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RESUMO

Fundamentos: A toxina botulinica (BTX) é composta por uma neurotoxina central associada
a varias proteinas acessorias ndo toxicas (NAPs) e possui diversas finalidades terapéuticas. Na
dermatologia tem sido utilizada para o tratamento das ritides faciais e, apesar da eficacia
comprovada, alguns individuos ndo respondem (ou perdem resposta) clinicamente. Um dos
motivos seria o potencial antigénico das NAPs e excipientes das formulages comercialmente
disponiveis, contudo, isso é um dissenso na literatura. Para tanto, o objetivo desse estudo foi
demonstrar relacdo entre a auséncia de resposta clinica a aplicacdo de BTX para fins estéticos
e a presenca de anticorpos antitoxina (AATX). Métodos: Trata-se de um estudo piloto clinico
intervencionista, dividido em duas etapas, 0 qual consistiu na aplicagdo de
AbobotulinumtoxinA, reconstituida em 2ml de solugéo fisiologica 0,9%, em 34 participantes,
no DO (aplicacéo inicial) e no D1(15-21 dias apos o D0). A primeira etapa, para fins estatisticos,
analisou 32 individuos, sendo 16 de cada sexo e com idade entre 25 a 44 anos (idade média
igual a 30 anos). Quatro examinadores independentes avaliaram clinicamente os participantes
por meio da escala de Lemperle e a concordancia, entre eles, foi medida através do Kappa
ponderado. Na segunda etapa, as amostras sanguineas coletadas no DO, D1 e D2 (120 depois
do DO0) foram submetidas ao método ELISA para identificacdo de AATX. Para fins estatisticos,
devido perda de seguimento, essa etapa analisou 31 participantes e foi realizada Clusterizacéo
Hierarquica seguido de Teste de Fisher para verificar possivel relacdo entre a resposta clinica e
os niveis de AATX e o nivel de significancia foi fixado em a = 0,05. Resultados: O estudo
observou que o instrumento de avalia¢do clinica foi eficaz e houve boa concordancia entre os
examinadores. Os homens receberam doses maiores de BTX em relacdo as mulheres, porém
ndo houve evidéncia suficiente para comprovar diferenca entre 0s sexos. Identificamos uma
participante do sexo feminino com resposta clinica ausente, todavia, diferente do esperado, ela
ndo apresentou niveis elevados de AATX. Paralelamente, alguns participantes apresentaram
niveis elevados de AATX, mas sem repercussdo na resposta clinica. Por fim, o Teste de Fisher
foi aplicado e ndo houve evidéncia de relacdo entre a resposta clinica e os niveis de AATX
(p=0,82). Conclusdes: Esse estudo ndo conseguiu demonstrar relacdo entre a resposta clinica
e 0s niveis de AATx. O tamanho amostral e 0 método ELISA sdo limitacGes desse trabalho e

gue podem ter influenciado os resultados.

Palavras-chave: toxinas botulinicas tipo A — imunologia; anticorpos; antitoxina; estética;

imunogenicidade.



ABSTRACT

Background: Botulinum toxin (BTX) is composed of a central neurotoxin associated with
several non-toxic accessory proteins (NAPs) and has a wide range of therapeutic applications.
In dermatology, it has been employed for the treatment of facial rhytides, and despite its proven
efficacy, some individuals either do not respond or lose clinical response over time. One
possible explanation is the antigenic potential of the NAPs and excipients present in
commercially available formulations; however, this remains a point of contention in the
literature. Therefore, the objective of this study was to investigate the association between the
absence of clinical response to BTX for aesthetic purposes and the presence of antitoxin
antibodies (AATX). Methods: This was a pilot interventional clinical study divided into two
phases. It involved the application of AbobotulinumtoxinA, reconstituted in 2 mL of 0.9%
saline solution, in 34 participants on Day O (initial application) and again on Day 1 (15-21 days
after DO). For statistical purposes, the first phase included 32 individuals (16 of each sex), aged
25 to 44 years (mean age: 30 years). Four independent evaluators assessed participants
clinically using the Lemperle scale, and inter-rater agreement was measured using the weighted
Kappa coefficient. In the second phase, blood samples collected on DO, D1 (15-21 days after
D0), and D2 (120 days after DO) were analyzed via ELISA to detect AATX. Due to loss to
follow-up, this phase included 31 participants. Hierarchical clustering followed by Fisher’s
exact test was used to investigate a possible association between clinical response and antibody
levels, with a significance level set at oo = 0.05. Results: The clinical assessment tool proved
effective, and inter-rater agreement was high. Males received higher doses of BTX than
females; however, no significant difference between sexes was observed. One female
participant showed no clinical response, but, contrary to expectations, no increase in antitoxin
antibody levels was detected. Similarly, some participants exhibited elevated antibody levels
without any impact on clinical response. Finally, Fisher’s exact test revealed no significant
association between clinical response and AATX levels (p = 0.82). Conclusions: This study did
not demonstrate an association between clinical response and AATX levels. The sample size

and use of the ELISA method are limitations that may have influenced the results.

Keywords: botulinum toxins type A — immunology; antibodies; antitoxin; aesthetics;

immunogenicity.
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1. INTRODUCAO

1.1  ESTRUTURA DA TOXINA BOTULINICA E SEUS SOROTIPOS

A toxina botulinica (BTX) é transcrita pelas bactérias como complexos proteicos
inativos e consistem em uma neurotoxina central e varias proteinas acessorias ndo toxicas
(NAPs) associadas (Bellows; Jankovic, 2019; Espinoza et al., 2019; Goschel et al., 1997;
Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Naumann et al., 2013; Rosales; Bigalke; Dressler, 2006;
Tomic et al., 2021).

A neurotoxina botulinica (BTX) central é uma proteina de 150kDa (kiloDalton) que
consiste em uma cadeia pesada de 100 kDa e uma cadeia leve de 50 kDa, que estéo ligadas por
uma ligacdo dissulfeto. A BTX € ativada quando a cadeia polipeptidica € clivada
proteoliticamente na cadeia pesada de 100 kDa e na cadeia leve de 50 kDa (Dolly; Aoki, 2006;
Espinoza et al., 2019; Naumann et al., 2013; Rosales; Bigalke; Dressler, 2006).

A proteina inteira é constituida por trés dominios, sendo dois na cadeia pesada e um na
cadeia leve, e cada dominio exerce uma funcéo especifica a nivel molecular. O terminal-C da
cadeia pesada atua na ligacé@o da toxina ao sitio receptor, enquanto o terminal-N é responsavel
por uma fun¢do conhecida como “translocagdao” (Choudhury et al., 2021; Lacy et al., 1998).

Ja a cadeia leve contém a unidade catalitica. Além das duas cadeias peptidicas, a
molécula de toxina ¢ tipicamente cercada pelos NAPs (=<Peso molecular de 750 kDa) que
ajudam a estabilizar e proteger a neurotoxina central de mudancas de temperatura, pH baixo e
degradacdo enzimatica. A Figura 1 representa de forma esquematica a estrutura da BTX
(Espinoza et al., 2019; Lacy et al., 1998; Naumann et al., 2013; Rosales; Bigalke; Dressler,
2006).

A BTX é uma potente neurotoxina com sete sorotipos conhecidos (BTX-A, B, C, D, E,
F e G) e todos eles sdo produzidos pelas bactérias anaerdbicas, gram-positivas e formadoras de
esporos Clostridium botulinum, Clostridium butyrricum, Clostridium barati, e Clostridium
argentinensis, e algumas outras espécies relacionadas. Elas produzem os sete sorotipos distintos
de BTX que sdo classificados com base na tipagem soroldgica das toxinas, ou seja, a
nomenclatura é definida pelo soro neutralizante especifico (Espinoza et al., 2019; Hanna; Pon,
2019; Naumann et al., 2013; Segura-Aguilar; Tizabi, 2018; Sethi et al., 2020).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da estrutura da toxina botulinica tipo A
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Fonte: Imagem adaptada de Choudhury et al., 2021.

Nota: O esquema representa a estrutura da toxina botulinica tipo A que é formada por duas cadeias peptidicas
conectadas por uma ponte dissulfeto. A cadeia leve propicia a quebra catalitica da proteina alvo. Ja a cadeia pesada
possui dois dominios que sdo nomeados de acordo com sua funcéo especifica (ligacdo e translocacdo).

KDa = Quilodalton: S-S = ponte dissulfeto, HN =terminal N da cadeia pesada, HC = terminal C da cadeia pesada.

Posteriormente, dentro de sorotipos especificos de BT X, outros subtipos — baseando-se
em variacoes especificas na sequéncia de aminoacidos — foram identificados e rotulados por
meio de sufixo alfanumérico apos o sorotipo da toxina. Assim sendo, 0s sorotipos e subtipos
diferem-se entre si, e ndo somente na estrutura, mas também quanto as propriedades toxicas e
farmacoldgicas (Choudhury et al., 2021; Peck et al., 2017).

Desse modo, embora todos 0s sorotipos de BT X inibam a liberacao de acetilcolina (Ach)
dos terminais nervosos, suas proteinas-alvo intracelulares, suas caracteristicas de acdo e suas
poténcias variam substancialmente. O BTX-A é o0 mais extensamente estudado para fins
terapéuticos, porém, mais recentemente, o BTX-B também se tornou comercialmente
disponivel (Dressler; Johnson, 2022; Hanna; Pon, 2019; Park; Ahn, 2021).

O sistema nervoso humano é suscetivel a cinco sorotipos (BTX-A, B, E, Fe G) e ndo é
afetado por apenas dois (BTX-C e D) (Espinoza et al., 2019; Huang; Foster; Rogachefsky,
2000; Naumann et al., 2013; Nestor et al., 2021; Rosales; Bigalke; Dressler, 2006; Sethi et al.,

2020). Em camundongos, a duracéo da a¢do é mais longa em BT X-A e progressivamente mais
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curtaem BTX-B, BTX-F e BTX-E. Em humanos, essa relagdo parece ser a mesma. A atuacdo
dessas neurotoxinas causa o botulismo humano, o qual possui 3 formas diferentes segundo sua
origem: classico, intestinal e por feridas (Espinoza et al., 2019; Huang; Foster; Rogachefsky,
2000; Naumann et al., 2013; Rosales; Bigalke; Dressler, 2006; Tomic et al., 2021).

O botulismo cléssico resulta da ingestdo de alimentos contendo neurotoxinas pré-
formadas tipos A, B ou E. Apresenta-se como uma paralisia flacida descendente simétrica dos
nervos motores e autdbnomos, geralmente comecando pelos nervos cranianos. O botulismo
intestinal é oriundo da ingestdo de esporos e producao de neurotoxinas pelo intestino (Espinoza
et al., 2019; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Tomic et al., 2021).

J& o botulismo por ferimento surge em decorréncia da contaminacdo de feridas pela
bactéria Clostridium botulinum, a qual produz toxinas dentro do ferimento que s&o absorvidas
pelo organismo e assim causam a doenga. Em adendo, os organismos produtores de BT X-G
foram isolados do solo, mas nunca foram relatados como causadores do botulismo. As BTX-C
e D causam doengas apenas em animais domésticos (Aoki; Guyer, 2001; Huang; Foster;
Rogachefsky, 2000; Schiavo et al., 1994).

1.2 MECANISMO DE ACAO DA TOXINA BOTULINICA

As BTXs atuam na placa motora terminal, a qual constitui-se como a unidade funcional
de contracdo do musculo esquelético e compreende a juncéo entre o neurdnio motor e a fibra
muscular. A contracdo muscular ocorre por despolarizacdo da membrana pos-sinaptica, a qual
ocorre pela ligagdo da ACh a um receptor ionotropico especifico (o receptor colinérgico
nicotinico) abrindo-o na fibra muscular (Espinoza et al., 2019; Huang; Foster; Rogachefsky,
2000; Rosales; Bigalke; Dressler, 2006).

A ACh é liberada do citosol dos terminais dos axénios motores para a fenda sinaptica
quando o potencial de acdo, gerado no segmento inicial do neurdnio motor dentro do sistema
nervoso central, chega ao axénio terminal e o despolariza. Essa liberacdo de ACh € realizada
por uma proteina de transporte conhecida como complexo SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-
sensitive fusion attachment protein receptors). A BTX bloqueia essencialmente a liberacdo de
ACh dos terminais motores e, portanto, 0s musculos esqueléticos ndo conseguem se contrair,
embora os potenciais de acdo continuem a atingir a placa motora (Dolly; Aoki, 2006; Huang;
Foster; Rogachefsky, 2000; Park; Ahn, 2021).

Esse blogueio se inicia quando a BTX é injetada no tecido alvo e o dominio de ligacéo

do receptor da cadeia pesada da BTX se liga aos Polysialoganglioside (PSG) (estruturas de
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glicoproteinas encontradas especificamente em terminais nervosos colinérgicos). Esse encaixe
especifico é a razdo da alta seletividade da BT X para sinapses colinérgicas. Apos isso, a toxina
é internalizada através da ligacdo com outro receptor de superficie, o qual varia a depender do
subtipo e/ou sorotipo da BTX. A BTX-B, BTX-DC e BTX-G se ligam especificamente com a
sinaptotagmina (Syt), jaa BTX-Al e BTX-E1 ligam-se a proteina 2 da vesicula sinéptica (Sv2)
(Binz; Rummel, 2009; Choudhury et al., 2021; Yao et al., 2016).

Apos a fase de internalizacdo, a toxina permanece dentro das vesiculas sinapticas até o
momento em que elas sdo acidificadas através do influxo de ion H+ por meio das bombas de
prétons vesiculares. Por conseguinte, as proteinas transportadoras de ACh, presentes na
membrana da vesicula, importam e concentram a ACh citosélica dentro da vesicula. Nesta fase,
as vesiculas estdo prontas para se fundir com a membrana pré-sinaptica e liberar ACh na fenda
sinaptica. Todavia, na presenca de BTX, essa etapa € bloqueada (Choudhury et al., 2021,
Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Park; Ahn, 2021).

O bloqueio pela BTX se inicia na “translocacdo” da cadeia leve para o citoplasma de
dentro das vesiculas, viabilizado pelo dominio de translocacdo da cadeia pesada que € o
terminal-N. Esse processo € importante, pois libera a cadeia leve, haja vista que ela seguira
inativa enquanto permanecer ligada ao resto da toxina (Choudhury et al., 2021; Huang; Foster;
Rogachefsky, 2000; Park; Ahn, 2021).

Apos a translocacdo, a cadeia leve € liberada por meio acdo de enzimas de clivagem,
como a proteina de choque térmico 90 (HSP90) e o sistema tiorredoxina redutase-tioredoxina
(TrxR-Trx). Apos ser liberada do restante da toxina, a cadeia leve € entdo ativada, clivando e
desativando de varias proteinas, como a VAMP, SNAP25, sintaxina e outras do complexo
SNARE. As proteinas alvo clivadas sdo especificas para cada subtipo de BTX. ABTX-B, BTX-
D, BTX-F e BTX-G clivam VAMP, enquanto a BTX-A e BTX-E clivam SNAP-25, e BTX-C
cliva tanto SNAP-25 quanto sintaxina (Stx) (Choudhury et al., 2021; Dolly; Aoki, 2006; Huang;
Foster; Rogachefsky, 2000; Park; Ahn, 2021).

O fenbmeno descrito acima impede o encaixe da vesicula de ACh na superficie interna
da membrana celular, logo, ndo ocorre a fusdo e, por conseguinte, bloqueia-se a liberacdo de
ACh na fenda sindptica. Desse modo, se o tecido alvo for o mdsculo, ocorre bloqueio da
contragdo muscular por denervacdo quimica transitria, enquanto, se o alvo for uma glandula
exdcrina, a secrecdo glandular é bloqueada transitoriamente (Choudhury et al., 2021; Park;
Ahn, 2021).

