado na Tabela 5 indica que o grupo que usou toxina

botulinica com diluicdo usual a duracdo do efeito ndo diferiu na presenca do etilismo

no repouso e no movimento (p? > 0,05) em nenhum dos momentos considerados. Ja

no grupo que usou toxina botulinica diluida em solucdo de gluconato de zinco

ocorreu diferenca significativa no momento inicial em repouso e na quarta semana,

observa-se a mediana maior no grupo de pessoas que usam alcool. Quando

observado a duragcdo em movimento tem-se uma diferenca significativa na segunda

semana, p? < 0,05.



Tabela 5: Comparacéo da duracdo do efeito em relacdo a presenca de etilismo
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Toxina botulinica

Toxina botulinica +
gluconato de zinco

Momento Etilismo - Repouso Mediana (Min-Max) p? Mediana (Min-Max) p°
Semana 0 N&o 3(1-4) 0.755 2(1-3) 0.042
Sim 3(1-3) 3(1-4)

22 N&o 0(0-2) 0.932 0(0-2) 0.212
Sim 0(-1) 1(0-1)

43 N&o 1(0-2) 0.410 0(0-2) 0.031
Sim 1(0-3) 1(0-3)

142 N&o 2(0-3) 0.410 2(0-3) 0.192
Sim 2(1-3) 2(1-3)
Etilismo -
Movimento

inicial N&o 4(3-4) 0.887 4(2-4) 0.371
Sim 4(2-4) 4(2-4)

22 Nao 1(0-3) 0.799 0(0-1) 0.005
Sim 1(0-2) 1(0-2)

42 Nao 1(0-3) 0.443 1(0-2) 0.108
Sim 2(1-3) 2(0-4)

142 N&ao 3(2-4) 0.887 2(1-4) 0.096
Sim 3(1-4) 3(1-4)

p= Teste qui-quadrado, teste Mann-Whitney e Teste Kruskall-Wallis
Fonte: O autor

Na Tabela 6 foi realizada a comparacéo da duracéo do efeito dentro do grupo

em relacdo a exposicdo ao tabagismo. Nao foram detectadas diferencas na duracao

do efeito para nenhum grupo e em nenhum momento, tanto no repouso como

movimento (p? e p® > 0,05).



Tabela 6: Comparacéo da duracéo do efeito em relacéo a presenca de tabagismo
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Tabagismo -

Toxina botulinica

Toxina botulinica +
gluconato de zinco

Momento Repouso Mediana (Min-Max) p? Mediana (Min-Max) p®
Semana 0 N&o 3(1-4 0.583 3(1-4 0.157
Sim 3(3-3) 2(1-2)

22 Nao 0(0-2) 0.417 0(0-2) 0.525
Sim 1(1-1) 0(0-1)

4a N&o 1(0-2) 0.083 1(00-3) 0.794
Sim 3(3-3) 1(0-3)

142 Nao 2(0-3) 0.167 2(0-3) 0.970
Sim 3(3-93) 2(1-3)
Tabagismo -
Movimento

Semana 0 Nao 4(2-4) 0.750 4(2-4) 0.135
Sim 4(4-4) 3(2-4)

22 Nao 1(0-3) 0.667 1(0-2) 0.737
Sim 1(1-1) 1(0-1)

42 Nao 1(0-3) 0.167 1(0-4) 0.309
Sim 3(3-3) 1(0-3)

142 Nao 3(1-4) 0.250 3(1-4) 0.682
Sim 4(4-4 2(1-4)

p= Teste qui-quadrado, teste Mann-Whitney e Teste Kruskall-Wallis
Fonte: O autor.

Na Tabela 7 foi realizada a comparacéo da duragéo do efeito dentro do grupo

em relacdo ao uso de protetor solar. Nao foram detectadas diferencas na duragcéo do

efeito para nenhum grupo e em nenhum momento, tanto no repouso como

movimento (p? e p° > 0,05).
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Tabela 7: Comparacéo da duracéo do efeito em relacdo ao uso de protetor solar

Toxina botulinica +

Toxina botulinica gluconato de zinco

Tempo Lg?a?eRgg())tS;%r Mediana (Min-Max) p? Mediana (Min-Max) pP

Semana 0 Na&o 3(2-4) 0.341 3(2-4) 0.219
Sim 3(1-23) 2 (1-4)

24 Nao 0(0-2) 0.585 1(0-2) 0.443
Sim 0(0-1) 0(0-1)

42 Nao 1(0-3) 0.437 1(0-3) 0.630
Sim 1(0-2) 1(0-3)

142 N&o 2(0-3) 0.437 2(0-3) 0.378
Sim 2(0-3) 1(0-3)

Uso de protetor
solar Movimento

Semana0 Né&o 4(2-4) 0.752 4 (3-4) 0.143
Sim 4(2-4) 4(2-4)

23 N&o 1(0-3) 0.437 1(0-1) 0.843
Sim 1(0-1) 1(0-2)

42 Nao 2(1-3) 0.437 2(1-3) 0.242
Sim 1(0-3) 1(0-4)

142 N&o 3(2-4) 0.371 3(1-4) 0.347
Sim 3(1-4) 2 (1-4)

p= Teste qui-quadrado Teste ndo paramétrico de Wilcoxon e Teste Kruskall-Wallis
Fonte: O autor.

A comparagao realizada na Tabela 8 indicou que nao foram detectadas
diferencas na duracéo do efeito p2 e p® > 0,05, ou seja, ser da raca branca (fototipo
1, 2 e 3) n&o interfere significativamente na duragcao do efeito tanto no grupo que fez
aplicacé@o de toxina botulinica solubilizada com cloreto de s6dio como com gluconato

de zinco.



Tabela 8: Comparacéo da duracdo do efeito na raca
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Toxina botulinica

Toxina botulinica +
gluconato de zinco

Momento Raca - Repouso Mediana (Min-Max) p? Mediana (Min-Max) p°

Semana 0 Branca 2(1-4 0.576 2(1-4 0.865
N&o Branca 3(1-3) 2(1-4)

2a Branca 0(0-2) 0.260 0(0-1) 0.252
N&o Branca 1(0-1) 1(0-2)

43 Branca 1(0-3) 0.147 1(0-3) 0.649
N&o Branca 1(2-3) 1(0-3)

142 Branca 2(0-3) 0.087 2(0-3) 0.303
N&o Branca 2(1-3) 1(0-3)
Raca - Movimento

Semana 0 Branca 4(2-4) 0.804 4(2-4) 0.691
Nao Branca 4(2-4) 4(2-4)

28 Branca 1(0-3) 0.951 0(0-1) 0.277
N&o Branca 1(0-1) 1(0-2)

42 Branca 1(0-3) 0.494 1(0-3) 0.865
N&o Branca 2(1-3) 1(0-4)

142 Branca 3(2-4) 0.951 2 (1-4) 0.649
N&o Branca 3(1-4 3(1-4)

p= Teste qui-quadrado - Teste ndo paramétrico de Wilcoxon e Teste Kruskall-Wallis
Fonte: O autor.
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7 DISCUSSAO