O efeito de inibicdo da exocitose da ACh pela BTX diminui progressivamente a medida

que o SNAP-25 se regenera e se encerra pela restauracdo do turnover do complexo proteico
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SNARE. A duragéo do efeito depende da meia-vida da cadeia leve e do tempo de renovacao
das proteinas SNARE (Choudhury et al., 2021; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000).

O brotamento axonal e o alongamento da placa terminal também ocorrem, porém
acredita-se que ndo impactam no término do efeito da BTX, pois provavelmente sdo
transitérios. Assim sendo, € importante compreender que, independentemente do modo de
restauracdo da fisiologia normal, a acdo da BTX é temporéria e ndo permanente, 0 que é
fundamental para fins de aplicacdo médica (Choudhury et al., 2021).

De uma forma geral, acredita-se que os efeitos da BT X ndo séo exclusivos dos terminais
colinérgicos da juncdo neuromuscular. Esses efeitos parecem ocorrer também nas sinapses
quimicas tanto no sistema nervoso periférico quanto central. Desse modo, outros
neurotransmissores sdo afetados pelas agdes da BTX incluindo desde moléculas em pequenas
vesiculas sinépticas (por exemplo, acetilcolina e glutamato) até neuropeptideos em grandes
vesiculas centrais densas (por exemplo, peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),
peptideo ativador da adenilato ciclase pituitaria 38 (PACAP 38) e substancia P (Burstein et al.,
2020; Choudhury et al., 2021; Park; Ahn, 2021).

Essas grandes vesiculas também transportam varias proteinas e receptores (como por
exemplo, TRPV1, TRPA1, P2X3), e se inserem na bicamada lipidica da membrana sinéptica,
0 que ¢ essencial para a nocicepcdo. Isso mostra que os efeitos da BT X sdo amplos e para aléem
do bloqueio da contracdo muscular. Assim sendo, as Figuras 2 e 3 representam,
respectivamente, o mecanismo de acdo da BTX na jungdo neuromuscular e nas sinapses
intraneuronais (Burstein et al., 2020; Choudhury et al., 2021).

Para além, vale ressaltar que varios medicamentos agem na juncdo neuromuscular e,
dessa forma, interferem no efeito da BTX. Os aminoglicosideos, como estreptomicina e
gentamicina, podem bloquear a liberacdo de ACh e, assim, podem provocar uma sindrome
botulismo-like através do bloqueio dos canais de calcio. As aminoquinolinas (cloroquina e
hidroxicloroquina) podem antagonizar o efeito da BTX, pois agem tanto na membrana celular
inibindo a ligacdo (ou internalizacdo) da toxina, como no interior da célula, impedindo o
processamento lisossomal da toxina (Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Wang et al., 1984;

Yamada; Kuno; Iwanaga, 1986).
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Figura 2 — Representacao esquematica do mecanismo de a¢do da BT X na jun¢do neuromuscular
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Fonte: Imagem adaptada de Choudhury et al., 2021.

Nota: A-H: representam as sequéncias de eventos dentro de um terminal sinaptico na juncdo neuromuscular. A:
Ligacdo da cadeia pesada da BT X com o receptor de superficie. B: A BTX é internalizada por meio de sua interacédo
com Sv2 ou Syt; C: Entrada dos prétons na vesicula sinaptica por meio de um transportador ativo. D: O baixo pH
dentro da vesicula auxilia na importacdo da ACh para dentro do citoplasma; E: O dominio de translocacdo
propulsiona a expulsdo da BTX de dentro da vesicula. F: As enzimas cataliticas agem sobre a BTX. G: A cadeia
leve é liberada do restante da toxina; H: A cadeia leve, uma vez livre, torna-se ativa e cliva varias proteinas do
complexo SNARE (SNAP 25, Stx, VAMP).

Figura 3 — Representacdo esquematica do mecanismo de acdo da toxina botulinica nas sinapses
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Nota: A figura mostra vesiculas sinapticas de nlcleo denso se fundindo com a membrana do terminal nervoso na
auséncia da BTX. Na etapa 4, as vesiculas sinapticas liberam os neurotransmissores na sinapse e 0s canais iénicos
(ou receptores) se inserem na membrana do terminal nervoso. O diagrama inferior evidencia as etapas da agéo da
BTX nos terminais nervosos. Ao final do processo, as vesiculas sinapticas ndo se fundem com a membrana do
terminal nervoso, impedindo a liberacdo de neurotransmissores na sinapse €, por conseguinte, ndo permitindo a
insercdo de receptores/canais ibnicos na membrana do terminal nervoso.

Ainda h& relatos de interacdo da ciclosporina, a qual pode causar bloqueio
neuromuscular e insuficiéncia ventilatoria provavelmente pelo efeito anti-inflamatério ou
imunossupressor bloqueando os canais de calcio musculares ou pré-sinapticos. A D-
penicilamina também pode interferir na acdo da BTX, pois pode induzir a formacdo de
anticorpos contra o receptor de ACh em individuos com predisposicdo imunoldgica (Fassi et
al., 1999; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Morel et al., 1991).

Outros medicamentos podem agir como blogueadores antagonistas (tubocarina,
pancurdnio e galamina) ou agonistas (succinilcolina), os primeiros competem com ACh pelos
locais de ligacdo ao receptor, enquanto os Ultimos possuem acdo despolarizante semelhante a
ACh, porém a repolarizagéo muscular da succinilcolina é bem mais lenta do que a ACh (Huang;
Foster; Rogachefsky, 2000).

Por fim, o uso de BTX também é contraindicado em algumas condi¢6es clinicas como
disturbios de transmissdo neuromuscular, tais como Sindrome de Lambert Eaton (LEMS) e
Miastenia Gravis (MG). Na LEMS, os anticorpos direcionados contra os antigenos tumorais
reagem de forma cruzada com os canais de célcio envolvidos na liberacdo de ACh, o que
acarreta alteracdo na transmissao neuromuscular. Ja no caso da MG, o quadro é ocasionado por
uma degradacdo e internalizacdo de receptores. A Tabela 1 resume as principais interacdes
medicamentosas e clinicas que contraindicam o uso da BTX (Hoedemaekers; Vriesman; De
Baets, 1997; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Small, 2014; Vincent; Lang; Newsom-Davis,
1989; Vincent et al., 1998).

1.3  FORMULACOES DISPONIVEIS DE TOXINA BOTULINICA

A BTX possui sete sorotipos, mas apenas a BTX-A e a BT X-B sdo usadas para formular
produtos bioldgicos comercialmente disponiveis para uso clinico. Os produtos mais conhecidos
da BTX-A sdo a onabotulinumtoxinA (BOTOX®; Allergan, Inc., Irvine, CA, EUA),
abobotulinumtoxinA (Dysport™: Ipsen Biopharm Ltd., Wrexham, UK) e incobotulinumtoxinA
(Xeomin®; Merz Pharmaceuticals, Frankfurt am Main, Alemanha), enquanto da BTX-B é a

rimabotulinumtoxinB (Myobloc®; Solstice Neurosciences, LLC, South San Francisco, CA,



24

EUA, uma subsidiaria integral da US WorldMeds, LLC, Louisville, KY, EUA) 1-2,4-7,9-10
(Bellows; Jankovic, 2019; Espinoza et al., 2019; Goschel et al., 1997; Huang; Foster;
Rogachefsky, 2000; Naumann et al., 2013; Nestor et al., 2021; Sethi et al., 2020; Tomic et al.,
2021).

Tabela 1 — Intera¢cBes medicamentosas e clinicas

Drogas/Doencas Mecanismos

Terminal nervoso pré-sinaptico
a) Aminoglicosideos (canamicina, a) Bloqueio do canal de célcio

estreptomicina, gentamicina)

b) Aminoquinolinas (cloroquina, b) Inibir a ligacdo da toxina botulinica a
hidroxicloroquina) sinaptotagmina ou processamento lisossomal da
toxina
Ciclosporina Bloqueio do canal de célcio
Sindrome de Lambert-Eaton Reacdo cruzada entre os anticorpos destinados aos

antigenos tumorais contra os canais de calcio
Terminal Nervoso pos-sinaptico
a) Miastenia grave a) Autoanticorpos direcionados ao receptor
b) D-penicilamina nicotinico de Acetilcolina
b) Desencadeia a formacao de anticorpos contra o
receptor nicotinico de acetilcolina
Tubocurarina, pancurdnio, galamina  Bloqueadores antagonistas pds-sinapticos da
acetilcolina

Succinilcolina Bloqueador agonista pds-sinaptico da acetilcolina

Fonte: Elaboracdo propria, 2025, adaptada de Huang; Foster; Rogachefsky, 2000.

Porém, ainda ha outras formulagdes disponiveis, sendo que algumas sdo aprovadas pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), mas ndo sdo pela Food and Drug
Administration (FDA), como a Prosigne® e Meditoxina®; mas também ocorre o oposto, como
a Daxxify® (Daxibotulinumtoxina A), aprovada em setembro de 2022 pela FDA, mas ainda sem
previsdo de aprovacdo da ANIVSA e, portanto, de comercializacdo no Brasil (Hanna; Pon,
2019; Solish et al., 2021).

Para além disso, é essencial que os profissionais prescritores e injetores compreendam

que, apesar das indicacbes semelhantes, as formulagbes possuem diferencas nas suas
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propriedades toxicas e farmacoldgicas e, portanto, preferencialmente, ndo devem ser utilizadas
de forma intercambiével. A Tabela 2 resume as principais caracteristicas das formulaces mais
convencionais e € possivel observar que a maioria das formulacGes necessita ser reconstituida
com solugdo salina normal, pois é liofilizada ou seca a vacuo, exceto a rimaBTX, a qual
encontra-se disponivel como solucdo injetavel (Choudhury et al., 2021; Hanna; Pon, 2019;
Solish et al., 2021; Sundaram et al., 2016).

Como a quantidade de toxina varia entre as formulagdes, a unidade de injecdo também
é variavel. Por exemplo, a onaBTX (Botox®) esta disponivel em frascos de 50/100/200 U,
enquanto aboBTX (Dysport®) esta disponivel em frascos de 300/500 U. Logo, ndo existe
equivaléncia direta de poténcia entre as toxinas, porém, para uso clinico, acredita que uma
unidade de Botox® corresponde a 1 unidade 2,5 a 3 unidades de Speywood de Dysport® e a 1
unidade de Prosigne®, Xeomin® e Botulift® (Gart; Gutowski, 2016; Scaglione, 2016).

Outra diferenca refere-se ao tamanho do complexo da toxina que também varia entre as
formulacdes. Anteriormente, acreditava-se que o tamanho molecular do complexo de toxina
determinava sua difusividade no tecido. Nessa perspectiva, o Botox®, que possui o maior
complexo, 900kDa, teria a menor capacidade de se difundir. Todavia, 0s estudos experimentais
mostraram que a capacidade de difusdo ndo esta relacionada ao tamanho do complexo da toxina
(Choudhury et al., 2021; Hanna; Pon, 2019; Naumann et al., 2013; Scaglione, 2016).

A gquantidade de excipientes, em especial da albumina sérica humana (HSA), também
varia entre as formulacdes, haja vista que foi aventado a possibilidade de que a HSA pudesse
induzir a producéo de anticorpos neutralizantes (NABs) do hospedeiro contra a toxina, levando
a perda de eficacia. Nesse interim, os laboratdrios buscaram reduzir a quantidade de HSA nas
formulacdes de toxinas e a incoBTX é a que possui a menor concentragdo entre os produtos
aprovados pela FDA dos EUA. Apesar disso, o beneficio clinico dessa reducdo ainda nao é
totalmente estabelecido (Bellows; Jankovic, 2019; Field et al., 2018; Huang; Foster;
Rogachefsky, 2000; Naumann et al., 2013; Scaglione, 2016).

Ainda sobre a incoBTX, além de possuir menos HSA (carga de proteina de 0,44 ng/100
unidades), como dito acima, ela possui outras especificidades como ndo necessitar de
refrigeracdo e ndo reduzir a poténcia ao longo de 52 semanas de tratamento apds a
reconstituicdo. Botox® também demonstrou estabilidade consideravel apds a reconstituicdo
enquanto a Myobloc/Neurobloc® ndo necessita de reconstituicdo. A boa estabilidade das toxinas
apOs a reconstituicdo € importante, pois isso permite a utilizagdo de um Unico frasco

reconstituido em mais de uma pessoa, reduzindo assim, 0s custos, tanto para o paciente quanto
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para o profissional (Choudhury et al., 2021; Frevert; Dressler, 2010; Huang; Foster;
Rogachefsky, 2000; Naumann et al., 2013; Scaglione, 2016).

Hé& ainda outras diferencas entre as formulacdes e o volume de inje¢do, a concentracdo
da toxina e a dose podem desempenhar papéis significativos nos efeitos terapéuticos e ndo
terapéuticos de formulagdes individuais (Choudhury et al., 2021; Field et al., 2018). Nessa
perspectiva, por exemplo, a Dysport® apresentou maior duragdo de acdo, porém mais efeitos
adversos fora do local alvo em comparagdo com Botox®, o que se explica provavelmente pelas
maiores quantidades de neurotoxina presente na aboBTX (Field et al., 2018; Frevert; Dressler,
2010).

Existem dois outros produtos que sdo amplamente usados e aprovados na China e na
Coreia, sdo elas, respectivamente: Prosigne® e Meditoxin®. A poténcia da Prosigne® é proxima
ao da Botox® e possui uma carga proteica minima de 4-5 ng/100 unidades. Os seus principais
excipientes, por frasco, sdo gelatina 5 mg, dextrano 25 mg e sacarose 25 mg. Ja a Meditoxin®
tem uma estrutura bastante similar a Xeomin® com baixa carga proteica e ndo requer
reconstituicdo, aléem disso, pode ser mantida em temperatura ambiente (Choudhury et al., 2021;
Frevert; Dressler, 2010; Hanna; Pon, 2019).

Além dessas formulacBes ja conhecidas, ha outras recentemente aprovadas ou em
estagios finais de desenvolvimento. Uma delas foi aprovada pela FDA em setembro de 2022 e
se chama Daxxify® (daxibotulinumtoxinA). Essa formulagéo é a primeira contendo um peptideo
excipiente estabilizador patenteado (RTP004) ao invés de HSA e uma neurotoxina central
altamente purificada de 150kDa (Hanna; Pon, 2019; Solish et al., 2021).

Os estudos demonstraram que o RTP004 carregado positivamente aumentou a ligacao
da neurotoxina as superficies neuronais, 0 que parece aumentar a probabilidade de
internalizacdo da neurotoxina e parece explicar maior tempo de duracdo média dessa
formulacéo, a qual foi de 6 meses, porém, com alguns pacientes chegando a 9 meses (Solish et
al., 2021).

Outras mais recentes incluem a PrabotulinumtoxinA, LetibotulinumtoxinA e a
BotulinumtoxinE. A primeira é aprovada para uso cosmético desde 2019 pela FDA enguanto a
segunda desde 29 de fevereiro de 2024, porém a Ultima ainda ndo foi aprovada. Uma
caracteristica peculiar sobre a BT X-E é que os estudos demonstraram um inicio de acdo rapido,
porém um efeito de curta duracdo (2-4 semanas), tal caracteristica pode ser Gtil em alguns casos
como o controle algico em condi¢fes como osteoartrite (Choudhury et al., 2021; Hanna; Pon,
2019).
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1.4  USO DA TOXINA BOTULINICA NA PRATICA MEDICA

As aplicagBes injetaveis de BTX sdo atualmente os procedimentos cosméticos néo
cirGrgicos mais populares no mercado, de acordo com a Sociedade Americana de Cirurgia
Plastica. Paradoxalmente, antes de 1945, pouco se sabia sobre a natureza quimica da BTX, a
qual era chamada de “veneno mais venenoso”. Em 1973, a BTX foi usada na tentativa de
paralisar os musculos extraoculares de macacos (Hanna; Pon, 2019; Dhaked et al., 2010;
Sundaram et al., 2016).