Neste estudo as participantes foram categorizadas conforme os critérios
estabelecidos por meio de uma escala validada34®® de linhas frontais em repouso e
em movimento e submetidas a aplicacdo da toxina botulinica diluida em solucdo de
gluconato de zinco 0,02% e toxina botulinica diluida com cloreto de sodio 0,9%. Os
resultados obtidos mostraram que nao ha relacao entre raca, etilismo, tabagismo e
uso de protetor solar com o efeito da toxina nos dois grupos em estudo. Para as
variaveis idade e quantidade ingesta de zinco semanal o resultado do teste Manny-
Whitney indicou que nao existe diferenca significativa entre os grupos, valor-p >
0,05. Estas observagdoes também foram descritas em outro estudo?®. Embora a
toxina botulinica do tipo A seja efetiva e segura para reduzir as rugas faciais, poucos
estudos avaliaram a qualidade de vida dos pacientes apés o tratamento®® e o
resultado desta comparacéo no presente estudo, ndo indicou diferenca significativa,
divergindo do Unico trabalho encontrado®® que utilizou testes de qualidade vida em
pacientes submetidos a aplicacdes estéticas de toxina botulinica. Este resultado é
importante pois € alta a proporcao de individuos que sdo submetidos a tratamentos
cosméticos na tentativa de "corrigir" defeitos percebidos na sua aparéncia fisica.
Uma literatura emergente®’ sugere que a maioria dos individuos especialmente com
transtorno dismorfico corporal tém resultados ruins apos intervencdes cosméticas.
Estudos longitudinais cuidadosamente conduzidos com populacbes de pacientes
bem caracterizadas sdo necessarios para melhor avaliar essa questdo. Antes de
verificar o tempo de duracéo do efeito relaxante do musculo frontal na aplicacdo de
toxina botulinica solubilizada com cloreto de sédio 0,9% e com o gluconato de zinco
0,02%, foram consideradas as visdes individualizadas das pacientes e do médico

examinador com relacdo a que grau de rugas das linhas frontais®* que cada
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participante se encontrava anteriormente ao tratamento. O resultado indicou que
houve concordancia entre as pacientes e o médico, ou seja, quando a participante
se olhava para o espelho e comparava com a escala das linhas frontais 0 médico
também encontrou resultados semelhantes. Em um outro estudo® que também
utilizou a mesma escala de linhas frontais para verificar a duracao de trés tipos de
toxina botulinica tipo A em 180 pacientes (incobotulinumtoxina A,
onabotulinumtoxina A, e abobotulinumtoxina A) considerou somente a opiniao das
participantes e ndo comparou o ponto de vista do médico. O inicio do efeito do
tratamento foi definido como o décimo quarto dia (ou segunda semana) apés a
execucdo da aplicacéo, visto que o efeito da toxina botulinica, segundo a literatura®®
se completa em duas semanas, tempo suficiente para que o observador e paciente
constatassem a diminuigdo na atividade do musculo frontal em comparacdo com
fotografias de duas semanas antes do tratamento. A apuragdo ainda contemplou o
vigésimo oitavo dia e por fim o nonagésimo oitavo dia (ou 14 semana) apés a
aplicacé@o. Todos os pacientes foram avaliados com o musculo frontal em repouso e
em movimento. No grupo de pacientes que receberam incobotuliniumtoxina A
solubilizada em cloreto de sédio, em 14 semanas da aplicacdo houve reducédo de
66% dos efeitos nos pacientes com as rugas do frontal em repouso. Ja os pacientes
que foram solicitados que movimentassem o musculo frontal (movimento) houve
reducdo de 75% do efeito desejado com 98 dias da aplicagcdo. As rugas em
movimento parecem tender a retornar a0 momento inicial mais precocemente se
comparado as rugas em repouso. Os resultados deste estudo sdo consistentes com
pesquisas anteriores*® que demonstram que o tratamento intramuscular com toxina
botulinica tipo A melhora a aparéncia de linhas em repouso e qualidade geral da

pele. Uma possivel explicacdo para esse efeito € que o enfraquecimento muscular
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elimina a dobra repetitiva da pele e alivia o0 estresse cronico aplicado a pele
sobreposta, 0 que faz com que a elastina e o coldgeno se fortalecam nesses locais
ao longo do tempo*!. No grupo de pacientes que receberam incobotuliniumtoxina A
solubilizada em gluconato de zinco, ap6s 14 semanas da aplicacdo houve reducao
de 100% dos efeitos nos pacientes com as rugas do frontal em repouso. Ja 0s
pacientes que foram solicitados que movimentassem o musculo frontal também
houve reducéo de 75% do efeito desejado com 98 dias da aplicagéo, corroborando
com um estudo?’ que comparou duas apresentacées de Toxina Botulinica Tipo A
(onabotulinium toxina A e incobotulinium toxina A). Existem muitos mitos que
envolvem o manejo da toxina botulinica, muitos médicos a utilizam somente se
forem reconstituidas no dia da aplicacdo, porém, um estudo*® confirmou que a
Toxina Botulinica Tipo A é uma molécula extremamente estavel, e a agitacao
vigorosa ndo prejudica sua poténcia, mesmo apés 6 semanas de diluida. Os
resultados do presente estudo também mostraram que os individuos que consomem
mais alimentos ricos em zinco, independente se foram tratados com
incobotulinumtoxina A diluida em cloreto de sédio ou gluconato de zinco, ndo
tiveram efeito mais duradouro. Esta variante nado foi avaliada pelo autor que
descreveu o0 uso oral do zinco para aumentar a duracdo dos efeitos da toxina
botulinica?®. Este estudo avaliou se alguns fatores como etilismo, tabagismo, uso de
protetor solar e raca poderiam influenciar nos resultados, considerando as rugas
frontais em repouso e movimento. Sabe-se que as rugas também estdo associadas
ao envelhecimento, estado hormonal, tabagismo e doencas intercorrentes*® e que ha
uma ligacao entre rugas periorais e tabagismo e que fumar é um fator de risco para
o0 envelhecimento prematuro da pele. Estudos propuseram que a exposSi¢cdo ao

cigarro aumenta a atividade da metaloproteinase da matriz-1 e 3 e diminui a
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producdo de pro-colageno na pele, possivelmente pela produgédo de radicais livres
induzidos pelo tabaco!3, entretanto, este estudo ndo demonstrou sucesso terapéutico
ou duracéo inferior nos pacientes tabagistas atuais que receberam aplicagbes de

toxina botulinica com as duas dilui¢des.
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8 CONCLUSOES

Com base neste estudo, verifica-se que diversas pesquisadores estédo
empenhados na geracdo de conhecimento, no sentido de descobrir novas
utilizacdes da Toxina Botulinica nas diferentes areas da medicina.

Os dados identificam que os habitos de vida das pacientes nao influenciam no
resultado final do procedimento, e que a duracéo do efeito ndo esta ligado a diluicédo
do produto com substancia diferente da diluicdo classica com solucéo fisiologica.
Contudo, o estudo demostrou que 0s pacientes que ingerem bebida alcodlica que
utilizaram a toxina botulinica diluida em gluconato de zinco 0,02% parecem ter uma
melhor eficacia. Os resultados apresentados neste estudo ndo mostram melhorias
na qualidade de vida dos pacientes durante o pico de acdo do tratamento com
BoNTA, em relacdo ao aspecto fisico. Outra descoberta foi a de que o habito de nédo
usar protetor solar ndo influenciou no efeito da duracdo da Toxina Botulinica.
Pacientes com fototipos baixos ou elevados possuem a mesma duracao de efeito da
toxina botulinica.

Pela seguranca do medicamento e pela necessidade de estudar meios que
modiquem desfechos superiores com a Toxina Botulinica, o autor conclui que é
possivel realizar estudos com esta formulacdo de gluconato de zinco entre as
demais apresentacdes de Toxina Botulinica tipo A com toda seguranca e que a
padronizacao do diluente mais eficaz deve ser atingida, objetivando a elaboracéo de
protocolos voltadas a maximizar os resultados, visto que a toxina botulinica € um
medicamento ainda com elevado custo e alta demanda entre as mais diversas
patologias e ndo so a estética.

O presente estudo ndo se destinava a ser uma analise sistematica da eficacia

e seguranca de varias preparagcdes. Em vez disso, nos concentramos em um tipo de
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Toxina Botulinica Tipo A. Em particular, examinamos as possibilidades de problemas
clinicos em razdes da sua diluigdo com zinco, bem como questdes relacionadas a
fatores externos, para fornecer informacdes sobre o uso combinado de BoNTA

reconstituida em gluconato de zinco, na prética clinica.
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Resumo - Este estudo propés analisar se a aplicagio de gluconato de
zinco combinado a toxina botulinica, pode afetar, em grupos de
diferentes caracteristicas clinicas, a eficdcia, duragao e influenciar na
qualidade de vida de pacientes tratados. Em um estudo piloto duplo-
cego, examinamos uma amostra por 48 particip do sexo
feminino, acima de 50 anos de idade e dividida em um grupo
submetido a aplica¢do de toxina botulinica diluida com solugao de
Gluconato de Zinco 0,02% e o outro submetido a aplicacio de toxina
botulinica diluida em solugio Fisiologica 0,9%. O resultado do teste
qui-quadrado indicou que ndo existe associagio entre raga, etilismo,
tabagismo e uso de protetor solar com os grupos em estudo. Para as
varidveis idade e q idade i de zinco [ o resultado do
teste Manny-Whitney indicou que néo existe diferenca significativa
entre os grupos. Para verificar o tempo de duragao do efeito relaxante
no musculo frontal, foi considerada a visao da paciente e do médico.
Em nenhum momento ocorreu diferenga significativa da duragao do
efeito entre os grupos. Este estudo sugere que os habitos de vida das
pacientes ndo influenciam no r lo final do proced equea
duragao do efeito nao estd ligada a dilui¢do do produto com substincia
diferente da dilui¢do cldssica com solugao fisiologica.