As primeiras aplicagdes na pratica médica foram realizadas por Scott no inicio da
década de 1980, utilizando-se injecbes doses diminutas de BTX para inativar seletivamente a
espasticidade muscular no estrabismo. Porém, o valor terapéutico da BTX-A foi reconhecido
pela primeira vez em 1989, quando a FDA aprovou a Oculinum® para o tratamento de
estrabismo e blefaroespasmo (Colhado; Boeing; Ortega, 2009; Hanna; Pon, 2019; Huang;
Foster; Rogachefsky, 2000; Naumann et al., 2013).

Posteriormente, no inicio da década de 90, a BTX comecou a ser utilizada para fins
estéticos apds estudos de tratamento de blefaroplasmo terem percebido amenizacéo das ritides
glabelares nos pacientes tratados (Bellows; Jankovic, 2019; Borba; Matayoshi; Rodrigues,
2022; Gimenez et al., 2010; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Nestor et al., 2021; Sethi et
al., 2020). Essa observacdo fez-se presente em outros estudos, 0s quais demonstraram a
diminuicdo das rugas faciais unilaterais também em pacientes tratados para espasmo hemifacial
com BTX-A (Borodic; Cozzolino, 1989; Gimenez et al., 2010; Huang; Foster; Rogachefsky,
2000).
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Tabela 2 — Caracteristicas das formulagdes mais convencionais de toxina botulinica

Nome Proprietario Sorotipo Tamanho Excipiente Estabilizagdo Unidade/ Concentragdo

do e Frasco  de Neurotoxina
Complexo Solubilizacéo (ng/frasco)
Botox® A 900 kDa HSA Secagema 50, 100, 5
(onabotulinumtoxinA) (500u9) VAcuo e 200
Cloreto de Solucéo
Sodio Salina normal
Xeomin® A 150 kDa HSA (1  Liofilizagdo e 100, 200 0,6
(IncobotulinumtoxinA) 1g) Solucéo
Sacarose  Salina normal
Dysport® A 500 kDa  HSA (125 Liofilizacdo e 300, 500 4,35
(AbobotulinumtoxinA) ug) Solucéo
Lactose  Salina normal
Myobloc®/Neurobloc® B 700 kDa  HSA (500 Solucdo 2000, ~25, 50, 100
(RimabotulinumtoxinB) pg/mL) 5000,
Succinato 10.000
de sodio
Solucéo de
Cloreto de
Sodio

Fonte: Elaboracgdo propria, 2025, adaptada de Choudhury et al., 2021.
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Entretanto, foi somente em abril de 2002 que o uso de BTX-A, através da onaBTX, foi
aprovado para o tratamento das ritides glabelares pela FDA. Em setembro de 2013 e outubro
de 2017, a FDA finalmente aprovou a BT X-A para o tratamento de rugas perioculares e frontais
cantais, respectivamente. Portanto, é de longa data que o uso da BTX-A consagrou-se como
método eficaz e seguro na terapéutica de ritides secundarias a hipercinesia da musculatura facial
(Bellows; Jankovic, 2019; Gimenez et al.,, 2010; Hanna; Pon, 2019; Huang; Foster;
Rogachefsky, 2000; Sethi et al., 2020).

Desde entdo, varias formulaces de BTX foram introduzidas no mercado e a BTX
consagrou-se como uma modalidade terapéutica segura com poucos efeitos colaterais locais e
sistémicos importantes (Bellows; Jankovic, 2019; Borba; Matayoshi; Rodrigues, 2022; Hanna;
Pon, 2019; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000).

Nessa perspectiva, a BTX é utilizada de forma diversificada e ampla nas mais variadas
condigdes clinicas. Dentre elas, encontram-se os diversos disturbios de espasticidade muscular,
0 estrabismo, a atenuacdo das rugas faciais, a hiperidrose, a bexiga hiperativa, enxaqueca
crénica, fissura anal, alem de outras 150 indica¢des diferentes (Choudhury et al., 2021 Gart;
Gutowski, 2016; Rahman; Alhitmi; Mosahebi, 2022).

Quanto as complicactes, descrevem-se efeitos adversos leves como edema e dor local,
assimetrias, cefaleia de pequena intensidade, enjoos apos aplicagéo, ptose palpebral discreta,
ptose das sobrancelhas, acentuacao das bolsas gordurosas em palpebras inferiores e leve queda
da pélpebra inferior. Mais raramente, foram relatadas complicacfes graves, tais como diplopia,
paralisia do musculo reto lateral do olho, ptose palpebral grave, lagoftalmo, incompeténcia do
musculo orbicular da boca, disfagia, disfonia, sindrome do olho seco, oftalmoplegia e cefaléia
intensa, muitas vezes relacionadas a técnica inadequada de aplicacdo (Borba; Matayoshi;
Rodrigues, 2022; Gimenez et al., 2010; Nestor et al., 2021; Sethi et al., 2020). Na Tabela 3 é
possivel observar as principais complicacGes relacionadas a aplicacdo cosmética da BTX
(Sundaram et al., 2016).

Devido ao baixo indice dessas complicacdes, o uso da BTX tornou-se indiscriminado,
mas, mesmo assim, ha poucos estudos que abordem os intervalos entre as aplicacdes, idade de
inicio, evolucdo das doses utilizadas, imunogenicidade e resisténcia clinica (Borba; Matayoshi;
Rodrigues, 2022; Gimenez et al., 2010; Nestor et al., 2021; Sethi et al., 2020).

N&o ha consenso no tratamento das rugas faciais com BTX acerca da necessidade de
alteracdo das doses em aplica¢Ges consecutivas para a obtencdo do mesmo efeito, assim como,
a ocorréncia de atrofia muscular ou outras alteragdes clinicas durante o0 processo, ou se 0S

intervalos entre as aplicacGes devem ser mantidos ou alterados, e ainda se ha relagéo da resposta
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clinica com a imunogenicidade (Borba; Matayoshi; Rodrigues, 2022; Choudhury et al., 2021;
Espinoza et al., 2019; Kassir et al., 2019; Naumann et al., 2013; Rahman; Alhitmi; Mosahebi,
2022; Sethi et al., 2020; Small, 2014; Sundaram et al., 2016).

Tabela 3 — Principais complicacbes relacionadas a aplicacdo da toxina botulinica para fins

estéticos

Localizacéo

Eventos adversos

Terco superior e médio da face

Terco inferior da face

Qualquer regido da face

Assimetria.

Ptose de sobrancelha ou palpebra.

Revelacdo da ptose palpebral compensada
pré-existente (enfraquecimento do frontal).
Comprometimento da fungéo
palpebral/fisiologia ocular (enfraquecimento
do musculo orbicular do olho).

Retracdo da palpebra inferior/exposicédo
escleral (enfraquecimento do orbicular do
olho)

Ptose labial (enfraquecimento dos elevadores
labiais ao abordar indicacdes nasais)
Assimetria

Insuficiéncia motora oral, por exemplo,
capacidade prejudicada de levantar ou abaixar
o labio.

Comprometimento da exibicdo odontologica
na animacao (sorriso).

Suporte muscular prejudicado da parte
inferior da face.

Disfagia (ao atingir o platisma).

Fraqueza no pescoco (ao atingir o platisma).
Boca seca (ao atingir o platisma).

Equimose temporaria

Hematoma

Edema

Fonte: Elaboracgdo propria, 2025, adaptada de Sundaram et al., 2016.
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As contraindicagdes absolutas e relativas a injecdo de BTX para fins estéticos incluem:
cicatrizes queloides, distarbios neuromusculares (por exemplo, MG e LEMS), alergia aos
constituintes do produto de BTX, expectativas irrealistas e transtorno dismorfico corporal,
dentre outras. Na Tabela 4 é possivel visualizar as contraindicac6es de forma resumida (Huang;
Foster; Rogachefsky, 2000; Small, 2014).

Tabela 4 — Contraindicacdes absolutas e relativas a aplicacdo de BTX para fins estéticos

Absolutas Relativas

1. Disturbios neuromusculares 1. Transtorno dismérfico corporal
(por exemplo, Esclerose 2. Dependéncia da expressdo facial para
Lateral Amiotrofica, subsisténcia (por exemplo, atores, cantores).
Miastenia Gravis, Sindrome 3. Dermatoses na éarea de tratamento (por
de Lambert-Eaton, exemplo, psoriase, eczema).
miopatias). 4. Imunocomprometido.

2. Sensibilidade ou alergia aos 5. Cicatriz queloideana.
constituintes do produto da 6. Expectativas irrealistas

toxina  botulinica  (por
exemplo, alergia a proteina
do leite de wvaca com
abobotulinumtoxinA -
Dysport®)

3. Gravidez ou amamentacéo.

4. Infeccdo na area de
tratamento.

5. Fraqgueza motora grossa na
area de tratamento (por

exemplo, Paralisia de Bell).

Fonte: Elaboragdo propria, 2025, adaptada de Small, 2014.

1.4.1 Uso da toxina botulinica para fins estéticos

Em 2014, a Sociedade Americana de Cirurgia Plastica Estética relatou mais de 3,5

milhdes de procedimentos utilizando a BTX. Enquanto isso, a pesquisa da Sociedade
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Internacional de Cirurgia Plastica Estética evidenciou mais de 4,8 milhGes de procedimentos
em todo mundo. Além disso, a pesquisa da Sociedade Americana de Cirurgia Dermatoldgica
de 2013 descobriu um aumento de 20% em comparacdo com 2012 e essa tendéncia tem sido
observada também na Europa e na Asia (Sundaram et al., 2016).

A BTX foi aprovada pela primeira vez pela FDA para uso cosmético em 2002 atraves
da formulacio Botox® para tratar as rugas do complexo glabelar formadas em decorréncia da
atividade dos musculos corrugadores e procero. Em 2013, foi aprovado o uso para tratar as
rugas conhecidas como “pés de galinha”, as quais sdo formadas devido a contracdo dos
musculos orbiculares laterais perioculares (Small, 2014).

Nessa perspectiva, a BTX tornou-se o tratamento de escolha para ritides tanto do tergo
superior quanto dos dois tercos inferiores do rosto. Além disso, é usado off-label para todas as
outras indicacOes faciais cosméticas, como, por exemplo, melhora do contorno facial
(Carruthers et al., 2008; Gimenez et al., 2010; Small, 2014; Sundaram et al., 2016).

Acerca da reconstituicdo, alguns estudos sugerem menos dor durante o procedimento
apos reconstituicdo com solucdo salina a 0,9% preservada com &cido benzoico (fungédo
bacteriostatica) (Sundaram et al., 2016). Além disso, sabe-se que a BT X pode ser reconstituida
e manter-se refrigerada por pelo menos 4 semanas antes da injecdo, sem risco significativo de
contaminacdo ou diminuicdo da eficacia, e usada para tratar varios pacientes, desde que haja
um manuseio adequado (Gart; Gutowski, 2016; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Sundaram
et al., 2016).

Ha um dissenso sobre o volume ideal de reconstituicdo, pois, alguns especialistas,
quando desejam maior dispersdo da toxina, realizam a reconstituicdo em maiores volumes e,
por conseguinte, volumes maiores de injecdo por dose unitaria. Enquanto outros preferem
volumes menores sob a justificativa de menos dor durante a aplicacdo e melhor visibilidade
pos-procedimento temporéaria dos locais de injecdo (Gart; Gutowski, 2016; Huang; Foster;
Rogachefsky, 2000; Naumann et al., 2013; Park; Ahn, 2021; Sundaram et al., 2016).

Uma vez definida a reconstituicdo, o proximo passo € a aplicacdo e, para tanto, faz-se
necessario compreender a anatomia facial e a origem das ritides. Acerca da anatomia muscular
facial, vale destacar que os musculos da expressao facial sdo Gnicos porque se inserem no tecido
mole da pele através do sistema aponeurdtico muscular superficial, ao contrario da maioria dos
musculos que possuem inser¢fes mais profundas (6sseas). A anatomia estd resumidamente
representada nas Figura 4 (Gart; Gutowski, 2016; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Small,
2014).
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Quanto a origem das rugas, as dindmicas — aquelas que ocorrem durante a mimica facial
— sdo formadas perpendiculares a direcdo da contracdo muscular, haja vista que, quando os
musculos faciais se contraem, a pele sobrejacente também se move (Small, 2014). Enquanto
isso, as estaticas — aquelas visiveis mesmo em repouso — sdo formadas justamente pela
contragdo muscular localizada associada a perda gradual e a desorganizacdo das fibras de
colageno e elastina que levam a uma atrofia dérmica local. A Figura 5 mostra as principais
ritides da face e sua relacdo com a atividade muscular local (Carruthers et al., 2008; Small,
2014).

Figura 4 — Anatomia da musculatura da face

Frontal

Temporal

Corrugador do supercilio
Procero

Depressor do supercilio
Orbicular do olho

Nasal

Levantador do labio superior
e da asa do nariz

9. Levantador do labio superior
10. Zigomatico menor

11. Zigomatico maior

12. Orbicular da boca

13. Modiolo

14. Risorio

15. Platisma

16. Depressor do angulo da boca
17. Depressor do labio inferior
18. Mentoniano

N O~LNE

Fonte: Imagem adaptada de Small, 2014.

Vale ressaltar que diferencas genéticas e toxinas ambientais, principalmente a exposicao
a luz ultravioleta e o tabagismo, podem acelerar o processo de envelhecimento da pele. Na
Figura 6 pode se observar esse processo de envelhecimento cutdneo com a formacdao de ritides
e sulcos (Carruthers et al., 2008; Fisher, 2005; Freiman et al., 2004; Lemperle et al., 2001,
Small, 2014).
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Esse entendimento auxilia na compreensdo da origem da nomenclatura das ritides. Por
exemplo, as frontais sdo formadas pela contracdo do musculo frontal, enquanto as rugas
denominadas “pés-de-galinha” sdo oriundas da atividade do musculo orbicular na sua porgdo
lateral e as glabelares sdo decorrentes da contracdo dos musculos depressores do complexo
glabelar que incluem o corrugador do supercilio, o précero e depressor do supercilio (Lemperle
et al., 2001; Small, 2014).

Figura 5 — Ritides faciais e musculos associados

1. Linhas horizontais da
testa (musculo frontal)

2. Linhas de franzir a testa
(complexo glabelar)

3. Pés de galinha
(musculo orbicular dos
olhos)

4. Linhas de coelho
(musculo nasal)

5. Sulcos nasolabiais
(musculo levantador do

PR labio superior e da asa
7 @' nasal)
s 6. Linhas radiais dos

- g labios (musculo
\ orbicular da boca)
7. Linhas de marionete
(depressor do angulo

Fonte: Imagem adaptada de Small, 2014.

Figura 6 — Alteracdes da textura da pele ao longo do tempo.

Fonte: Imagem adaptada de Lemperle et al., 2001.
Nota: a) enrugando. b) rugas estéticas c) sulcos/dobras
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As Figuras 4 e 5 mostram justamente essa relagéo entre as rugas de cada regido do rosto
e 0 respectivo musculo ou grupo muscular associado (Small, 2014). Nesse contexto, a aplicacéo
de pequenas quantidades de BTX em mdusculos hiperativos especificos causa relaxamento
muscular localizado que suaviza a pele sobrejacente e, por conseguinte, reduz as rugas (Huang;
Foster; Rogachefsky, 2000; Small, 2014).

Os resultados mais satisfatérios ocorrem nas rugas dindmicas, porém ha efeito sobre as
ritides estaticas, porém é mais lento e pode necessitar de doses maiores além de tratamentos
combinado com preenchedores dérmicos ou outros procedimentos cosméticos (Huang; Foster;
Rogachefsky, 2000; Small, 2014).

Ainda é valido ressaltar que a duracdo da acdo da BTX pode ser modificada pela
quantidade aplicada e a tendéncia atual € realizar doses menores com intervalos maiores entre
as sessoes (Espinoza et al., 2019; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Naumann et al., 2013;
Rosales; Bigalke; Dressler, 2006; Sundaram et al., 2016). N&o obstante o objetivo original do
tratamento com BTX era paralisar os musculos alvo, todavia o entendimento atual € que o
resultado mais desejavel é a modulacdo da atividade muscular (Small, 2014; Sundaram et al.,
2016).