Palavras-chave: Zinco. Toxinas Botulinicas Tipo A. Musculos Faciais.
Interagoes de Medicamentos.

Abstract - This study provides an application of zinc gluconate
combined with botulinum toxin, which can affect, in groups of
different clinical characteristics, an efficacy, duration and influence on
the quality of life of treated patients. In a double-blind pilot study, a
sample composed of 48 female participants, over 50 years of age and
divided into a group submitted to the application of botulinum toxin
diluted with 0.02% Zinc Gluconate solution and the other submitted in
the application of botulinum toxin diluted in physiological solution
0,9%. The result of the chi-square test indicated that there is no
association between race, ethnicity, smoking and use of sunscreen with
the groups under study. For as variables age and amount weekly zinc
intake the Manny-Whitney test result indicated that there is no
significant difference between the groups. To check the duration of the
relaxing effect on the frontal muscle, have a look at the patient and the
doctor. At no time is there a significant difference in duration of effect
between groups. This study suggests that patient life habits do not
infl the final of the procedure and that the duration of
the effect is not linked to the dilution of the product with a substance
other than the classical dilution with physiological solution..

Keywords: Zinc. Botulinum Toxins Type A. Facial Muscles. Drug
Interactions.

Valime 12 —n 142 — Outithra/2017

L. INTRODUGCAO

O uso de toxina botulinica como agente terapéutico foi
iniciado por um oftalmologista ha cerca de 30 anos para uso
em estrabismo ¢ blefarospasmo. Nas décadas seguintes, a
toxina botulinica tornou-se o padrdo de cuidados para uma
série de transtornos do movimento e distirbios do sistema
nervoso auténomo que podem ser tratados com esta opgao, e
a regido da cabeca e pescogo ¢ um foco interdisciplinar
neste campo. (POULAIN et al., 2013).

Existem  quatro  formulagdes  comercialmente
disponiveis de toxina botulinica: onabotulinumtoxina,
incobotuliniumtoxina, abobotulinumtoxina e
rimabotulinumtoxina, destas, apenas a ultima ndo esta
disponivel no Brasil. Cada formulagdo tem propriedades
Gnicas, e os neuromoduladores ndo sdo intercambidveis. A
Incobotulinumtoxina A € a Unica que mantém sua
estabilidade no armazenamento a temperatura ambiente e
pode ser armazenada a essa condigdo por 36 meses antes da
reconstitui¢do. A Incobotulinumtoxina A (Xeomin, Merz
Pharmaceuticals GmbH, Frankfurt, Alemanha) ¢ a mais
nova neurotoxina tipo A e sua purificagdo envolve a
separagdo da neurotoxina das proteinas complexantes,
produzindo um produto final de 150 kDa liofilizado
contendo apenas o ingrediente ativo, 1 mg de albumina
humana e 4,7 mg de sacarose. E, portanto, teoricamente
menos imunogénico. Tradicionalmente, a reconstituigdo de
todas elas ¢ feita com solugdo salina bacteriostatica, que
reduz o desconforto durante a aplicagio (GIORDANO;
MATARASSO; OZOG, 2017).

A toxina botulinica tipo A inibe a liberagdo de
acetilcolina nas sinapses e atua como um neurotransmissor
para a inervagdo dos musculos (FREVERT, 2015). E uma
endoprotease dependente do zinco que age sobre as células
vulneraveis para separar os polipeptideos, que sdo essenciais
para a exocitose. Quando o cation Zinco (Zn2+) exdgeno ¢
adicionado a toxina que foi removida por quelantes soluveis,
a molécula reveste o cation e recupera a atividade de
bloqueio catalitico e neuromuscular. O Zn2 + exdgeno pode
restaurar a atividade da toxina, quer quando a toxina ¢é livre
em solugdo no exterior da célula ou quando internalizada e
esta no citossol (SIMPSON, 2001).
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Os niveis de zinco podem ser aumentados por meio da
ingestdo de alimentos que contém esse metal, entretanto, sua
deficiéncia ndo ¢ incomum considerando que os proprios
alimentos ricos em zinco podem ter sua absor¢ao bloqueada
pelos fitatos, e estes possuem capacidade de impedir a
absor¢do de zinco na parede intestinal (MATTE et al.,
2017).

Por serem proteases dependentes de zinco, surgiu a
questdo de saber se a concentragdo de zinco intracelular
poderia influenciar na agdo da toxina. E dificil encontrar
informagdes claras sobre este ponto (PATIL et al., 2016).

Até o momento, nao ha comparagdo publicada dos
efeitos da toxina botulinica reconstituida com solugdo
fisiologica de gluconato de zinco em comparagdo com a
solucdo salina.

II. OBJETIVO

Investigar o efeito e duragdio do uso da toxina
botulinica tipo A diluida em solugdo de gluconato de zinco
0,02% comparando com a toxina botulinica tipo A na
diluigdo com solugdo fisiologica 0,9% aplicado no musculo
frontal de mulheres acima de 50 anos de idade.

11II. METODOS

O estudo foi realizado ap6s aprecia¢do e aprovagio do
Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catélica do Rio Grande do Sul (PUCRS). Esta pesquisa
segue os principios éticos estabelecidos de acordo com o
capitulo XIV, art. 94-99, das Normas de Pesquisa em Saude
da PUCRS e as recomendagdes éticas conforme a Resolugdo
n® 466, de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional
de Satide do Ministério da Saude.

Trata-se de um estudo prospectivo, duplo-cego, sendo
que tanto os participantes, como o pesquisador, ndo sabiam
a ordem em que as substdncias seriam administradas. A
amostra foi composta por 48 participantes do sexo feminino,
acima de 50 anos de idade e dividida em dois grupos. As
participantes foram submetidas a aplicagdo de toxina
botulinica no ter¢o superior da face, especificamente no
musculo frontal, sendo que em 24 participantes a diluigdo da
toxina botulinica foi com solugdo de Gluconato de Zinco
0,02% (Grupo Caso) e 24 participantes com diluigdo da
toxina botulinica em solugdo Fisiologica 0,9% (Grupo
Controle). Todas elas receberam doses que variam de 8 a 25
unidades no musculo frontal, conforme recomendagdes de
aplicagdo nesta regido. As participantes foram recrutadas e
tratadas na clinica privada do FAPECS - Instituto de
Pesquisa em Ciéncias da Saide EPP, localizada na regido
metropolitana de Vitoéria, no Estado do Espirito Santo. O
examinador e os participantes foram cegados, isto é, nao
sabiam qual o tratamento que estariam recebendo. Um
médico devidamente qualificado realizou o preparo das
diluigdes da toxina botulinica tipo A para evitar
interferéncia na analise pelo examinador. Por meio de
andlises dietéticas, verificamos a quantidade de ingesta
semanal de zinco que cada paciente ingeria, a fim de
comparar se esta variavel poderia influenciar no resultado.
Apbs a concordancia em participar da pesquisa, todos as
pacientes responderam ao questionario com questdes
sociodemograficas e saude, em que a percepgao do paciente
de sua qualidade de vida foi avaliada por meio do
questionario validado World Health Organization Quality of
Life (WHOQOL)-Bref antes e apds a aplicagao.
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O tamanho da amostra foi de 48 individuos, e foi
calculado com a utilizagdo do programa G-Power para
verificar a associagdo entre variaveis. Para tanto utilizou-se
um efeito de 0,5, um poder do teste de 80% e um nivel de
confianga de 95%.