Nesse interim, para que se alcance os melhores resultados, é fundamental uma avaliagédo
panfacial e de forma integrada, a qual inclui analise anatdmica e funcional da musculatura no
contexto da morfologia facial e do status qualitativo e quantitativo dos tecidos. Os testes de
estiramento da pele auxiliam bastante nessa definicdo, pois revelam a qualidade do tecido mole
e a etiologia das ritides (Gart; Gutowski, 2016; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Small, 2014;
Sundaram et al., 2016).

Feito essa avaliacdo, define-se em quais locais ha indicacdo de modulacédo da atividade
muscular, isto é, de aplica¢do da BTX; e em quais locais ha indicacao de reposicédo de volume,
ou seja, do uso de preenchedores (Gart; Gutowski, 2016; Small, 2014; Sundaram et al., 2016).

Nesse processo € essencial estabelecer um bom relacionamento médico-paciente,
avaliar os objetivos dos pacientes no contexto do que € visto no exame, e fornecer educagédo ao
paciente. A educacdo verbal ainda pode ser complementada por folhetos escritos, recursos
visuais, midia audiovisual e contetdo de sites da Internet (Carruthers et al., 2004; Klein, 2004;

Nguyen; Hong; Prose, 2013; Sundaram et al., 2016).

1.5 METODOS DE AVALIACAO DA RESPOSTA CLINICA NA DERMATOLOGIA
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Os resultados a aplicacdo da BTX para fins estéticos podem ser comunicados aos
pacientes através de escalas validadas de classificacdo de rugas e por meio de programas de
software que retratam mudancas relacionadas a idade. A avaliacdo facial deve ser abrangente e
incluir a observacdo estatica e dindmica. Além disso, a imagem dindmica espontanea de um
paciente é melhor do que a observacdo dindmica sob comando, a primeira torna a avaliacéo
pré-tratamento mais precisa (Goodman et al., 2012; Small, 2014; Sundaram et al., 2016).

Portanto, a avaliacdo se inicia antes mesmo da anamnese e do exame fisico formal. Na
perspectiva de avaliacdo integrada e panfacial, a massa muscular individual, a anatomia e o
padrdo de contracdo geralmente orientam a dosagem e a técnica de aplicacdo da BTX. Nesse
interim, € util usar escalas de classificacdo validadas para massa muscular e palpar os masculos
enquanto os visualiza (Almeida et al., 2012; Gart; Gutowski, 2016; Monheit et al., 2012;
Sundaram et al., 2016).

Por outro lado, ndo ha consenso sobre a melhor escala de avaliacdo das rugas e nem ha
uma padronizacao sobre a metodologia que seria mais adequada para avaliar a resposta clinica
a aplicacdo da BTX para fins estéticos. Nesse contexto, hd uma ampla variedade de escalas,
com distintas metodologias, mas, em sua maioria, avaliando apenas as ritides estaticas e através
da comparacdo de fotografias por meio da opinido de especialistas (Almeida et al., 2015;
Carruthers et al., 2016; Fujino; lwanaga, 2022; Lemperle et al., 2001; Sundaram et al., 2016).

Porém, ha outras formas de avaliacdo, utilizando-se de diferentes de métodos, os quais
incluem desde a analise tridimensional da superficie da pele até o uso do sistema de
aprimoramento de recursos de imagem baseado em ilusdo visual (V1S), o qual geralmente é
aplicado para avaliar rachaduras em concreto, mas ja foi estudado para criar uma forma de
avaliar as ritides finas e dindmicas (Carruthers et al., 2008; Fujino; lwanaga, 2022; Heckmann;
Schén-Hupka, 2001; Jacobi et al., 2004).

O dissenso existente sobre a melhor forma de avaliar as rugas dificulta uma
padronizacdo nos estudos que buscam avaliar a resposta clinica a aplicacdo de BTX para fins
estéticos (Alexiades-Armenakas, 2006; Carruthers et al., 2008; Kane, 2003). Alguns estudos,
inclusive, utilizam-se apenas de uma analise subjetiva do préprio participante sobre o quanto
ele rejuvenesceu em anos (Carruthers et al., 2015; Sundaram et al., 2016).

Partindo desse pressuposto, buscando uma padronizacdo, alguns grupos e sociedades
estabeleceram alguns métodos para a avaliacao clinica das ritides como, por exemplo, o Grupo
Europeu para Medicoes de Eficacia em Cosméticos e Outros Produtos Topicos e o0 Comité da
Forca-Tarefa do Japéo para Avaliagdo da Funcdo Antienvelhecimento (Carruthers et al., 2008;
Hatzis, 2004; Heckmann; Schén-Hupka, 2001; Jacobi et al., 2004; Sundaram et al., 2016).
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Os métodos preconizados pelas diretrizes japonesas incluem avaliagdo visual ou
fotogréfica, que necessita da opinido de especialistas comparando fotografias; métodos in vivo,
que incluem andlise tridimensional da superficie facial e das rugas, mas sem uso de réplicas; e,
por fim, dos métodos de réplica, que podem conter analise bi ou tridimensional (Fujino;
Iwanaga, 2022; Seck et al., 2020).

Por outro lado, todos esses métodos possuem vantagens e desvantagens proprias, mas
convergem para uma mesma limitacdo que é o fato de sé avaliarem as rugas em faces neutras
com operadores qualificados ou uso de aparato tecnolégico muito especifico (Batool;
Chellappa, 2015; Fujino; lwanaga, 2022; Seck et al., 2020).

Além disso, sabe-se que as estruturas das rugas variam conforme a expresséao facial e o
ambiente circundante, e estes sdo fatores determinantes para o reconhecimento das ritides em
nosso cotidiano. Nessa perspectiva, 0s estudos tém buscado desenvolver métodos que permitem
a avaliagdo em tempo real (Carruthers et al., 2008; Fujino; lwanaga, 2022; Hatzis, 2004;
Heckmann; Schén-Hupka, 2001). Para exemplificar, Fujino e lwanaga (2022) buscaram
desenvolver um método de avaliacdo quantitativo e qualitativo das rugas em apenas uma
imagem e, para o qual, utilizaram-se de um sistema de aprimoramento de VIS.

Como se pode observar, ao longo dos anos, muitos sistemas foram criados buscando
avaliar a gravidade das rugas e, varios desses métodos de avaliacdo, provaram sua utilidade
tanto nas opc¢des de tratamento das ritides bem como na avaliacdo dos diversos processos de
envelhecimento cutaneo, como o fotoenvelhecimento e nas rugas faciais associadas ao
tabagismo em jovens. Alguns desses sistemas baseiam-se na avaliacdo da espessura cutanea, a
qual consegue ser mensurada através da ultrassonografia, ou técnica xerorradiografica.
(Alexiades-Armenakas, 2006; Batool; Chellappa, 2015; Carruthers et al., 2008; Fujino;
Iwanaga, 2022; Hatzis, 2004; Heckmann; Schon-Hupka, 2001; Jacobi et al., 2004; Kane, 2003,
Lemperle et al., 2001; Seck et al., 2020; Shoshani et al., 2008).

Um adendo vélido é gque a espessura da derme aumenta linearmente até a idade de 20
anos e depois diminui linearmente ao longo dos anos. Além disso, varia a depender da etnia,
dos fatores genéticos e do local de medicdo (Lemperle et al., 2001).

Por exemplo, a espessura dérmica no antebraco medial varia de 0,6 a 1,0 mm em
mulheres e de 0,8 a 1,2 mm em homens. Nos bracos ou pernas, a espessura dérmica média é de
1,32 mm, no térax de 1,62 mm e no dorso de 2,50 mm. No rosto, a espessura varia de cerca de
0,2mm nas palpebras, passando por aproximadamente 0,4mm nos cantos da boca, cerca de
0,6mm nos sulcos nasolabiais, até aproximadamente 0,8mm na derme glabelar (Lemperle et
al., 2001).
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Esses sistemas conseguem mensurar de forma objetiva, quantitativa e até qualitativa, no
entanto, necessitam de aparato tecnoldgico sofisticado como fotoimagem, ultrassonografia de
alta frequéncia, fluorescéncia multifotonica e microscopia de segunda geracdo harmdnica
(Lemperle et al., 2001; Shoshani et al., 2008).

Diante desse contexto, os sistemas de classificagdo mais simples, baseados na
comparacdo de fotografias, sdo mais populares no contexto clinico e ha véarios destes que ja sao
validados, com complexidade varidvel e com distintos graus de reprodutibilidade e
confiabilidade, tais como a escala de Fitzpatrick, de Lemperle, de Glogau e a de Hamilton.
(Lemperle et al., 2001; Shoshani et al., 2008).

1.6 AUSENCIA DE RESPOSTA CLINICA E IMUNOGENICIDADE

N&o ha um consenso quanto a terminologia usada para descrever os resultados clinicos
da aplicacdo da BTX. Na maioria das vezes 0s termos “imunogenicidade”, “ndo resposta
primaria” e “ndo resposta secundaria” ndo sao empregados corretamente, o que causa confusao
e dificulta a padronizacdo nos estudos e na busca cientifica. Assim sendo, é mister definir cada
termo. (Bellows; Jankovic, 2019; Dressler, 2004; Naumann et al., 2013).

A imunogenicidade é a capacidade de um complexo proteico de induzir a formacéo de
anticorpos e uma das causas da auséncia de resposta clinica tanto primaria, quanto,
principalmente, secundaria. Dois tipos distintos de anticorpos podem se formar apds a
exposicdo aos produtos da BTX: neutralizantes e ndo neutralizantes (Bellows; Jankovic, 2019;
Gart; Gutowski, 2016; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Naumann et al., 2013; Rahman;
Alhitmi; Mosahebi, 2022).

Os NABs sdo direcionados a neurotoxina central, particularmente ao sitio de ligacdo na
cadeia pesada, e os anticorpos ndo neutralizantes, sdo tipicamente direcionados a NAPs ou
locais clinicamente irrelevantes na neurotoxina central e que ndo afetam a eficacia clinica
(Espinoza et al., 2019; Gonnering, 1988; Naumann et al., 2013; Rosales; Bigalke; Dressler,
2006; Stephan; Habre; Tomb, 2014; Tomic et al., 2021).

Todavia, a simples presenca desses anticorpos nao prediz a auséncia de resposta clinica,
haja vista que, alguns pacientes, mesmo com NABS, preservam a sensibilidade normal as BT X
e seguem respondendo ao tratamento (Brin et al., 2008; Carruthers et al., 2004; Muller et al.,
2009; Naumann et al., 2013).

Ja o termo “ndo resposta primaria” (ou auséncia de resposta primaria — ARP) refere-se

a situacdo em que os pacientes ndo respondem a BTX desde a sua primeira aplicacdo. Enquanto,
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a ndo resposta secundaria (ou auséncia de resposta secundaria - ARS) ocorre quando ha resposta
clinica pelo menos na primeira injegdo de BTX e depois ha perda (parcial ou completa) desse
efeito nas aplicacOes posteriores (Bellows; Jankovic, 2019; Dressler, 2004).

Ainda sobre a ARP, ou “resisténcia primaria” segundo alguns autores, ha varios estudos
evidenciando que alguns pacientes nunca responderam a aplicagdo de BTX, logo, sdo “ndo
respondedores priméarios”. A ARP ¢ entendida como uma resposta < 25% desde a primeira
injecdo, mesmo apos duas a trés aplicacbes consecutivas de dosagens crescentes (Bellows;
Jankovic, 2019; Hsiung et al., 2002).

A etiologia € pouco discutida ou compreendida, pois é um evento raro em populacdes
clinicas. Algumas causas aventadas incluem a presenca de contraturas, musculos injetados
erroneamente, imunizagdo prévia contra BTX e baixa dosagem (Bellows; Jankovic, 2019;
Ramirez-Castaneda; Jankovic, 2013).

Além disso, devido a heterogeneidade na resposta a BT X, alguns estudiosos propuseram
a possibilidade de predisposicao genética a ndo responsividade priméaria. Nessa perspectiva, um
estudo avaliou um banco de dados de genoma buscando mutagdes nos genes que codificam os
sitios de ligacao das proteinas BTX-A e BTX-B e nos sitios de clivagem. Isso poderia explicar
a existéncia da resisténcia primaria. No entanto, tais mutagbes eram inexistentes ou
extremamente raras, sugerindo consistentemente que os pacientes geralmente ndo carregam
mutacOes genéticas que afetam a atividade de ligacao ou clivagem de BT X (Bellows; Jankovic,
2019; Pirazzini et al., 2018).

Outra hipdtese para essa heterogeneidade na resposta clinica a BTX seria uma
predisposicdo genética variada para a formacdo de NABs devido a diferentes complexos
principais de histocompatibilidade (MHC) (Atassi et al., 2011; Bellows; Jankovic, 2019).
Ainda ha outros estudos evidenciando que uma minoria de pacientes apresenta uma resposta
imune variavel ao desenvolver sintomas semelhantes aos da gripe e elevacdo de niveis séricos
de citocinas ap0s aplicacdo da BTX. Em um estudo prospectivo, 19 de 117 pacientes (16,3%)
desenvolveram esses sintomas e apresentaram niveis significativamente mais altos de
quimiocina IP10 (Bellows; Jankovic, 2019).

Vale ressaltar que o diagnostico de ARP ainda pode estar incorreto, haja vista que
algumas condicdes clinicas podem ser confundidas com resisténcia primaria a BTX. Para
exemplificar, a apraxia de abertura palpebral pode ser confundida com blefaroespasmo ou
pseudodistonia com distonia, além da existéncia de anterocollis na distonia cervical (DC).
(Albanese et al., 2013; Dressler, 2004).
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Todas essas condi¢es podem levar a uma interpretacdo erronea de resposta inexistente
a BTX quando, na verdade, sdo apenas condi¢des clinicas dificeis de serem tratadas. Esses
distirbios "pseudo-ndo-responsivos” sdo mais prevalentes do que a verdadeira ndo
responsividade priméria imunomediada (Bellows; Jankovic, 2019).

Muitos fatores podem influenciar a imunogenicidade de terapéuticas bioldgicas, como
as BTXs. Eles podem estar relacionados ao prdprio produto ou ao tratamento. Dentre os
aspectos relacionados ao produto, estéo inclusos os processos de fabricagédo, fonte da toxina,
toxina inativa, carga de proteina antigénica e presenca de proteinas acessorias e excipientes. Ja
relacionado ao tratamento destaca-se a dose utilizada, intervalos de tratamento e exposigédo
prévia ou vacinas (Brin et al., 2008; Dressler, 2004; Gart; Gutowski, 2016; Huang; Foster;
Rogachefsky, 2000; Mdller et al., 2009; Naumann et al., 2013).

Paradoxalmente, diferentemente dos pacientes que ndo respondem ja na primeira
aplicacdo de BTX, ha outros que respondem consistentemente as primeiras injecdes e depois
perdem resposta nas aplicacbes posteriores. Esse € o conceito de resisténcia secundaria a
aplicacdo de BTX (ou ARS). Uma das causas associadas é a formagdo de NABs induzida pelas
proteinas acessorias presentes (mesmo que em baixas doses) nas formulacGes atuais de BTX
(Brin et al., 2008; Dressler, 2004; Gart; Gutowski, 2016; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000;
Naumann et al., 2013; Rahman; Alhitmi; Mosahebi, 2022).

Porém, a imunogenicidade relacionada a BTX ndo € a principal causa de resisténcia
secundaria. Dose insuficiente, selecdo muscular inadequada ou técnica inadequada sao causas
mais frequentes. Outras causas sdo progressao natural da doenca, condigdes clinicas dificeis
de serem tratadas (tal qual foi citada anteriormente relacionada a ARP como anterocolis prévio
na DC) e discordancia entre a percepcao de beneficio do paciente e do médico injetor (Brin et
al., 2008; Dressler, 2004; Gart; Gutowski, 2016; Naumann et al., 2013).

Uma parcela dos pacientes com ARS realmente apresenta formacdo de NABs. Nesse
contexto, evidenciou-se que a grande maioria dos pacientes (cerca de 81%) tende a iniciar com
uma perda de resposta parcial antes de progredir para uma perda de resposta total apds uma
média de 2,5 aplicacBes de BTX (Dressler, 2004). Todavia, ha distintos ensaios para NABS, 0
que explica a alta variabilidade na frequéncia desses anticorpos entre os mais diferentes estudos
e, por conseguinte, a baixa correlacdo entre a presenca deles e a resposta clinica (Bellows;
Jankovic, 2019).

No geral, o surgimento de NABs tem sido classicamente atribuido a intervalos de
dosagem mais curtos (injegcdes de reforco), doses de injecdo mais altas (por exemplo, condicGes

neuroldgicas) e a presenca de proteinas antigénicas em formulas de BTX (como rimaBTX).
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Como doses mais altas sdo indicadas para condi¢des neuroldgicas, agrupar esses estudos com
pesquisas sobre indicagOes estéticas pode levar a vies, principalmente quando esses dados séo
usados para comparar tipos de BTX-A (Espinoza et al., 2019; Gonnering, 1988; Goschel et al.,
1997; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Naumann et al., 2013; Stephan; Habre; Tomb, 2014;
Tomic et al., 2021).

Na contraméo dessa perspectiva, tem se observado que intervalos curtos de injecéo e
doses maiores séo cada vez mais frequentes, apesar de uma consistente relagcdo inversa entre o
intervalo e entre as doses com a presenca dos NABs. Esse contexto pode ser explicado pelo
fato de que os pacientes frequentemente observam duracéo dos beneficios inferior a 3 meses e
apresentam um pico de insatisfacdo pouco antes da proxima injecdo, quando os efeitos
benéficos da BTX aplicada comegam a desaparecer (Bellows; Jankovic, 2019; Gart; Gutowski,
2016; Naumann et al., 2013; Sundaram et al., 2016).

Partindo desse principio, dado o risco de a ARS tornar-se cada vez mais prevalente, ha
uma demanda crescente pelo desenvolvimento de formulagdes de BTX com menor risco de
imunogenicidade e maior tempo de duracdo dos efeitos benéficos (Dressler et al., 2014a;
Naumann et al., 2013; Rahman; Alhitmi; Mosahebi, 2022).

1.7  METODOS DE DETECCAO DOS ANTICORPOS NEUTRALIZANTES

A imunogenicidade pode ser a causa da auséncia de resposta clinica e, nesse contexto,
é primordial entender os diferentes métodos de deteccdo e quantificagdo dos NABs. Por outro
lado, os diferentes estudos utilizam distintos métodos, o que dificulta a padronizacdo e
avaliacdo entre os estudos. Ha diversos ensaios laboratoriais existentes (Tabela 5) para poder
detectar a presenca de possiveis NABs (Bellows; Jankovic, 2019).

Eles podem ser classificados em ensaios estruturais e bioensaios. ELISA e
imunoprecipitacdo (IPA) detectam anticorpos contra BTX com sensibilidade consideravel,
porém nao conseguem diferenciar os anticorpos neutralizantes dos ndao neutralizantes. Ja os
bioensaios como 0 MPA ou MHDA utilizam animais para detectar os NABS e 0 primeiro tem
sido considerado o “padrdo ouro” na detecgdo e medi¢do quantitativa dos NABs (Dressler;
Bigalke, 2017; Hanna; Jankovic; Vincent, 1999; Naumann et al., 2013).

O MPA é realizado através da incubacao de uma quantidade padronizada de neurotoxina
no soro de um paciente. Posteriormente, esta neurotoxina & administrada via injecdo
intraperitoneal em varios camundongos e os resultados baseiam-se no nimero de camundongos

gue sobrevivem devido aos efeitos dos NABs no soro do paciente. Estudos iniciais mostraram
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baixa sensibilidade (47%), mas alta especificidade (100%), sem falso-positivos entre pacientes

positivos no MPA (Bellows; Jankovic, 2019).

Tabela 5 - Métodos de deteccdo de anticorpos neutralizantes

Meétodos de Detecgao

Ensaio de Protecdo do Camundongo (ou Mouse Protection Assay - MPA)

Ensaio do Hemidiafragma do Camundongo (Mouse Hemidiaphragm Assay — MHDA)
Ensaio de Imunoprecipitagdo (Immunoprecipitation Assay — IPA)

Ensaio de Western Blot (Western Blot Assay — WBA)

Ensaio de Inibigdo de Sinaptossomas (Synaptosome Inhibition Assay — SIA)

Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (Enzyme-linked Immunosorbent Assay — ELISA)
Teste do Esternocleidomastoideo (Sternocleidomastoid Test — SCMT)

Estimulacdo elétrica do masculo injetado (Electrical Stimulation of Injected Muscle)
Outros ensaios (por exemplo, sudomotor, teste do suor com ninidrina - NST)

Testes clinicos (Injecdo unilateral de sobrancelha — UBI; Teste de anticorpos do

Musculo Frontal — FTAT)
Fonte: Elaboracdo propria, 2025, adaptada de Bellows; Jankovic, 2019.

Alguns estudos usaram uma versao qualitativa do MPA enguanto outros o compararam
com o IPA. Ambos evidenciaram sensibilidade e especificidade semelhantes sem falso-
positivos. Vale ressaltar ainda que o MPA ndo é um ensaio ideal, pois é demorado, caro,
semiquantitativo e requer o sacrificio de animais e um laboratério bem estruturado. Este ensaio,
apesar de caro, ainda se encontra comercialmente disponivel (Bellows; Jankovic, 2019; Hanna;
Jankovic; Vincent, 1999).

Sobre o MHDA, utiliza-se o hemidiafragma esquerdo e o nervo frénico de um
camundongo, os quais sdo colocados em uma camara de Orgdos. Posteriormente, uma
combinacdo de soro mais neurotoxina é aplicada no ensaio e mede-se 0 tempo para atingir
metade do maximo de uma forca de contracdo induzida eletricamente. O tempo mensurado
possui associacdo linear com a quantidade de NABs no soro adicionado ao ensaio (Bellows;
Jankovic, 2019).

O MHDA demonstrou ser 25 vezes mais sensivel que o limite de detec¢do do MPA.
Todavia, essa alta sensibilidade trouxe preocupagdo em relacdo a uma maior taxa de falso-
positivos (ou pelo menos deteccdo de anticorpos de relevancia clinica incerta) e, portanto,

dificuldade em prever ARS. Paradoxalmente, devido ao menor tempo para resultados, menor
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utilizacdo de animais e menor sofrimento animal, além de maior sensibilidade, alguns
estudiosos tém defendido a substituicdo do MPA pelo MHDA (Dressler et al., 2000; Dressler,
2004; Dressler; Bigalke, 2017; Lange et al., 2009).

Porém, observou-se que pacientes detectados com NABs pelo MHDA, ainda
continuaram a responder. Tal fato sugere fortemente que o MPA é clinicamente mais
significativo do que o MHDA e isso pode explicar a variabilidade e diversidade dos estudos
sobre auséncia ou perda de resposta clinica (Dressler et al., 2000; Dressler, 2004; Dressler;
Bigalke, 2017; Lange et al., 2009).

Sobre 0s ensaios estruturais, apesar de ndo haver a possibilidade de diferenciacdo entre
0 anticorpo neutralizante e o ndo neutralizante, ha uma vasta utilizacdo deles como testes de
triagem seguidos de bioensaios confirmatdrios. Dentre os estruturais, ha os testes ELISA, os
quais foram mais utilizados no passado, mas sem uma avaliacdo clara de sua qualidade. Mais
recentemente, um estudo foi desenvolvido a fim de comparar a especificidade e sensibilidade
das versbes ELISA de varias concentracdes de antigeno de BTX-AL, usando os resultados do
MHDA como padrdo de referéncia (Bellows; Jankovic, 2019).

Ao ajustar o valor de corte do resultado positivo, os autores foram capazes de calibrar
0 ELISA para a sensibilidade maxima (sensibilidade de 100% e especificidade de 55%) ou
especificidade méaxima (especificidade de 100% e sensibilidade de 90%) conforme os
resultados referenciados determinados através do teste MHDA. A IPA apresentou uma
sensibilidade mais alta (77-90%) versus MPA (30-50%), mas uma especificidade mais baixa
(81-89%) versus MPA (100%), usando responsividade clinica — Injecdo unilateral de
sobrancelha (UBI) e Teste de anticorpos do Mdsculo Frontal (FTAT) — como resultados de
referéncia (Dressler et al., 2000; Dressler, 2004; Hanna; Jankovic; Vincent, 1999).

Seguindo essa linha de raciocinio, ainda se observou grande variabilidade nas
sensibilidades e especificidades encontradas com outras diluicdes de soro e concentracdes de
antigenos. Por fim, ainda adiciono que, similar aos demais estudos, o valor do teste parecia
estar em sua sensibilidade e potencial de triagem, por conseguinte, 0s bioensaios, como MHDA
e MPA, seguem sendo necessarios como testes de confirmacdo (Dressler et al., 2000; Dressler,
2004; Dressler et al., 2014b; Dressler; Bigalke, 2017; Lange et al., 2009).

Nesse contexto, € perceptivel que ha uma dificuldade de acesso a métodos confiaveis e
que dispensem o sacrificio de animais. Portanto, o interesse por testes clinicos de
imunorresisténcia tem crescido, pois sdo de facil acesso e interpretacdo com boa correlagdo

com a resposta terapéutica. Dentre eles, destacam-se: UBI, FTAT, Teste do
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Esternocleidomastoideo (SCMT) e Teste do suor com ninidrina (NST) (Bellows; Jankovic,
2019).

O UBI é um teste de triagem e consiste na aplicacdo padrdo de BTX na sobrancelha
medial direita (por convencdo), com reavaliacdo apds 1-3 semanas para observar se 0 paciente
esta assimétrico (sinal de auséncia de resisténcia clinica) ou ndo. Ele apresentou boa correlagéo
com MPA, Western Blot e IPA, o que confere maior confiabilidade na sua interpretagéo (Brin
et al., 2008).

O FTAT é similar ao UBI, porém com aplicacdo no musculo frontal e posterior
avaliacdo de assimetria no enrugamento da testa e elevacdo da sobrancelha. Dado o resultado
inestético mais evidente, esse teste ndo tem sido tao utilizado (Hanna; Jankovic; Vincent, 1999;
Hanna; Jankovic, 1998). No SCMT, a contracdo maxima do SCM do paciente é medida através
de dois eletrodos de superficie antes e depois da aplicacdo de BTX e, posteriormente, avalia-se
a reducdo na contragdo (Bellows; Jankovic, 2019; Dressler; Bigalke; Rothwell, 2000).

Ja o NST e realizado em uma sala com umidade e temperatura controladas e o paciente
pressiona a palma da méo sobre um papel, o qual é tingido e fixado com solucéo de ninidrina
a 1%, depois € aplicado BTX na eminéncia hipotenar e o teste € repetido em 3 semanas e as
laminas coradas com ninidrina sdo comparadas para determinar a area de anidrose. Os dados
do NST sugerem que ele pode ser capaz de detectar resisténcia subclinica (Bellows; Jankovic,
2019; Voller et al., 2004).

Nessa conjuntura, diante de tantos métodos e achados, € valido ressaltar a importancia
da padronizacdo de um método para testar NABs. Além disso, faz-se necessario o
desenvolvimento de um método com alta sensibilidade e especificidade, capaz de detectar os
NABs clinicamente relevantes, mas que nao se utiliza de animais (Bellows; Jankovic, 2019;
Voller et al., 2004).
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A toxina botulinica é uma das mais potentes neurotoxinas de longa duragdo e possui
diversas finalidades terapéuticas, sendo utilizada para fins oftalmolégicos, neurolégicos,
dermatolégicos, uroldgicos e tantos outros. No inicio da década de 90, ela comegou a ser
utilizada para fins estéticos visando atenuagdo das ritides faciais e, devido ao baixo indice de
complicac@es locais e sistémicas, associado a sua eficacia e duracéo de sua acdo, consolidou-
se como uma das terapéuticas estéticas mais amplamente utilizadas em todo mundo.

Com o passar dos anos, novos estudos foram surgindo acerca do tema e a industria
farmacéutica passou a investir cada vez mais no aprimoramento das formulacGes
comercialmente disponiveis. Nesse interim, comecaram a surgir os primeiros trabalhos
mostrando individuos que apresentavam pouca ou nenhuma resposta clinica a aplicagcdo de
BTX. Logo entdo, os estudos comegaram a buscar fatores associados a ndo resposta clinica e
suscitou algumas possibilidades como tecnica inadequada, dose insuficiente, prognostico da
patologia de base a ser tratada, musculos injetados incorretamente, dentre outros.

Nesse contexto, um dos principais fatores estudados foi a inducao de formacéo de NABs
contra a toxina botulinica pelas proteinas presentes nas formulacbes comercialmente
disponiveis. Assim sendo, as formulagbes foram aprimoradas, visando diminuir a carga
antigénica, objetivando reduzir a imunogenicidade associada a aplicacdo de BTX. Porém, os
trabalhos que mostraram essa relacdo, em sua maioria, estudaram as condi¢fes neurologicas,
as quais utilizam doses e intervalos diferentes das condicdes dermatologicas. Além disso, 0s
estudos que utilizaram a BT X com fins estéticos ndo conseguiram comprovar a existéncia dessa
relacao.

Por outro lado, ha poucos trabalhos na area estética quando se compara com aqueles do
ambito neuroldgico. Para além, na pratica clinica, tem-se tornado cada vez mais frequente, a
presenca de individuos que ndo respondem a aplicacdo da BTX, independente da formulacédo
comercial utilizada. Desse modo, avaliar se ha relacdo entre a imunogenicidade e a auséncia de
resposta clinica a BTX injetada com fins estéticos é fundamental. Afinal, a area da estética
segue em constante expansao e o Brasil € um dos principais consumidores.

Portanto, a hipotese deste estudo € que a resposta clinica ausente ou reduzida a aplicacéo

de BTX para fins estéticos esta relacionada & presenca de anticorpos antitoxina (AATX).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar se a auséncia de resposta clinica (ou pouca resposta) a aplicacdo da toxina

botulinica para fins estéticos possui relacdo com os niveis de anticorpos antitoxina.
3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar fatores associados a auséncia ou diminuicdo da resposta clinica a aplicacao de
toxina botulinica para fins estéticos.

b) Analisar variaveis relacionadas a possivel dissociacao de individuos que apresentam altos
niveis de anticorpos antitoxina, mas que ndo apresentam auséncia ou perda de resposta
clinica.

c) Avaliar a aplicabilidade e eficacia de um metodo de avaliacdo de rugas.
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4 METODOLOGIA

41 COMITE DE ETICA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Tridngulo Mineiro — UFTM, CAAE 67961923.9.0000.5154, nimero do parecer 6.036.837
(Anexo A).

Os termos de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foram devidamente explicados
para cada participante antes da assinatura de cada um deles. Os termos permanecerao
guardados, assim como os demais dados relacionados aos participantes da pesquisa, pelo
periodo de cinco anos (conforme exigéncia do CEP) e poderdo ser solicitados a qualquer
momento pelo CEP ou por qualquer participante da pesquisa.

4.2 LOCAL DE REALIZACAO

O estudo foi realizado em duas etapas e cada etapa ocorreu em dois locais diferentes.

A primeira etapa ocorreu no Ambulatorio de Dermatologia que se localiza no
Ambulatorio de Especialidades do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro (HC UFTM). Esse local possui a estrutura fisica necessaria para a aplicacdo da toxina
botulinica, realizacdo das fotografias e coleta das amostras sanguineas.

A segunda etapa foi realizada no Laboratério de Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas e Naturais (ICBN) da UFTM.