Para caracterizar os grupos foram utilizados métodos
da estatistica descritiva como frequéncias e percentuais para
varidveis categoricas e mediana, minimo e maximo para as
quantitativas.

A verificagio da homogeneidade dos grupos em
relagdo as variaveis clinicas foram realizadas pelo teste qui-
quadrado (etilismo, tabagismo, uso de protetor solar e raga
branca) e Manny-Whitney (idade e ingesta de zinco).

A concordancia entre 0 médico e cada paciente foi
analisada pelo indice de concorddncia Kappa afim de
garantir a fidedignidade dos resultados.

Os resultados obtidos pela escala de Merz-Aesthetics
de linhas frontais foram analisados pelo teste nao
paramétrico de Wilcoxon para comparar as linhas frontais
antes e depois da aplicagdo. A comparagdo entre os grupos,
toxina botulinica diluida em gluconato de zinco 0,02% e
toxina botulinica diluida em cloreto de sodio 0,9% foi
realizado pelo teste de Mann-Whitney. A escolha pelo teste
ndo paramétrico ocorreu devido as varidveis ndo
apresentarem distribui¢do normal (Kolmogorov-Smirnov P
>0,05). Os diversos momentos foram comparados pelo teste
Kruskall-Wallis.

A anélise estatistica dos dados foi realizada utilizando-
se 0 programa estatistico Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versdo 23 e todo estudo inferencial foi
realizado considerando um nivel de significancia de 5%.

IV. RESULTADOS

A Tabela 1 compara as caracteristicas clinicas das
participantes que receberam a toxina botulinica diluida em
solugdo de gluconato de zinco 0,02% com as que receberam
a toxina botulinica na dilui¢ao com cloreto de sodio 0,9%. O
resultado do teste qui-quadrado indicou que ndo existe
associac@o entre raga, etilismo, tabagismo e uso de protetor
solar com os grupos em estudo. Para as variaveis idade e
quantidade ingesta de zinco semanal o resultado do teste
Manny-Whitney indicou que ndo existe diferenga
significativa entre os grupos, valor-P > 0,05. Os dois grupos
sdo similares em relagdo as caracteristicas clinicas.

Tabela 1 - Comparagéo das caracteristicas clinicas das
pacientes entre 0s grupos

Caracteristica Toxina Toxina botulinica + P
botulinica gluconato de zinco

N° de pacientes (%)
Etilismo 12(50,0%) 14 (58,3%) 0772
Tabagismo 01 (4,2%) 04 (16,7%) 0,348
Uso didrio de protetor solar 14 (58,3%) 12 (50,0%) 0,562
Raga Branca 17 (70,.8%) 11 (45.8%) 0,079

Mediana (Min-Max)
Idade (anos) 58 (50-70) 57 (50-70) 0,642
Quantidade ingesta de Zineo semanal (3100 6 o.115) 0568
(mg/sem)

Fonte: O autor.
A comparagio de varidveis progndsticas como

capacidade em aceitar a aparéncia fisica, satisfagdo consigo
mesma e satisfagio pessoal foram analisadas antes e apos
aplicagdo da toxina botulinica (7abela 2), sendo que o resultado
do teste indicou que ndo existe diferenca significativa das
varidveis antes e apos aplicagdo (P* > 0,05). Também foi
realizada a comparagdo das variaveis entre os grupos em cada
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momento (antes e apds), o resultado desta comparagao também
ndo indicou diferenga significativa (P*> 0,05).

Tabela 2 - Comparagdo de variaveis prognosticas antes e apos
aplicagdo da toxina e comparagdo entre os grupos em cada

momento
Toxina
Toxina botulinica +
Prognstico Mediana botulinica gluconato de p
(min- zinco
Momento max) P Mediana (min-max)
Capacidade Antes 3(1-5) 3(2-5) 4(1-5) 0,355
ST REeRar 1,000
aparéncia Apbs 3(1-5) 3(2-5) 4(1-5) 0,355
fisica
Satisfagio Antes 4(1-5) 4(2-5) 4(1-5) 0,407
consigo 1,000
mesma Apés 4(1-5) 42:5) 4(1-5) 0,407
Satisfagio Antes 3(1-3) 3(1-5) 3(1-5) 0,394
coma vida 1,000
sexual Apés 3(1-5) 3(1-5) 3(1-5) 0,394

min = minimo; max = maximo; P* = comparagéo antes e pos;
P® = comparagdo entre grupos.
Fonte: O autor.

Para verificar o tempo de duragéo do efeito relaxante do
musculo frontal na aplicagdo de toxina botulinica solubilizada
com cloreto de sodio 0,9% e com o gluconato de zinco 0,02%,
foi considerada a visdo da paciente e do médico. O resultado
obtido pelo indice de concordancia Kappa (7abela 3), indicou
que a concordancia entre eles ¢ significativa, valor-P < 0,05,
assim foi feita a opgdo de verificar diferengas entre os grupos
somente na visdo do médico.

Tabela 3 - Concordancia entre paciente e médico

Nas Tabelas 5 a 8 tém-se a comparagdo da duragao do
efeito dentro do grupo em relagdo a exposigdo a fatores
como etilismo, tabagismo, uso de protetor solar e raga
considerando repouso e movimento do musculo frontal.

O resultado mostrado na Tabela 5 indica que o grupo
que usou toxina botulinica com diluigdo usual a duragdo do
efeito ndo diferiu na presenga do etilismo no repouso e no
movimento (P* > 0,05) em nenhum dos momentos
considerados. Ja no grupo que usou toxina botulinica diluida
em solugdo de gluconato de zinco ocorreu diferenga
significativa no momento inicial em repouso ¢ na quarta
semana, observa-se a mediana maior no grupo de pessoas
que usam alcool. Quando observada a duragdo em
movimento tem-se uma diferenga significativa na segunda
semana, P* < 0,05.

Tabela 5 - Comparagio da duragao do efeito em relagdo a presenga
de etilismo

= —
Toxina botulinica Toxia botulliiea

Médico versus pacientes Kappa P

Semana 0 Repouso 0.498 0.000
Movimento 0.252 0.008

28 Repouso 0.879 0,000
Movimento 0.963 0,000

40 Repouso 0.84 0,000
Movimento 0.885 0,000

148 Repouso 0.821 0,000
Movimento 0.831 0,000

gluconato de zinco
Momento  EOHSHO-  yp e (min-max) P Mediana (min-max) P
repouso

Semana 0 Nio 3(1-4) 0,755 2(13) 0,042
Sim 3(1-3) 3(1-4)

2 Niio 0(0-2) 0932 0(0-2) 0212
Sim 0(0-1) 1(0-1)

4 Niio 1(0-2) 0410 0(0-2) 0,031
Sim 1(0-3) 1(0-3)

144 Nio 2(0-3) 0,410 2(0-3) 0,192
Sim 2(1-3) 2(1-3)

Etilismo -
movimento

Inicial Nio 4(3-4) 0,887 4(2-4) 0371
Sim 4(2-4) 424

2 Nio 1(0-3) 0,799 0(0-1) 0,005
Sim 1(0-2) 1(0-2)

4 Niio 1(0-3) 0,443 1(0-2) 0,108
Sim 2(1-3) 2(0-4)

142 Niio 3(2-4) 0,887 2(1-4) 0,09
Sim 3 (1-4) 3(1-4)

Fonte: O autor.

Em nenhum momento (do inicial a 14* semana)
ocorreu diferenca significativa da durac@o do efeito entre os
grupos (P* > 0,05) tanto para a observacgdo realizada em
repouso como em movimento, conforme a Tabela 4. Foi
verificada diferenca significativa entre os momentos tanto
para as pacientes que receberam a toxina botulinica na
diluigdo com cloreto de sodio 0,9% como para as receberam
toxina botulinica diluida em solugdo de gluconato de zinco
0,02% (P < 0,000) considerando movimento € repouso.

Tabela 4 - Comparagio da duragao do efeito relaxante do musculo
frontal entre os momentos e entre os grupos em cada momento

min = minimo; max = maximo; P* = comparagao entre grupos;
P’ = comparagio entre 0s momentos.
Fonte: O autor.