43  SELECAO DOS PARTICIPANTES

A selecdo dos participantes foi por conveniéncia e o estudo selecionou 34 participantes,
sendo 17 de cada sexo, dentre pacientes ja& acompanhados no Ambulatério de Cosmiatria do
Servico de Dermatologia do HC UFTM e que desejavam melhorar as ritides faciais.

4.4  CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Os critérios de inclusdo desse estudo abarcaram individuos de ambos o0s sexos

(respeitando a proporcéo de 1:1) com idade entre 25-45 anos, com desejo de melhorar as ritides
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faciais e sem histdria prévia de aplicagdo de toxina botulinica, independentemente da finalidade
que ela tenha sido realizada.

Desse modo, uniformizamos melhor a coorte quanto a idade e sexo, 0s quais sao fatores
diretamente relacionados a resposta clinica. Além disso, ao escolhermos apenas pacientes
“virgens” de aplicagdo de BTX, reduzimos os potenciais fatores de confusdo e viés, haja vista
que exposicdo prévia a BTX, unidades acumuladas de BTX e os intervalos de aplicacdo
influenciam diretamente na imunogenicidade e, consequentemente, na resposta clinica (Huang;
Foster; Rogachefsky, 2000; Naumann et al., 2013; Tomic et al., 2021).

J& os critérios de exclusdo foram: individuos portadores de disturbios neuromusculares,
doencas sistémicas graves e alergia a quaisquer dos componentes da toxina botulinica, sinais
inflamatdrios ou infecciosos nos locais de aplicagdo, gestantes ou lactantes, e cirurgia facial no
periodo avaliado. Alémdisso, foram excluidos individuos em uso de alguns medicamentos com
potencial de interacdo com a toxina botulinica no periodo de 15 dias antes das aplicacdes, tais
como: aminoglicosideos, espectinomicina, blogueadores dos canais de calcio, relaxantes

musculares, acido acetilsalicilico ou vitamina E em altas doses.

45 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo piloto clinico intervencionista e prospectivo com uma amostra

por conveniéncia. Ele foi dividido por etapas conforme esta descrito abaixo.

451 1%etapa

Os individuos compareceram ao Ambulatorio de Dermatologia em trés momentos
distintos: DO, D1 (15-21 dias ap6s o D0) e D2 (120 dias ap6s o D0). No DO, eles foram
submetidos a aplicacdo da toxina botulinica pela primeira vez. No D1, eles compareceram para
uma nova aplicacdo visando melhorar as rugas residuais e, por fim, no D2, ndo houve aplicacdo
de BTX.

Nos trés momentos, antes da aplicacdo de BTX, houve coleta de amostra sanguinea e
registro fotografico padronizado tanto em repouso quanto no padrdo dindmico da mimica facial.
As fotografias foram realizadas sempre com mesmo plano de fundo, nas mesmas posicoes, pela
mesma pessoa e com a mesma camera.

As aplicacbes foram realizadas pela mesma equipe, a qual é composta por

dermatologistas do HC UFTM, com experiéncia em cosmiatria e na aplicacdo de BTX. Cada
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participante possuia uma ficha clinica para registro de dados de identificacdo e plano de
aplicacdo (Anexo B).

As aplicagbes foram realizadas no terco superior da face, em plano intramuscular,
incluindo a regido frontal, o complexo glabelar (musculo précero e corrugadores) e regido
pericocular lateral direita e esquerda. A técnica de aplicacdo seguiu conforme o que ja tem
descrito na literatura, de acordo com o padrdo de ritides de cada participante.

O material utilizado incluiu seringas de 0,5 ml e agulha fixa de 31 G x 15/64” (6mm x
0,25mm). A toxina usada foi a aboBTX (Dysport®), a qual foi doada a equipe de Dermatologia
do HC UFTM pelo Servico de Neurologia do HC UFTM. A BTX foi entdo diluida
cuidadosamente em 2 ml de solucéo fisioldgica 0,9%, e a quantidade de unidades (U) Speywood
utilizada foi personalizada a depender do padrdo muscular do participante. As ampolas de
aboBTX (Dysport®) foram abertas exclusivamente no DO do estudo e o restante do contetido
da ampola foi armazenado em geladeira com temperatura controlada entre 1,5 e 4 graus Celsius
até ser utilizado no tempo D1.

Vale ressaltar que a U é uma medida elaborada pelo fabricante Galderma® e uma U é
definida como a dose letal intraperitoneal média (DL50) em camundongos. Desse modo, uma
U equivale a 0,0087ng de toxina, ou invertendo-se a proporcao, cada nanograma de neurotoxina
equivale a aproximadamente de 115 U (“Dysport® 500U — Toxina botulinica - 1 frasco-ampola
— Galderma”, 2022).

452 2%Etapa

Apos findado a primeira etapa, iniciou-se a proxima que consistiu na avaliacdo da
resposta clinica dos participantes. Essa etapa utilizou as fotografias realizadas na 12 etapa, as
quais foram avaliadas por quatro examinadores, 0s quais sdo dermatologistas com experiéncia
em cosmiatria, em especial, em toxina botulinica.

Os examinadores avaliaram as fotografias de cada participante e classificaram o grau de
rugas nas regides faciais estudadas que foram: glabelar, frontal, periocular esquerda e
periocular direita. Todas elas avaliadas tanto no padrdo dindmico como no padrdo em repouso.
O método de avaliacdo utilizado para a classificar as rugas foi a escala desenvolvida por
Lemperle et al. (2001) (Anexo C), a qual foi adaptada para esse estudo.

Os examinadores sO possuiam acesso as fotografias dos participantes e mais nenhum
outro dado clinico ou de identificacdo. Cada examinador avaliou de forma independente,

através de uma planilha, a qual foi enviada ao autor principal do estudo apds preenchimento
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completo. Cada planilha foi revisada, posteriormente, a fim de evitar preenchimento incorreto

e, somente apos isso, foi submetida a analise estatistica.

Apos avaliacdo dos examinadores, os participantes foram submetidos a estratificacdo

clinica conforme Tabela 6.

Tabela 6 — Classificacdo da resposta clinica

CLASSIFICACAO

CRITERIOS

Boa Resposta

Mais de 80% das avaliagbes no D1
apresentam valores 0 ou 1 + Duas regides
(pelo menos) no D2 mostram uma
reducdo de pelo menos um ponto em

relacdo ao DO*.

*Essa melhora deve ter a concordancia de pelo

menos 3 examinadores.

Moderada Resposta

Entre 60% e 79% das avaliacGes no D1
apresentam valores 0 ou 1 OU Mais de
80% das avaliagdes no D1 apresentam
valores 0 ou 1, porém menos de duas
regides no D2 mostram melhora em

relacdo ao DO.

Baixa Resposta

Entre 30% e 59% das avaliagfes no D1
apresentam valores 0 ou 1 + Menos de
duas regides no D2 mostram melhora

em relagdo ao DO.

Resposta Ausente

Menos de 30% das avaliagdes no D1

apresentam valores 0 ou 1.

Fonte: Elaboragdo propria, 2025.

453 3?Etapa

A terceira e Ultima etapa foi responsavel pela deteccdo e quantificacdo dos AATX e foi

realizada no laboratério de imunologia do ICBN da UFTM. As amostras sanguineas coletadas
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na primeira etapa foram armazenadas em tubos de congelacdo até a realizacdo do ELISA para
deteccdo de anticorpo antitoxina Imunoglobulina G (ATTx-1gG).

A técnica utilizada consistiu em sensibilizar placas de polipropileno de alta afinidade
com 100mL de solucdo de toxina botulinica (10pg/mL) diluida em tampéo
carbonato/bicarbonato pH 9,3 e incubada por 18 horas (“overnight”) a 4°C. Apds este periodo,
as placas foram lavadas 4 vezes com PBS contendo 0,05% Tween 20 (Sigma) (PBS-Tween) e
incubadas com 200mL de solucdo de PBS contendo 2% de albumina bovina — BSA (Sigma), a
temperatura ambiente por 4 horas com o intuito de bloquear os sitios ativos.

Apos isso, foram lavadas 4 vezes com PBS-Tween 20 e foram adicionadas 100mL das
amostras dos pacientes, diluidas em 1/100 em PBS-BSA 2%. As placas foram incubadas a
temperatura de 37°C por 1 hora. Em seguida, foram lavadas novamente por 4 vezes com PBS-
Tween 20 e incubadas com 100mL de solugéo de anti-lIgG humana, conjugada a peroxidase em
PBS-BSA 2%, durante 1 hora em 37°C.

Na sequéncia, as placas foram novamente lavadas em PBS-Teen 20 por 4 vezes.
Adicionou-se 100mL de solucdo contendo tampéo Tris-HCI (pH 7,2), H20, (0,05%) e OPD
(Img/mL). Apds 15 minutos a reacdo foi interrompida pela adi¢do de solucdo de H2SO4 1N.
Por fim, a absorbancia foi determinada em leitor de microplacas com filtro de 490nm e os

resultados foram expressos em absorbancia.

46  ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados fornecidos até a segunda etapa foram tabelados em um banco de dados no
programa MS-Excel® (Microsoft). Os pacientes foram alocados considerando o padrdo de
resposta a BTX. As diferencas entre as médias das unidades nos sexos feminino e masculino
foram avaliadas utilizando o teste t de Student para amostras independentes.

Para comparar as unidades pareadas nos tempos DO e D1 em cada regido, foi aplicado
o teste t de Student pareado. A concordancia entre as avaliaces foi examinada por meio do
coeficiente Kappa ponderado. Os testes utilizados se basearam nos estudos de Cohen (1968) e
Landis e Koch (1977).

A média e o desvio padrdo foram utilizados como medidas de tendéncia central e
dispersdo, respectivamente. A verificacdo dos pressupostos dos testes paramétricos foi
realizada por meio da analise dos graficos de Probabilidade Normal, Boxplot e Teste de
Shapiro-Wilk. A variagdo na producdo de ATTx-IgG ao longo dos trés tempos avaliados (DO,

D1 e D2) foi analisada por meio da ANOVA de uma via para medidas repetidas. A diferenca
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na producdo de ATTx-1gG entre os sexos foi avaliada utilizando o Teste t de Student para
amostras independentes.

Para identificar padrbes na produgdo de ATTx-1gG entre os pacientes, foi aplicada a
técnica de aprendizado de maquina ndo supervisionado, a Clusterizagdo Hierdrquica. A
associacao entre a resposta clinica a aplicacdo da toxina botulinica e o nivel de ATTx-1gG foi
avaliada por meio do Teste exato de Fisher.

O nivel de significancia foi fixado em o = 0,05. Todas as andlises estatisticas e

visualizacdes de dados foram executadas no software R (verséo 4.1.2).
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5 RESULTADOS

5.1  PRIMEIRA ETAPA - AVALIACAO CLINICA

5.1.1 Caracterizacao da coorte

Dos 34 participantes, houve perda de seguimento de dois participantes nessa etapa,
sendo um do sexo masculino e outro do sexo feminino, os quais foram excluidos das analises
estatisticas. Esses participantes s6 compareceram no periodo DO e D1 e ndo responderam ao
contato dos pesquisadores para o retorno ao D2.

Para fins analiticos, foram incluidos 32 individuos, sendo 16 do sexo feminino e 16 do
sexo masculino, todos sem histérico prévio de tratamento com BTX. A idade média dos
participantes foi de 30 anos, com uma faixa etaria variando de 25 a 44 anos para as mulheres e

de 26 a 39 anos para 0s homens (Figura 7A).

5.1.2 Avaliacéo das unidades de toxina botulinica aplicadas em homens e mulheres

As mulheres receberam, em média, 55 U totais de BTX, enquanto os homens receberam
59 U (Figura 7B). No momento DO, as mulheres receberam, em meédia, 46 U, enquanto 0s
homens receberam, em média, 50 U (Figura 7C). No momento D1, ambos os grupos receberam,
em média, 9 U (Figura 7D). Nosso estudo ndo fornece evidéncia de diferenca nas médias entre
0s sexos (Tabela 7). Observa-se que, no D1, uma Unica paciente do sexo feminino recebeu 52
u.

5.1.3 Avaliacdo das unidades de toxina botulinica aplicadas pareadas entre DO e D1

Realizamos uma analise pareada entre os tempos DO e D1 com o objetivo de avaliar se
ha diferencas nas unidades médias de BTX aplicadas entre os dois tempos em cada regido
(Frontal, Glabelar, Periocular Esquerda e Periocular Direita) (Figura 8). Temos evidéncias que
existem diferencas nas médias das unidades utilizadas entre os tempos DO e D1 em todas as
regides avaliadas.

Em média, foram aplicadas 17 U no DO e 2,4 U no D1 (p-valor<0,001) na regido Frontal.
Esse padrdo foi observado nas regifes Glabelar (média DO: 18,3, D1: 2,94; p-valor < 0,001),
Periocular Esquerda (média DO: 6,05, D1: 1,85; p-valor < 0,001) e Periocular Direita (média
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DO0: 6,17, D1: 1,78; p-valor < 0,001). Destaca-se a presenga de um caso atipico (paciente 4), no
qual foi necessaria uma segunda aplicagdo com dosagem superior a primeira em todas as
regides avaliadas, divergindo do padrdo observado nos demais casos (Tabela 8).

Figura 7 — Grafico box plot mostrando variaveis relacionadas ao sexo
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Fonte: Elaboragéo propria, 2025.

Nota: A) ldade por sexo. B) Unidades totais por Sexo. C) Unidades em DO por Sexo. D) Unidades em D1 por

Sexo.

Sexo
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Tabela 7 — Avaliacdo da quantidade média de unidades de toxina botulinica, incluindo o total
de unidades aplicadas e os periodos DO e D1, estratificada por sexo
FEMININO MASCULINO P-VALUE? 1C95%

N = 16¢ N = 16
IDADE 30 (6.1) 30 (3.5) 0.94 (-3.5;3.7)
UTOTAIS 55 (15) 59 (9) 0.33 (-13.6:4.8)
DO 46 (9) 50 (7) 0.11 (-9.9;1.1)
D1 9 (12.1) 9 (4.9) 1.0 (-6.8:6.8)

Fonte: Elaboragdo propria, 2025.
Nota: *Média (Desvio padrio); *Teste t de Student.

5.1.4 Avaliac0es clinicas da resposta a aplicacéo de toxina pelos examinadores

O padréo clinico das rugas foi avaliado por quatro examinadores independentes, com o
objetivo de analisar a concordancia entre eles nas avaliacdes das quatro regides faciais: frontal,
glabelar, periocular esquerda e periocular direita, considerando as condi¢des de repouso e
dinamica de cada regido. As analises apresentadas a seguir refletem as avaliacdes realizadas
pelos examinadores para oito variaveis relacionadas a presenca e profundidade das rugas,

classificadas em uma escala de 0 a 5, nos tempos DO, D1 e D2.

5.1.4.1 Examinador 1

Os resultados mostram uma tendéncia geral de reducdo na profundidade das rugas ao
longo do tempo, com maior frequéncia de pontuacbes mais baixas (0 ou 1) em D1 e D2,
especialmente em regides avaliadas em repouso. Nas avaliacdes dinamicas, a distribuicdo foi
mais variada, indicando que as rugas em movimento apresentaram menor reducdo em
comparacdo as rugas em repouso (Tabela 9) (Figura 9).

No DO, observou-se alta prevaléncia de rugas em quase todas as regiées dindmicas, com
predominancia de rugas moderadas (escala 3) ou profundas (escala 4 e 5). Em contrapartida,
nas regides em repouso, a maioria dos individuos apresentou auséncia de rugas (escala 0),
exceto na regido frontal em repouso (53% dos pacientes com rugas finas).

No D1, houve uma reducdo significativa nas rugas, com aumento expressivo da
auséncia de rugas (escala 0) em todas as variaveis. Nas regides em repouso, quase todos 0s

individuos estavam sem rugas (84%-100%). Nas regides dindAmicas, embora a auséncia de rugas



58

(escala 0) tenha aumentado, ainda foram observadas rugas finas (escala 1) e poucas ocorréncias

de rugas profundas (escala 4 ou 5).

Figura 8 — Grafico de andlise pareada comparando a quantidade de unidades de toxina

botulinica utilizadas em cada regido entre os periodos DO e D1.
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Fonte: Elaboragéo propria, 2025.

No D2, os resultados indicaram uma leve piora em comparagdo ao D1, mas ainda
melhores que o DO. As regifes em repouso mantiveram alta proporcdo de auséncia de rugas

(78-100%), enquanto as regides dindmicas apresentaram maior diversidade nos graus de rugas.
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Nas regides frontal e glabelar em dinamica, rugas moderadas e profundas (escalas 3-5)
tornaram-se mais prevalentes, enquanto na regido periocular direita em dinamica, as rugas

moderadas (escala 3) foram predominantes.

Figura 9 — Gréfico de barras apresentando a frequéncia relativa das respostas do Examinador
1, organizadas por regido e distribuidas por periodos avaliados (D0, D1 e D2), de acordo com
a escala de pontuacéo fornecida (0 a 5)

Examinador 1
E1FD

D2 53% ] 47%
D1 97% 3%
Do 19% I 81%

E1FR

D2 100%) 0%
D1 100%) 0%
Do 100%) 0%

E1GD

D1 88% 12%
oo I

E1GR

D2 100%) 0% Resposta

DA 100%) 0% . 0

DO 97% 3% . 1
E10DD . 2

o2 2 - 75% | E

D1 88% 12% 4

D % I o )
E10DR

D2 100%) 0%
D1 100%) 0%
DO 100%) 0%

E10ED

D2 19% | ] 81%
D1 84% 16%
Do 3% I o7

E10ER
D2 100%) 0%
D1 100%) 0%
DO 100%) 0%
100 50 0 50 100

Frequéncia (%)

Fonte: Elaboragdo propria, 2025.



Tabela 8 — Avaliacéo Pareada das Unidades de Toxina Botulinica Aplicadas entre DO e D1

60

Paciente  Sexo Idade Frontal Frontal  Glabelar  Glabelar_  Periocular_  Periocular_  Periocular_ Periocéfgr;inua)
DO D1 DO D1 Esq_DO Esq D1 Dir_DO Dir D1

1 masculino 39 23 3 18 0 7 4 7 2

2 feminino 28 15 1 12 2 5 0,5 5 2

3 masculino 27 25 2 16 3 3 2 3 2

4 feminino 25 20 23 14 17 6 6 5 6

5 masculino 30 13 5 18 0 7 1 7 2

6 masculino 31 22 0 32 0 5 2,25 5 2,25

7 feminino 32 14 1 23 0 5 3 6 3

8 masculino 30 20 2 19 9 6,5 2 7,5 2

9 masculino 27 15 1,5 20 8 9 0,5 9 0,5

10 feminino 26 20,5 0 20 0 5 3 5 3

11 feminino 27 8 1 20 0 9 0,5 9 0

12 feminino 28 20 1 19 4 3,75 0,5 3,75 0,5

13 feminino 25 25 4 21 10 5 1 5 1

14 feminino 29 8 2 14 0 4 3,5 4 2,5

15 feminino 26 16 0 22 0 4,5 1,5 4,5 1,5

16 feminino 30 16 0 16 0 6 4 6 4



Tabela 8 — Avaliacéo Pareada das Unidades de Toxina Botulinica Aplicadas entre DO e D1

(concluséo)

Paciente  Sexo Idade Frontal_ Frontal_ Glabelar_ Glabelar_ Periocular_ Periocular_ Periocular_ Periocular_
DO D1 DO D1 Esq_DO Esq_D1 Dir_DO Dir_D1

17 masculino 31 9 0 22 3 6 0 55 0

18 masculino 28 21 1 23 9 8 2 8 2

19 feminino 26 12 1,5 8 0 6 0,5 6 1

20 feminino 38 20 10 14 0 10,5 2 10,5 2

21 feminino 28 17 1 14 0 8 2,75 8 1,75

22 masculino 29 10 0 20 15 4,5 2,5 5,5 2,5

23 masculino 34 20 0 18 0 6 2,75 6 1,5

24 feminino 30 24 2 21 0 9,5 2 9,5 0

26 feminino 43 5 0 20 0 7,5 0,5 7,5 0,5

27 feminino 44 16 1 14 0 7 1 7 2

28 masculino 29 17 2 16 1 4 1,25 4 1,25

29 masculino 29 25 2 18 3 7 1,5 7 1,5

30 masculino 26 23 0 19 0 3 2,5 3 4,5

31 masculino 27 18 1 19 2 2,75 0,25 4,25 0,25

32 masculino 36 30 9 16 4 7 2 8 2

Fonte: Elaboragéo propria, 2025.
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Tabela 9 — Frequéncias absoluta e relativa das classificagdes por regido e padrdo, de acordo

com os periodos (DO, D1 e D2), segundo a avaliagdo do Examinador 1

(continua)
Regibes e Padrdes (Examinador 1) DO D1 D2
N =32 N =32 N =32

Regido frontal em repouso (E1FR)
0

1

2

3

4

5

Regido frontal em dindmica (E1FD)
0

1

2

3

4

5

Regido glabelar em repouso (E1GR)
0

1

2

3

4

5

Regido glabelar em dinamica (E1GD)

0
1
2
3
4
5

15 (47%) 27 (84%) 25 (78%)

17 (53%) 5 (16%) 7 (22%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

0(0%) 18 (56%) 1 (3.1%)
0(0%) 12 (38%) 6 (19%)
6(19%)  1(3.1%) 10 (31%)

2(6.3%) 0 (0%) 3 (9.4%)
9(28%)  1(3.1%) 10 (31%)
15 (47%) 0 (0%) 2 (6.3%)

28 (88%)  31(97%) 31 (97%)
2(6.3%)  1(3.1%) 1 (3.1%)

1(3.1%) 0 (0%) 0 (0%)
1(3.1%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

0(0%) 21 (66%) 1 (3.1%)
0(0%)  3(9.4%) 2 (6.3%)
1(3.1%) 4 (13%) 1 (3.1%)
0(0%)  3(9.4%) 4 (13%)
5(16%) 1 (3.1%) 13 (41%)
26 (81%) 0 (0%) 11 (34%)
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Tabela 9 — Frequéncias absoluta e relativa das classificacGes por regido e padrdo, de acordo
com os periodos (DO, D1 e D2), segundo a avaliagdo do Examinador 1

(concluséo)

Regibes e Padrodes (Examinador 1) DO D1 D2
N =32 N =32 N =32

Regido periocular esquerda em repouso (E1OER)

0 27 (84%) 32 (100%) 32 (100%)
1 5 (16%) 0 (0%) 0 (0%)
2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Regido periocular esquerda em dindmica (ELOED)

0 1(3.1%) 13 (41%) 1 (3.1%)
1 0 (0%) 12 (38%) 2 (6.3%)
2 0 (0%) 2 (6.3%) 3 (9.4%)
3 18 (56%) 4 (13%) 15 (47%)
4 4 (13%) 1(3.1%) 7 (22%)
5 9 (28%) 0 (0%) 4 (13%)
Regido periocular direita em repouso (ELODR)

0 29 (91%) 31 (97%) 32 (100%)
1 3 (9.4%) 1(3.1%) 0 (0%)
2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Regido periocular direita em dindmica (E1ODD)

0 1 (3.1%) 15 (47%) 1 (3.1%)
1 0 (0%) 9 (28%) 0 (0%)
2 2 (6.3%) 4 (13%) 7 (22%)
3 15 (47%) 4 (13%) 11 (34%)
4 7 (22%) 0 (0%) 10 (31%)
5 7 (22%) 0 (0%) 3 (9.4%)

N (%)

Fonte: Elaboragdo propria, 2025.
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5.1.4.2 Examinador 2

Os resultados da avaliacdo do Examinador 2 mostram uma tendéncia geral de reducéo
na profundidade das rugas ao longo do tempo, com maior frequéncia de pontuacdes mais baixas
(Oou 1) em D1 e D2. As regides avaliadas em repouso apresentaram maior reducdo de rugas,
enquanto as avaliagbes dindmicas mostraram maior variabilidade, com melhora menos
expressiva (Tabela 10) (Figura 10).

No DO, nas regifes em repouso, a maioria dos participantes foi classificada sem rugas
(escala 0), com percentuais variando de 84% na regido frontal a 97% nas regides perioculares.
No entanto, nas avalia¢cGes dindmicas, foram observadas rugas mais profundas (escala 4 ou 5)
em todas as regides: 63% na regido glabelar, 50% na regido frontal e 22% nas regides
perioculares. Rugas moderadas (escala 3) também foram frequentes, especialmente nas regioes
perioculares.

No D1, houve uma redugcdo marcante nas rugas em todas as variaveis. Nas regides em
repouso, quase todos os participantes apresentaram auséncia de rugas. Nas regides dinamicas,
a auséncia de rugas (escala 0) aumentou expressivamente: de 3% para 81% na regido frontal,
66% nas regides perioculares e 53% na regido glabelar. Rugas profundas (escala 4 ou 5)
praticamente desapareceram, sendo substituidas por rugas mais finas (escala 1) ou ausentes.

No D2, observou-se uma leve piora em relacdo ao D1, mas ainda melhor que no DO. As
regibes em repouso mantiveram alta prevaléncia de auséncia de rugas (94%-100%). Nas
regibes dinamicas, a diversidade das pontuacfes foi mais evidente. Rugas finas e moderadas
(escalas 1 e 3) se tornaram mais frequentes, especialmente na regido frontal (41% na escala 1)
e na regido glabelar (34% na escala 5). Rugas profundas voltaram a aparecer em menor

proporcao (22%-34%), principalmente na regido glabelar em dinamica.

5.1.4.3 Examinador 3

Os resultados da avaliagdo do Examinador 3 apresentam uma tendéncia geral de reducgéo
das rugas ao longo do tempo, especialmente nas regides em repouso, que mantiveram
pontuacdes mais baixas em D1 e D2. No entanto, nas regides dindmicas, a melhora foi mais
limitada, com maior diversidade nas distribui¢Oes das pontuacdes (Tabela 11) (Figura 11).

No DO, as regifes em repouso mostraram predominancia de auséncia de rugas (escala
0), com 50% na regido frontal, 84% na regido glabelar e 94% nas regibes perioculares. Rugas

moderadas e profundas foram observadas em todas as regiGes dinamicas.
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Tabela 10 — Frequéncias absoluta e relativa das classificagfes por regido e padréo, de acordo

com os periodos (DO, D1 e D2), segundo a avaliacdo do Examinador 2

(continua)

Regibes e Padrdes (Examinador 2) DO D1 D2
N =32 N =32 N =32

Regido frontal em repouso (E2FR)

0 27 (84%) 32 (100%) 30 (94%)
1 5 (16%) 0 (0%) 2 (6.3%)
2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Regido frontal em dindmica (E2FD)

0 1(3.1%) 26(81%) 2 (6.3%)
1 5 (16%) 4 (13%) 13 (41%)
2 1(3.1%) 1(3.1%) 3(9.4%)
3 5 (16%) 0 (0%) 5 (16%)
4 4 (13%) 1(3.1%) 5 (16%)
5 16 (50%) 0 (0%) 4 (13%)
Regido glabelar em repouso (E2GR)

0 29 (91%) 32 (100%) 32 (100%)
1 2 (6.3%) 0 (0%) 0 (0%)
2 1(3.1%) 0 (0%) 0 (0%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Regido glabelar em dinamica (E2GD)

0 0 (0%) 17 (53%) 1 (3.1%)
1 0 (0%) 9 (28%) 4 (13%)
2 2(6.3%) 2(6.3%) 3(9.4%)
3 1(3.1%) 3(9.4%) 3(9.4%)
4 9 (28%) 1(3.1%) 10 (31%)
5 20 (63%) 0 (0%) 11 (34%)
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Tabela 10 — Frequéncias absoluta e relativa das classificagdes por regido e padréo, de acordo
com os periodos (DO, D1 e D2), segundo a avaliagdo do Examinador 2

(concluséo)

Regibes e Padrdes (Examinador 2) DO D1 D2
N =32 N =32 N =32

Regido periocular esquerda em repouso (E20ER)

0 30 (94%) 32 (100%) 31 (97%)
1 2 (6.3%) 0 (0%) 0 (0%)
2 0 (0%) 0 (0%) 1(3.1%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Regido periocular esquerda em dindmica (E20ED)

0 1(3.1%) 21(66%) 3(9.4%)
1 7 (22%) 9 (28%) 9 (28%)
2 3 (9.4%) 0 (0%) 6 (19%)
3 8 (25%) 1(3.1%) 4 (13%)
4 6 (19%) 1(3.1%) 7 (22%)
5 7 (22%) 0 (0%) 3 (9.4%)
Regido periocular direita em repouso (E20DR)

0 31(97%) 32(100%) 31 (97%)
1 1 (3.1%) 0 (0%) 0 (0%)
2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 0 (0%) 0 (0%) 1(3.1%)
Regido periocular direita em dindmica (E20DD)

0 0 (0%) 21 (66%) 2 (6.3%)
1 8 (25%) 8 (25%) 11 (34%)
2 3(9.4%) 1(3.1%) 4 (13%)
3 8 (25%) 2 (6.3%) 4 (13%)
4 6 (19%) 0 (0%) 7 (22%)
5 7 (22%) 0 (0%) 4 (13%)
N (%)

Fonte: Elaboragdo propria, 2025.
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Figura 10 — Gréfico de barras apresentando a frequéncia relativa das respostas do Examinador

2, organizadas por regido e distribuidas por periodos avaliados (DO, D1 e D2), de acordo com

a escala de pontuacéo fornecida (0 a 5)
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Fonte: Elaboragéo propria, 2025.
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No D1, observou-se uma melhora significativa em todas as regides, especialmente nas

avaliacGes em repouso. A auséncia de rugas (escala 0) foi registrada em 78%-100% dos casos

em todas as regides avaliadas em repouso. Nas regides dinamicas, também houve uma reducao

expressiva das rugas profundas, com auséncia de rugas aumentando para 56%-66% nas regies

frontal e glabelar, e 34% nas regiGes perioculares. Rugas finas (escala 1) foram as mais

prevalentes em algumas areas, enquanto rugas profundas praticamente desapareceram.