Na Tabela 6 foi realizada a comparagdo da duragdo do
efeito dentro do grupo em relagdo a exposi¢do ao tabagismo.
Nao foram detectadas diferengas na duragdo do efeito para
nenhum grupo e em nenhum momento, tanto no repouso
como movimento (P* e P> 0,05).

Tabela 6 - Comparagéo da duragio do efeito em relagio a
presenga de tabagismo

Toxina botulinica Toxina botulinica +

Momento Toxina botulinica +
Toxina ini de zinco P!
Mediana (min-max)

Semana 0 3(1-4) 2(1-4) 0,727
2 0(0-2) 0(0-2) 0,576
4 Repouso 1(0-3) 1(0-3) 0,859
142 2(0-3) 2(0-3) 0,695

Pb 0,000 0,000
Semana 0 4(2-4) 4029 0,289
2 1(0-3) 1(0-2) 0,926
4 Movimento 1(0-3) 1(0-4) 0,778
142 3(1-4) 3(1-4) 0410

3l 0,000 0,000

min = minimo; max = maximo; P* = comparagao entre grupos;
P® = comparagio entre 0s momentos.
Fonte: O autor.
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gluconato de zinco
Momiits  TODABBEN - a (nifn-iiix) P Mediana (min-max) P
repouso
Semana 0 Nio 3(1-4) 0,583 3(14) 0,157
Sim 3(3-3) 2(1-2)
n Niio 0(0-2) 0417 0(0-2) 0,525
Sim 1(1-1) 0(0-1)
4 Nio 1(0-2) 0,083 1(0-3) 0,794
Sim 3(33) 1(0-3)
140 Nio 2(0-3) 0,167 2(0-3) 0970
Sim 3(33) 2(1-3)
Tabagismo -
movimento
Semana 0 Niio 4(24) 0,750 424) 0,135
Sim 4(4-4) 3(2-4)
2 Nio 1(0-3) 0,667 1(0-2) 0,737
Sim 1(1-1) 1(0-1)
4 Nio 1(0-3) 0,167 1(0-4) 0309
Sim 3(3-3) 1(0-3)
140 Niio 3(1-4) 0250 3(1-4) 0,682
Sim 4(4-4) 2(1-4)

min = minimo; max = maximo; P* = comparagao entre grupos;
P® = comparagdo entre 0s momentos.
Fonte: O autor.
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Na Tabela 7 foi realizada a comparagdo da duragdo do
efeito dentro do grupo em relag@o ao uso de protetor solar.
Nao foram detectadas diferengas na duragdo do efeito para
nenhum grupo e em nenhum momento, tanto no repouso
como movimento (P* e P> 0,05).

Tabela 7 - Comparagdo da duragdo do efeito em relagao ao
uso de protetor solar

Toxina Toxina botulinica +
botulinica gluconato de zinco
Uso'de Mediana . P N
Tempo protetor solar < P Mediana (min-max) P
fiuiso (min-max)
Semana 0 Nio 3(2-4) 0,341 3(2-4) 0219
Sim 3(1-3) 2(1-4)
2 Nio 0(0-2) 0,585 1(0-2) 0,443
Sim 0(0-1) 0(0-1)
4 Nio 1(0-3) 0,437 1(0-3) 0,630
Sim 1(0-2) 1(0-3)
14¢ Nio 2(0-3) 0437 2(0-3) 0,378
Sim 2(0-3) 1(0-3)
Uso de
protetor solar
movimento
Semana 0 Nio 4(2-4) 0,752 4(3-4) 0,143
Sim 4(2-4) 4(2-4)
2 Nio 1(0-3) 0,437 10-1) 0,843
Sim 1(0-1) 1(0-2)
4t Nio 2(1-3) 0437 2(1-3) 0,242
Sim 1(0-3) 1(0-4)
148 Nio 3(2-4) 0,371 3(1-4) 0,347
Sim 3(1-4) 2(1-4)

min = minimo; max = maximo; P* = comparagao entre grupos;
PY = comparagio entre 0s momentos.
Fonte: O autor.

A comparagao realizada na Tabela 8 indicou que nao
foram detectadas diferengas na duragio do efeito P* e P® >
0,05, ou seja, ser da raga branca (fototipo 1, 2 e 3) ndo
interfere significativamente na duragdo do efeito tanto no
grupo que fez aplicagdo de toxina botulinica solubilizada
com cloreto de s6dio como com gluconato de zinco.

Tabela 8 - Comparagio da duragdo do efeito na raga

Toxina botulinica +

Toxina botulinica 3
gluconato de zinco

Momento Raga y Mediana (min-max) P Mediana (min-max) P"
repouso
Semana 0 Branca 2(1-4) 0,576 2(1-4) 0,865
Nio Branca 3(1-3) 2(1-4)
2 Branca 0(0-2) 0,260 0(0-1) 0,252
Nio Branca 1(0-1) 1(0-2)
4 Branca 1(0-3) 0,147 1(0-3) 0,649
Néo Branca 1(1-3) 1(0-3)
148 Branca 2(0-3) 0,087 2(0-3) 0303
Nio Branca 2(1-3) 1(0-3)
Raga -
Movimento
Semana 0 Branca 4(2-4) 0.804 4(2-4) 0,691
Niio Branca 4(2-4) 4(2-4)
2 Branca 1(0-3) 0,951 0(0-1) 0,277
Nio Branca 1(0-1) 1(0-2)
42 Branca 1(0-3) 0,494 1(0-3) 0,865
Nao Branca 2(1-3) 1(0-4)
140 Branca 3(2-4) 0,951 2(1-4) 0,649
Nio Branca 3(1-4) 3(1-4)

min = minimo; max = maximo; P* = comparagao entre grupos;
P = comparagdo entre os momentos.
Fonte: O autor.

V. DISCUSSAO

Este estudo foi desenvolvido a partir da obtengdo das
caracteristicas de um tipo de toxina botulinica tipo A
aplicadas em 48 mulheres. Por meio do emprego de
metodologias descritas na literatura e adaptadas as
condigdes de cada paciente, foi possivel observar se ha
diferengas na a¢do da incobotulinumtoxina tipo A diluida
em solugdo de gluconato de zinco no tratamento de rugas
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frontais de mulheres acima de 50 anos de idade em
quantidades suficientes para o prosseguimento das analises.
As pacientes foram categorizadas conforme os critérios
estabelecidos por meio de uma escala validada (ASSAD et
al., 2016; HALLET, 2015) de linhas frontais em repouso e
em movimento. Tanto o grupo que recebeu a toxina
botulinica diluida em solugdo de gluconato de zinco 0,02%
quanto o que recebeu a toxina botulinica na dilui¢do com
cloreto de sodio 0,9% possuiam caracteristicas clinicas
similares, conforme resultado do teste qui-quadrado, que
demonstrou que ndo existe associagdo entre raga, etilismo,
tabagismo e uso de protetor solar com os dois grupos em
estudo. Para as variaveis idade e quantidade ingesta de zinco
semanal o resultado do teste Manny-Whitney indicou que
ndo existe diferenga significativa entre os grupos, valor-P >
0,05. Estas observagdes também foram descritas em outro
trabalho (KOSHY et al., 2012). Embora a toxina botulinica
do tipo A seja efetiva e segura para reduzir as rugas faciais,
poucos estudos avaliaram a qualidade de vida dos pacientes
ap6s o tratamento (MERZ AESTHETICS, 2016) e o
resultado desta comparagdo em nosso estudo, ndo indicou
diferenga significativa, divergindo do tnico trabalho
encontrado 24 que utilizou testes de qualidade vida em
pacientes submetidos a aplicagdes estéticas de toxina
botulinica. Este resultado ¢ importante pois ¢ alta proporgao
de individuos que sdo submetidos a tratamentos cosméticos
na tentativa de "corrigir" defeitos percebidos na sua
aparéncia fisica. Uma literatura emergente (CARRUTHERS
et al., 2008) sugere que a maioria dos individuos
especialmente com transtorno dismorfico corporal tem
resultados ruins apds intervengdes cosméticas; estudos
longitudinais cuidadosamente conduzidos com populagdes
de pacientes bem caracterizadas sdo necessarios para melhor
avaliar essa questdo. Antes de verificar o tempo de duragao
do efeito relaxante do miusculo frontal na aplicagdo de
toxina botulinica solubilizada com cloreto de sddio 0,9% e
com o gluconato de zinco 0,02%, foram consideradas as
visdes individualizadas das pacientes e do médico
examinador com relagdo a que grau de rugas das linhas
frontais (SHOME et al., 2010) que cada participante se
encontrava anteriormente ao tratamento. O resultado indicou
que houve concordancia entre as pacientes ¢ 0o médico, ou
seja, quando a participante se olhava para o espelho e
comparava com a escala das linhas frontais o médico
também encontrou resultados semelhantes. Em um outro
estudo (BOWYER et al., 2016) que também utilizou a
mesma escala de linhas frontais para verificar a duragdo de
trés tipos de toxina botulinica tipo A em 180 pacientes
(incobotulinumtoxina A, onabotulinumtoxina A, e
abobotulinumtoxina A) considerou somente a opinido das
participantes e ndo comparou o ponto de vista do médico. O
inicio do efeito do tratamento foi definido como o décimo
quarto dia (ou segunda semana) apds a execugdo da
aplicagdo, visto que o efeito da toxina botulinica, segundo a
literatura (MANRIQUEZ et al., 2014) se completa em duas
semanas, tempo suficiente para que o observador e paciente
constatassem a diminui¢do na atividade do musculo frontal
em comparagdo com fotografias de duas semanas antes do
tratamento. A apuragdo ainda contemplou o vigésimo oitavo
dia e por fim 0 nonagésimo oitavo dia (ou 14a semana) apos
a aplicagdo. Todos os pacientes foram avaliados com o
musculo frontal em repouso e em movimento. No grupo de
pacientes que receberam incobotuliniumtoxina A
solubilizada em cloreto de sdédio, em 14 semanas da
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aplicagdo houve redugdo de 66% dos efeitos nos pacientes
com as rugas do frontal em repouso. Ja os pacientes que
foram solicitados que movimentassem o musculo frontal
(movimento) houve redugdo de 75% do efeito desejado com
98 dias da aplicagdo. As rugas em movimento parecem
tender a retornar ao momento inicial mais precocemente se
comparado as rugas em repouso. Os resultados deste estudo
sdo consistentes com pesquisas anteriores (MERZ
AESTHETICS, 2016) que demonstram que o tratamento
intramuscular com toxina botulinica tipo A melhora a
aparéncia de linhas em repouso e qualidade geral da pele.
Uma possivel explicagdo para esse efeito é que o
enfraquecimento muscular elimina a dobra repetitiva da pele
e alivia o estresse cronico aplicado a pele sobreposta, o que
faz com que a elastina e o colageno se fortalecam nesses
locais ao longo do tempo. No grupo de pacientes que
receberam  incobotuliniumtoxina A solubilizada em
gluconato de zinco, ap6s 14 semanas da aplicagdo houve
redugdo de 100% dos efeitos nos pacientes com as rugas do
frontal em repouso. Ja os pacientes que foram solicitados
que movimentassem o musculo frontal também houve
reducdo de 75% do efeito desejado com 98 dias da
aplicagdo, corroborando com um estudo (MERZ
AESTHETICS, 2016) que comparou duas apresentagdes de
toxina botulinica tipo A (onabotulinium toxina A e
incobotulinium toxina A). Existem muitos mitos que
envolvem o manejo da toxina botulinica, muitos médicos a
utilizam somente se forem reconstituidas no dia da
aplicagdo, porém, um estudo (ASSAD et al., 2016)
confirmou que a toxina botulinica tipo A ¢ uma molécula
extremamente estavel, e a agitagdo vigorosa ndo prejudica
sua poténcia, mesmo apds 6 semanas de diluida. Os
resultados do presente estudo também mostraram que os
individuos que consomem mais alimentos ricos em zinco,
independente se foram tratados com incobotulinumtoxina A
diluida em cloreto de sodio ou gluconato de zinco, nio
tiveram efeito mais duradouro. Esta variante nao foi
avaliada pelo autor que descreveu o uso oral do zinco para
aumentar a duragdo dos efeitos da toxina botulinica (PATIL
et al., 2016). Este estudo avaliou se alguns fatores como
etilismo, tabagismo, uso de protetor solar e raga poderiam
influenciar nos resultados, considerando as rugas frontais
em repouso e movimento. Sabe-se que as rugas também
estdo associadas ao envelhecimento, estado hormonal,
tabagismo e doengas intercorrentes (KOSHY et al., 2012) e
que ha ligagdo entre rugas periorais e tabagismo e que fumar
¢ um fator de risco para o envelhecimento prematuro da
pele. Estudos propuseram que a exposi¢do ao cigarro
aumenta a atividade da metaloproteinase da matriz-1 e 3 e
diminui a produgdo de pro-colageno na pele, possivelmente
pela produgdo de radicais livres induzidos pelo tabaco
(FREVERT, 2015) entretanto, este estudo ndo demonstrou
sucesso terapéutico ou duragdo inferior nos pacientes
tabagistas atuais que receberam aplicagdes de toxina
botulinica com as duas dilui¢des.

VI. CONCLUSAO

Com base neste estudo, verifica-se que diversos
pesquisadores  estdo empenhados na geragdo de
conhecimento, no sentido de descobrir novas utilizagdes da
toxina botulinica nas diferentes areas da medicina.

Os dados identificam que os habitos de vida das
pacientes ndo influenciam no resultado final do

Valime 12 —n 142 — Outuhra/2017

procedimento, e que a duragdo do efeito ndo esta ligada a
diluigdo do produto com substincia diferente da diluigdo
classica com solugdo fisiologica. Contudo, o estudo
demostrou que os pacientes que ingerem bebida alcodlica
que utilizaram a toxina botulinica diluida em gluconato de
zinco 0,02% parecem ter uma melhor eficacia. Os resultados
apresentados neste estudo n3o mostram melhorias na
qualidade de vida dos pacientes durante o pico de agdo do
tratamento com BoNTA, em relagdo ao aspecto fisico. Outra
descoberta foi a de que o habito de ndo usar protetor solar
ndo influenciou no efeito da duragdo da toxina botulinica.
Pacientes com fototipos baixos ou elevados possuem a
mesma duragéo de efeito da toxina botulinica.

Pela seguranga do medicamento e pela necessidade de
estudar meios que modiquem desfechos superiores com a
toxina botulinica, concluimos que ¢é possivel realizar estudos
com esta formulagdo de gluconato de zinco entre as demais
apresentagcdes de toxina botulinica tipo A com toda
seguranga e que a padronizagao do diluente mais eficaz deve
ser atingida, objetivando a elaboragdo de protocolos
voltadas a maximizar os resultados, visto que a toxina
botulinica ¢ um medicamento ainda com elevado custo e
alta demanda entre as mais diversas patologias e ndo s6 a
estética.

Fotos dos pacientes antes, durante e apos a aplicagao
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ANEXO C — QUESTIONARIO VALIDADO WHOQOL-BREF

ANALISE DO WHOQOL-BREF

O médulo WHOQOL-BREF ¢ constituido de 26 perguntas (sendo a pergunta numero 1
e 2 sobre a qualidade de vida geral), as respostas seguem uma escala de Likert (de 1 a 5, quanto
maior a pontuacio melhor a qualidade de vida). Fora essas duas questdes (1 e 2), o instrumento
tem 24 facetas as quais compdem 4 dominios que sio: FISICO, PSICOLOGICO, RELACOES
SOCIAIS e MEIO AMBIENTE.

E UM POUCO DIFERENTE DO WHOQOL-OLD. NESTE INSTRUMENTO TERA
QUE APARECER O RESULTADO SOMENTE EM MEDIA (1 A 5) POR DOMINIO E POR
FACETA.

ATENCAO!!!
NESTE INSTRUMENTO E NECESSARIO TAMBEM RECODIFICAR O VALOR DAS
QUESTOES 3, 4, 26 (1=5) (2=4) (3=3) (4=2) (5=1)

AS PERGUNTAS 1 E 2 DEVERAO APARECER DA SEGUINTE FORMA.
1- PERCEPCAP DA QUALIDADE DE VIDA (RESULTADO EM MEDIA 1 A 5);
2 - SATISFACAO COM A SAUDE ( RESULTADO EM MEDIA 1 A 5)

CADA FACETA E SO SOMAR OS VALORES DA ENTREVISTA (DE1ASE
DIVIDIR PELO NUMERO DE PARTICIPANTES. FAZER UMA MEDIA ONDE O
RESULTADO VAI SER DE 1 ATE 5.

ABAIXO ESTAO OS DOMINIOS E SUAS FACETAS CORRESPONDENTES CADA
FACETA COM UM NUMERO IDENTIFICADOR CONFORME O QUESTIONARIO
JA ENVIADO.

Dominios e facetas do WHOQOL-bref.

Dominio 1 - Dominio fisico

3. Dor e desconforto  AQUI DO LADO VAI APARECER A MEDIA (RESULTADO)
4. Energia e fadiga EM CADA FACETA.

10. Sono e repouso

15. Mobilidade

16. Atividades da vida cotidiana

17. Dependéncia de medicag@o ou de tratamentos

18. Capacidade de trabalho

PARA CALCULAR O DOMINIO FISICO E SO SOMAR OS VALORES DAS
FACETAS E DIVIDIR POR 7. (Q3,Q4,Q10,Q15,Q16,Q17,Q18)/7.

MESMO FORMATO DEVE SER FEITO NOS DEMAIS DOMINIOS.

Dominio 2 - Dominio psicologico

5. Sentimentos positivos

6. Pensar, aprender, memoria e concentragcao

7. Auto-estima

11. Imagem corporal e aparéncia

19. Sentimentos negativos

26. Espiritualidade/religido/crengas pessoais

PARA CALCULAR O DOMINIO PSICOLOGICO E SO SOMAR OS VALORES DAS
FACETAS E DIVIDIR POR 6. (Q5.Q6.Q7,Q11,Q19,Q26)/6

Dominio 3 - Relacdes sociais

20. Relagdes pessoais

21. Suporte (Apoio) social

22. Atividade sexual

PARA CALCULAR O DOMINIO RELACOES SOCIAIS E SO SOMAR OS VALORES
DAS FACETAS E DIVIDIR POR 3. (Q20,Q21,Q22)/3



Dominio 4 - Meio ambiente

8. Seguranca fisica e protecdo

9. Ambiente no lar

12. Recursos financeiros

13. Cuidados de satde e sociais: disponibilidade e qualidade

14. Oportunidades de adquirir novas informagoes e habilidades

23. Participacdo em, e oportunidades de recreacao/lazer

24. Ambiente fisico: (polui¢do/ruido/transito/clima)

25. Transporte

PARA CALCULAR O DOMINIO MEIO AMBIENTE E SO SOMAR OS VALORES
DAS FACETAS E DIVIDIR POR 8. (Q8,Q9,Q12,Q13,Q14,Q23,Q24,Q25)/8

TODOS OS RESULTADOS VAO SER EM MEDIA TANTO NO DOMINIO QUANTO NAS
FACETAS. QUANTO AOS RELATORIOS MESMO FORMATO DO WHOQOL-OLD.
OPCAO PARA IMPRIMIR PARA ALUNOS O RELATORIO COMPLETO (COM
DOMINIO, AS FACETAS, AS PERGUNTAS UM E DOIS E A CLASSIFICACAO necessita
melhorar (quando for 1 até 2,9); regular (3 até 3,9); boa (4 até 4,9) e muito boa (5) ) E
RESUMIDO COM OS RESULTADOS DAS QUESTOES UM E DOIS necessita melhorar
(quando for 1 até 2,9); regular (3 até 3,9); boa (4 até 4,9) e muito boa (5).

0S DADOS TABULADOS DEVEM SER COMPATIVEIS PARA IMPORTACAO PARA
0 EXCEL, CASO SEJA NECESSARIO.

WHOQOL - ABREVIADO (FLECK et al, 2000) - Versdao em Portugués
Instrucoes

Este questiondrio € sobre como vocé se sente a respeito de sua qualidade de vida, saide
e outras dreas de sua vida. Por favor responda a todas as questdes. Se vocé ndo tem
certeza sobre que resposta dar em uma questdo, por favor, escolha entre as alternativas a
que lhe parece mais apropriada. Esta, muitas vezes, podera ser sua primeira escolha.

Por favor, tenha em mente seus valores, aspiragdes, prazeres e preocupagdes. NOs
estamos perguntando o que vocé acha de sua vida, tomando como como referéncia as
duas ultimas semanas. Por exemplo, pensando nas tdltimas duas semanas, uma questao
poderia ser:

Muito i 3
nada médio | muito | completamente
pouco
Vocé recebe dos outros o apoio de
o D I 2 3 4 5
que necessita?

Vocé deve circular o nimero que melhor corresponde ao quanto vocé recebe dos outros
o apoio de que necessita nestas tltimas duas semanas. Portanto, vocé deve circular o
nimero 4 se vocé recebeu "muito" apoio como abaixo.

Muito G ;
nada médio | muito | completamente
pouco
Vocé recebe dos outros o apoio de que 1 2 3 5 5
necessita?
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Vocé deve circular o nimero 1 se vocé ndo recebeu "nada" de apoio.
Por favor, leia cada questao, veja o que vocé acha e circule no niimero e lhe parece

a melhor resposta.

muito ’ nem ruim muito
" Ruim boa
ruim nem boa boa
Como vocé avaliaria sua
1 . . 1 2 3 4 5
qualidade de vida?
muito nem muito
: . g Insatisfei satisfeito satisfeit i g
insatisfeit satisfeit
° to nem o o
insatisfeito
2 Quao satisfeito(a) vocé 1 2 3 4 5
estd com a sua saide?

ultimas duas semanas.

As questdes seguintes sdo sobre 0 quanto vocé tem sentido algumas coisas nas

nad muito mais ou bastant extremame
a pouco menos e nte
Em que medida vocé acha que
3 sua dor (fisica) impede vocé de 1 2 3 4 5
fazer o que vocé precisa?
O quanto vocé precisa de algum
4 tratamento médico para levar sua 1 2 3 4 )
vida diaria?
3 O quanto vocé aproveita a vida? 1 2 3 4 5
6 Em que mgdlda vocé agha que a 1 2 3 4 5
sua vida tem sentido?
7 O quanto vocé consegue se 1 2 3 4 5
concentrar?
8 Quio seguro(z.i) voce se sente em 1 5 3 4 5
sua vida didria?
Quao saudavel é o seu ambiente
9 fisico (clima, barulho, polui¢ao, 1 2 3 4 )
atrativos)?

As questdes seguintes perguntam sobre quao completamente vocé tem sentido ou é capaz de fazer
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certas coisas nestas tltimas duas semanas.

nad muito médi .
muito completamente
a pouco o
1 Vocé tem energia suficiente para
; ; 1 2 3 5
0 seu dia-a- dia?
1 Vocé é capaz de aceitar sua
e 1 2 3 5
1 aparéncia fisica?
Vocé tem dinheiro suficiente
1 .
2 para satisfazer suas 1 2 3 5
necessidades?
1 Quao disponiveis para vocé
3 estdo as informacdes que precisa 1 2 3 5
no seu dia-a-dia?
1 Em que medida vocé tem
4 oportunidades de atividade de 1 2 3 5
lazer?

As questdes seguintes perguntam sobre quao bem ou satisfeito vocé se sentiu a respeito de

vdrios aspectos de sua vida nas tltimas duas semanas.

nem

. . . . muito
muito ruim ruim ruim bom
bom
nem bom
15 Quao bem vocé é capaz de se 1 2 3 4 5
locomover?
nem
muito i s satisfeito o s Muito
X 5 i Insatisfeito nem satisfeito .
insatisfeito . o s satisfeito
insatisfei
to
16 Quado satisfeito(a) vocé esta com o seu 1 2 3 4 5
sono?
Quao satisfeito(a) vocé estd com sua
17 capacidade de desempenhar as 1 2 3 4 5
atividades do seu dia-a-dia?
18 Quio sans.felto(a) vocé estd com sua 1 5 3 4 5
capacidade para o trabalho?
19 Quao satisfeito(a) vocé estd consigo 1 2 3 4 5

mesmo?




20

Quao satisfeito(a) vocé esta com suas
relagdes pessoais (amigos, parentes,
conhecidos, colegas)?

21

Quio satisfeito(a) vocé estd com sua
vida sexual?

22

Quao satisfeito(a) vocé esta com o
apoio que vocé recebe de seus
amigos?

23

Quao satisfeito(a) vocé esta com as
condicdes do local onde mora?

24

Quado satisfeito(a) vocé estd com o seu
acesso aos servicos de satde?

25

Quao satisfeito(a) vocé estd com o seu
meio de transporte?

As questdes seguintes referem-se a com que freqiiéncia vocé sentiu ou experimentou
certas coisas nas ultimas duas semanas.

Algumas
vezes

nunca

freqiientemente

muito
freqiientemente

sempre

26

Com que
frequéncia
voce tem
sentimentos
negativos
tais como
mau humor,
desespero,
ansiedade,
depressdo?

Alguém lhe ajudou a preencher este questiondrio?

Referencias

The Whoqol Group: The word Health Organization Quality of Life Assessment
(WHOQOL): Position paper from the Health Organization. Soc. Sci. Med, 1995,

41(10):1403-1409.

Fleck MPA, Louzada S, Xavier M, Chamovich E, Vieira G, Santos L, Pinzon V.

Aplicagdo da versdo em portugués do instrumento abreviado de avaliacdo da qualidade
de vida “WHOQOL-bref”. Revista de satde publica, 2000, 34(2):178-183
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STEPS FOR CHECKING AND CLEANING DATA AND COMPUTING
DOMAIN SCORES FOR THE WHOQOL-BREF

(prepared by Alison Harper and Mick Power on behalf of the WHOQOL Group)
Steps SPSS syntax for carrying out data checking,cleaning and
computing total scores

Check all

26 items

from

assessment

have a

range of 1-5

RECODE Q1 Q2 Q3 Q4 Q5Q6Q7Q8Q9Q10Q11Q12Q13

Q14 Q15Q16 Q17 Q18 Q19 120 Q21 Q22 Q23 Q24 Q25 Q26

(1=1) (2=2) (3=3) (4=4) (5=5) (ELSE=SYMSIS).

(This recodes all data outside the range 1-5 to system missing)
Reverse 3

negatively

phrased

items

RECODE Q3 Q4 Q26 (1=5) (2=4) (3=3) (4=2) (5=1)

(This transforms negatively framed questions to positively framed questions)
Compute

domain

scores

COMPUTE PHYS= MEAN.6(Q3,Q4,Q10,Q15,Q16,Q17,Q18)*4.
COMPUTE PSYCH= MEAN.5(Q5,Q6,Q7,Q11,Q19,Q26)*4.
COMPUTE SOCIAL=MEAN.2(Q20,Q21,Q22)*4.

COMPUTE ENVIR=MEAN.6(Q8,Q9,Q12,Q13,Q14,Q23,Q24,Q25)*4.
(These equations calculate the domain scores. All scores are multiplied by 4 so as to
be directly comparable with scores derived from the WHOQOL-100. The “.6” in
“MEAN.6” specifies that 6 items must be endorsed for the domain score to be
calculated.)

Transform

scores to

0-100 scale

COMPUTE PHYS=(PHYS-4)*(100/16).

COMPUTE PSYCH=(PSYCH-4)*(100/16).

COMPUTE SOCIAL=(SOCIAL-4)*(100/16).

COMPUTE ENVIR=(ENVIR-4)*(100/16)

Delete cases

with > 20%

missing

data

COUNT TOTAL=QI1 TO Q26 (1 THRU 5)

(This command creates a new column “total”. “Total” contains a count of the
WHOQOL-BREEF items with values 1-5 that have been endorsed by each subject. The
“Q1 TO Q26” means that consecutive columns from “Q17, the first item, to “Q26”,
the last item, are included in the count. It therefore assumes that data is entered in the
order given in the assessment.)

SELECT IF (TOTAL>21).

EXECUTE

(This second command selects only those cases where “total”, the “total number” of
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items completed, is greater than or equal to 80%. It deletes the remaining cases from
the dataset.)

Tabela para apresentacdo dos resultados de qualidade de vida do WHOQOL Breve

Data Dominio Dominio Dominio Dominio
Fisico Psicolégico Relacoes Meio
sociais Ambiente

Resultados em % de 0 a 100

Quanto maior a porcentagem (mais perto de 100%) melhor a qualidade de vida.
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ANEXO D — APROVAGAO DO CEP-PUCRS

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE W g
DO SUL - PUC/RS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DU RACAO E EFICACIA DA TOXINA BOTULINICA RECONSTITUIDA EM SORO
GLICOSADO E GLUCONATO DE ZINCO.

Pesquisador: Denise Cantarelli Machado

Area Temdtica:

Versao: 1

CAAE: 38928214.1.0000.5336

Instituigao Proponente: UNIAO BRASILEIRA DE EDUCACAO E ASSISTENCIA

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 903.330
Data da Relatoria: 20/12/2014

Apresentacdo do Projeto:

A toxina botulinica & um produto do Clostridium botulinium, uma espécie de bactéria anaerébica. Apos a
introdu¢ao no organismo humano, a toxina botulinica dirige-se até a jungao neuromuscular, essa
funcionalidade bloqueia a liberagao de acetilcolina, causando a paralisia neuromuscular temporaria através
de denervagao quimica. Além do relaxamento muscular temporério, a Toxina botulinica Tipo A possui efeito
antinociceptivo sobre a dor. A toxina botulinica & indicada para o tratamento de estrabismo, blefarospasmo,
distonia cervical, espasmo hemifacial, espasticidade muscular, linhas faciais hipercineticas ("rugas”),
hiperidrose focal palmar e axilar, incontinéncia urinaria e enxaqueca cronica. O efeito neurotéxico na jungao
neuromuscular é sempre temporario. Os resultados do procedimento iniciam-se a partir de 1 a 3 dias apés a
aplicagéo, sendo que o efeito maximo é visto em aproximadamente 2 semanas apos a aplicacao e, em
seguida, comeca a declinar gradualmente apos cerca de 3 meses. Portanto, alternativas para aumentar a
duragao do efeito da toxina botulinica tanto para fins estéticos quanto terapéuticos poderao ser teis nos
pacientes que recebem aplicacoes trimestrais ou semestrais.Este trabalho visa investigar o efeito e duragao
do uso da toxina botulinica tipo A diluida em solugao de gluconato de zinco 0,020% e soro glicosado 0,25%
comparando com a diluicao usual com solugao fisioldgica 0,9%,

Enderego:  Av lpiranga, 6681, prédio 40, sala 505

Bairre: Parenon CEP: 90.619.900
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (571)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br
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PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE Wm
DO SUL - PUC/RS

Continuacao do Parecer: 903.330

Objetivo da Pesquisa:
Investigar o efeito e duracao do uso da toxina botulinica tipo A diluida em solucéao de gluconato de zinco
0,020 % e soro glicosado 0,25 % comparando com a diluicao usual com solucao fisiolégica 0,9 %.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Todos reversiveis e temporarios. Equimose, assimetria, dor a aplicacao, edema, ineficacia da aplicacao.
Beneficios:

Atenuacao das rugas dinamicas em terco superior da face, incluindo musculo frontal e corrugadores.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
O projeto esta muito bem escrito, todos os aspectos éticos e metodoldgicos pertinentes sao observados.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:
Todos os termos sao apresentados e estao de acordo.

Recomendacoes:

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Néao ha pendéncias ou inadequacoes.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracgées Finais a critério do CEP:

Endereco: Auv.lpiranga, 6681, prédio 40, sala 505

Bairro: Partenon CEP: 90.619-900
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3320-3345 Fax: (51)3320-3345 E-mail: cep@pucrs.br
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PONTIFICIA UNIVERSIDADE
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PORTO ALEGRE, 09 de Dezembro de 2014

Assinado por:
Rodolfo Herberto Schneider
(Coordenador)

Av.lpiranga, 6681, prédio 40, sala 505
Bairro: Partenon

Municipio:
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