No D2, houve uma leve piora em relacdo ao D1, principalmente nas avaliacdes

dindmicas. As regifes em repouso mantiveram altos percentuais de auséncia de rugas (75%-

97%). Em regides dinamicas, as rugas profundas (escalas 4 e 5) voltaram a aparecer nas regides

frontal (28%), glabelar (41%) e perioculares (34%-41%). Rugas moderadas (escala 3) também

foram observadas em todas as regides dinamicas.
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Tabela 11 — Frequéncias absoluta e relativa das classificagdes por regido e padrdo, de acordo

com os periodos (DO, D1 e D2), segundo a avaliagdo do Examinador 3

(continua)

Regibes e Padrdes (Examinador 3) DO D1 D2

N =32 N =32 N =32
Regido frontal em repouso (E3FR)
0 16 (50%) 25 (78%) 24 (75%)
1 15 (47%) 7 (22%) 8 (25%)
2 1(3.1%) 0 (0%) 0 (0%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Regido frontal em dindmica (E3FD)
0 0 (0%) 18 (56%) 3 (9.4%)
1 2 (6.3%) 12 (38%) 6 (19%)
2 3 (9.4%) 0 (0%) 2 (6.3%)
3 1(3.1%) 1(3.1%) 6 (19%)
4 7 (22%) 1(3.1%) 9 (28%)
5 19 (59%) 0 (0%) 6 (19%)
Regido glabelar em repouso (E3GR)
0 27 (84%) 31 (97%) 31 (97%)
1 3 (9.4%) 1 (3.1%) 1(3.1%)
2 2 (6.3%) 0 (0%) 0 (0%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Regido glabelar em dinamica (E3GD)
0 0 (0%) 21 (66%) 3 (9.4%)
1 0 (0%) 4 (13%) 0 (0%)
2 0 (0%) 2 (6.3%) 1 (3.1%)
3 1 (3.1%) 3 (9.4%) 4 (13%)
4 5 (16%) 2 (6.3%) 11 (34%)
5 26 (81%) 0 (0%) 13 (41%)
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Tabela 11 — Frequéncias absoluta e relativa das classificagdes por regido e padréo, de acordo

com os periodos (DO, D1 e D2), segundo a avaliagdo do Examinador 3

(concluséo)

Regibes e Padrdes (Examinador 3) DO D1 D2

Regido periocular esquerda em repouso (E3OER)

0 30 (94%) 32 (100%) 31 (97%)
1 2(6.3%)  0(0%)  1(3.1%)
2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Regido periocular esquerda em dinamica

0 0 (0%) 11 (34%) 1(3.1%)
1 0 (0%) 11 (34%) 3 (9.4%)
2 1(3.1%) 5 (16%) 2 (6.3%)
3 7 (22%) 3 (9.4%) 9 (28%)
4 8 (25%) 1(3.1%) 11 (34%)
5 16 (50%) 1(3.1%) 6 (19%)
Regido periocular direita em repouso (E3ODR)

0 30 (94%) 32 (100%) 31 (97%)
1 1 (3.1%) 0 (0%) 1 (3.1%)
2 1 (3.1%) 0 (0%) 0 (0%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Regido periocular direita em dindmica (E30DD)

0 0 (0%) 11 (34%) 0 (0%)
1 2 (6.3%) 11 (34%) 2 (6.3%)
2 2 (6.3%) 4 (13%) 4 (13%)
3 8 (25%) 6 (19%) 8 (25%)
4 7 (22%) 0 (0%) 13 (41%)
5 13 (41%) 0 (0%) 5 (16%)
N (%)

Fonte: Elaboragdo propria, 2025
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Figura 11 — Gréfico de barras apresentando a frequéncia relativa das respostas do Examinador

3, organizadas por regido e distribuidas por periodos avaliados (DO, D1 e D2), de acordo com

a escala de pontuacéo fornecida (0 a 5)

D2
D1
Do

D2
D1
Do

D2
D1
Do

D2
D1
Do

D2
D1
Do

D2
D1
Do

D2
D1
Do

D2
D1
Do

Examinador 3

E3FD

E3FR

E3GD

E3GR

E30DD

E30DR

E3CED

E30ER

100 50 0

Frequéncia (%)

Fonte: Elaboragéo propria, 2025.
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Os resultados do Examinador 4 demonstram uma tendéncia geral de melhora nas rugas

entre 0s tempos analisados, especialmente nas regides em repouso, onde as pontuacGes mais

baixas (auséncia de rugas) foram mantidas ou melhoradas até o D1 e mantiveram-se estaveis

até o D2. Nas regibes dindmicas, a melhora foi menos consistente, com um aumento na

diversidade das pontuacGes e uma leve piora no D2 (Tabela 12) (Figura 12).

No DO, as avaliaces em repouso mostraram alta propor¢do de auséncia de rugas (escala

0), com 84% na regido frontal, 91% na glabelar e 94%-97% nas regies perioculares. Nas

regibes dinamicas, as rugas profundas (escala 5) predominaram, especialmente nas regides
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frontal (50%) e glabelar (63%). Rugas moderadas (escala 3) e finas (escala 1) também estavam
presentes, mas em menor proporgao.

No D1, observou-se uma melhora significativa, especialmente nas regides em repouso,
onde a auséncia de rugas atingiu 97%-100% em todas as areas avaliadas. Nas regides
dindmicas, a proporcdo de auséncia de rugas também aumentou, com 56% na regido frontal,
66% na glabelar e 41%-47% nas regides perioculares. Rugas finas (escala 1) tornaram-se mais
frequentes, enquanto rugas profundas praticamente desapareceram.

No D2, houve uma leve piora em comparacdo ao D1, principalmente nas regides
dindmicas. Em repouso, a auséncia de rugas manteve-se elevada, com 78%-100% em todas as
areas. Em contrapartida, as regides dindmicas apresentaram maior diversidade nos graus de
rugas, com aumento das rugas profundas (escala 4 ou 5) nas regides frontal (31%), glabelar
(41%), e perioculares (22%-31%). Rugas moderadas (escala 3) também se tornaram mais
prevalentes.

Em resumo, os quatro examinadores identificaram uma tendéncia geral de reducéo na
profundidade das rugas ao longo do tempo, com melhora mais expressiva nas regides avaliadas
em repouso, especialmente no D1, quando a auséncia de rugas (escala 0) foi predominante em
quase todas as areas. Em repouso, as rugas praticamente desapareceram em D1 e D2, enquanto
no padrdo dinamico, a reducdo foi menos consistente, apresentando maior variabilidade nas
pontuagdes.

No D2, observou-se uma leve piora em comparacao ao D1, principalmente no que tange
as rugas dinamicas, com reaparecimento de rugas moderadas e profundas (escalas 3-5). Apesar
de diferencas pontuais na intensidade e distribuicdo das ritides, os examinadores concordaram
que houve maior reducdo das rugas no padrdo em repouso. Além disso, a variabilidade de

pontuacdes foi maior no padrdo dindmico da mimica facial.

5.1.5 Concordancia entre os examinadores por regido

Com o objetivo de avaliar a concordancia entre os quatro examinadores em relacdo as
diferentes regibes do padrdo dindmico nos trés tempos, aplicamos o coeficiente Kappa
ponderado (Tabela 13). O Kappa ponderado ¢ uma medida que ajusta a concordancia para o
acaso, proporcionando uma avaliagcdo mais precisa e realista do nivel de concordancia entre os
observadores. A interpretacdo da magnitude do coeficiente Kappa foi realizada com base na
classificagdo proposta por Landis e Koch (1977). De acordo com esse artigo, os valores do

Kappa podem ser interpretados da seguinte forma: valores abaixo de 0 indicam discordancia
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maior que o esperado por acaso; de 0 a 0,20, uma concordancia desprezivel; de 0,21 a 0,40,
uma concordancia leve; de 0,41 a 0,60, uma concordancia moderada; de 0,61 a 0,80, uma
concordancia substancial; e de 0,81 a 1,00, uma concordancia quase perfeita. As analises a
seguir apresentam a concordancia entre os examinadores, considerando cada par de examinador

por regido, com foco exclusivo no padrdo dinamico.

Figura 12 — Gréfico de barras apresentando a frequéncia relativa das respostas do Examinador
3, organizadas por regido e distribuidas por periodos avaliados (DO, D1 e D2), de acordo com

a escala de pontuacéo fornecida (0 a 5)
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025.
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Tabela 12 — Frequéncias absoluta e relativa das classificagdes por regido e padrdo, de acordo

com os periodos (DO, D1 e D2), segundo a avaliagdo do Examinador 4

(continua)

Regibes e Padrdes (Examinador 4) DO D1 D2

N =32 N =32 N =32
Regido frontal em repouso (E4FR)
0 27 (84%) 27 (84%) 25 (78%)
1 5 (16%) 5 (16%) 7 (22%)
2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Regido frontal em dindmica (E4FD)
0 1(3.1%) 18 (56%) 1(3.1%)
1 5 (16%) 12 (38%) 6 (19%)
2 1(3.1%) 1(3.1%) 10 (31%)
3 5 (16%) 0 (0%) 3 (9.4%)
4 4 (13%) 1(3.1%) 10 (31%)
5 16 (50%) 0 (0%) 2 (6.3%)
Regido glabelar em repouso (E4GR)
0 29 (91%) 31 (97%) 31 (97%)
1 2 (6.3%) 1(3.1%) 1(3.1%)
2 1 (3.1%) 0 (0%) 0 (0%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Regido glabelar em dinamica (E4GD)
0 0 (0%) 21 (66%) 1 (3.1%)
1 0 (0%) 3 (9.4%) 2 (6.3%)
2 2 (6.3%) 4 (13%) 1 (3.1%)
3 1 (3.1%) 3 (9.4%) 4 (13%)
4 9 (28%) 1(3.1%) 13 (41%)
5 20 (63%) 0 (0%) 11 (34%)
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Tabela 12 — Frequéncias absoluta e relativa das classificagdes por regiéo e padrdo, de acordo

com os periodos (DO, D1 e D2), segundo a avaliagdo do Examinador 4

(concluséo)

Regibes e Padrdes (Examinador 4) DO D1 D2
Regido periocular esquerda em repouso (E40ER)

0 30 (94%) 32 (100%) 32 (100%)
1 2 (6.3%) 0 (0%) 0 (0%)
2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Regido periocular esquerda em dinamica

0 1(3.1%) 13(41%) 1 (3.1%)
1 7 (22%) 12 (38%) 2 (6.3%)
2 3 (9.4%) 2 (6.3%) 3 (9.4%)
3 8 (25%) 4 (13%) 15 (47%)
4 6 (19%) 1(3.1%) 7 (22%)
5 7 (22%) 0 (0%) 4 (13%)
Regido periocular direita em repouso (E4ODR)

0 31(97%) 31(97%) 32 (100%)
1 1 (3.1%) 1(3.1%) 0 (0%)
2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
3 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
4 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Regido periocular direita em dindmica (E4ODD)

0 0 (0%) 15 (47%) 1(3.1%)
1 8 (25%) 9 (28%) 0 (0%)
2 3 (9.4%) 4 (13%) 7 (22%)
3 8 (25%) 4 (13%) 11 (34%)
4 6 (19%) 0 (0%) 10 (31%)
5 7 (22%) 0 (0%) 3 (9.4%)
N (%)

Fonte: Elaboragdo propria, 2025.
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5.1.5.1 Regi&o Frontal

Os resultados do coeficiente Kappa ponderado para a regido Frontal em dinamica entre
0s pares de examinadores nos tempos mostraram variagdes na concordancia. No tempo DO, os
valores de Kappa variaram de 0,66 a 1, com a maior concordancia observada no par
DOE2FD_DOE4FD (Kappa=1). Os pares DOE1FD DOE2FD, DOE1FD_DOE3FD e
DOE1FD_DOE4FD apresentaram Kappa entre 0,68 e 0,71, indicando concordancia substancial.
No tempo D1, os valores de Kappa variaram entre 0,61 e 1, com concordancia maxima no par
D1E1FD_DI1E4FD (Kappa = 1). Os outros pares apresentaram Kappa entre 0,61 e 0,64,
refletindo concordancia substancial. No tempo D2, a concordancia variou de moderada a
perfeita, com Kappa de 1 para os pares D2E1FD_D2E4FD e D2E1FD_D2E2FD, e Kappa entre
0,61 e 0,68 nos outros pares. Em resumo, os resultados indicaram concordancia maxima entre
0s pares DOE2FD_DOE4FD, D1E1FD_D1EAFD, D2E1FD_D2E4FD) (Tabela 13).

5.1.5.2 Regido Glabelar

Os resultados do coeficiente Kappa ponderado para a regido glabelar em dinamica (GD)
nos tempos mostraram varia¢oes na concordancia. No tempo DO, os valores de Kappa variaram
de 0,26 a 1, com a maior concordancia observada no par DOE2GD_DOE4GD (Kappa = 1).
Outros pares apresentaram Kappa entre 0,26 e 0,48, indicando concordéancia de suave a
moderada. No tempo D1, a concordancia foi maior, com valores de Kappa variando de 0,66 a
1. Os pares DI1E1GD DI1E4GD e DI1E1GD_DI1E3GD mostraram Kappa=1 e 0,81,
respectivamente, refletindo concordancia substancial a perfeita. No tempo D2, a concordancia
também foi alta, com Kappa = 1 para os pares D2E1GD_D2E4GD. Outros pares apresentaram

Kappa entre 0,66 e 0,77, indicando concordancia substancial (Tabela 13).

5.1.5.3 Regido Periocular Direita

Os resultados do coeficiente Kappa ponderado para a regido periocular direita em
dindmica mostraram variagdes na concordancia entre os tempos. No tempo DO, os valores de
Kappa variaram de 0,39 a 1,00, com concordancia maxima no par DOE20ODD_DOE40ODD
(Kappa=1) e concordancia moderada nos demais pares. No tempo D1, os valores oscilaram
entre 0,36 e 1,00, com maior concordancia no par D1IE1IODD_D1E40ODD e concordancia de

moderada a substancial nos outros pares. No tempo D2, a concordancia foi de moderada a
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perfeita, com Kappa méximo no par D2E1ODD_D2E40DD e valores entre 0,36 e 0,50 nos
demais. Em resumo, o0s pares que apresentaram concordancia maxima foram
DOE20DD_DOE40ODD, D1E10ODD_D1E40DD e D2E10DD_D2E40ODD (Tabela 13).

5.1.5.4 Regido Periocular Esquerda

Os resultados do coeficiente Kappa ponderado para a regido periocular esquerda em
dindmica mostraram variagdes na concordancia entre os tempos. No tempo DO, os valores de
Kappa variaram de 0,28 a 1,00, com concordancia maxima no par DOE2OED_DOE4QED e
concordancia moderada nos pares DOELIOED_DOE20OED e DOE1OED_DOE4OED (Kappa =
0,49). No tempo D1, os valores oscilaram entre 0,40 e 1,00, com maior concordancia no par
D1E10OED DI1E4OED.

Os pares D1E1OED _D1E3OED e DI1E3OED_DI1E4OED apresentaram Kappa
substancial de 0,62, enquanto os demais pares tiveram concordancia moderada. No tempo D2,
os valores de Kappa variaram de 0,42 a 1,00, com concordancia maxima no par
D2E1OED_D2E4OED. Os pares D2E1OED _D2E3OED e D2E3OED_D2E40OED
apresentaram concordancia substancial (Kappa = 0,60). Em resumo, 0s pares com concordancia
maxima foram DOE20OED_DOE4OED, D1E1OED_D1E4OED e D2E10OED_D2E4OED
(Tabela 13).

Em sintese, os resultados do coeficiente Kappa ponderado para as diferentes regifes do
padrdo dinamico (frontal, glabelar, periocular direita e esquerda) indicaram variacbes na
concordancia entre os pares de examinadores ao longo dos tempos DO, D1 e D2. Em todas as
regides, os pares DOE2_DOE4, D1E1 D1E4 e D2E1 _D2E4 se destacaram com concordancia
méaxima (Kappa=1). Além disso, outros pares apresentaram concordancia substancial a
moderada, refletindo uma consisténcia geral nos tempos avaliados.

Os resultados gerais de concordancia para o padrdo dindmico mostraram variagoes entre
as regides faciais avaliadas. Na regido frontal, a concordancia variou de 40% a 59% ao longo
dos trés tempos avaliados. Para a regido glabelar, a variacdo foi de 56% a 62%. J& nas regides
perioculares, a concordancia foi menor, variando de 25% a 50% para o lado direito e de 31% a

46% para o lado esquerdo.



77

Tabela 13 — Avaliacdo da concordancia entre os examinadores no padrdo dindmico através do coeficiente Kappa ponderado

Frontal Dinamico (FD) Glabelar Dinamico (GD) Periocular Direita (ODD) Periocular Esquerda (OED)

Pair Kappa CI_Lower CI_Upper | Pair Kappa CI_Lower CI_Upper | Pair Kappa CI_Lower Cl_Upper | Pair Kappa CI_Lower CIl_Upper
DOE1FD_DOE2FD 0,68 0,58 0,78 DOE1GD_DOE2GD 0,26 0,02 0,5 DOE1ODD_DOE20ODD 0,44 0,26 0,62 DOE1OED_DOE2CED 0,49 0,33 0,65
DOE1FD_DOE3FD 0,71 0,57 0,85 DOE1GD_DOE3GD 0,45 0,1 0,8 DOE10ODD_DOE3ODD 0,39 0,19 0,59 DOE1OED_DOE3OCED 0,36 0,16 0,56
DOE1FD_DOE4FD 0,68 0,58 0,78 DOE1GD_DOE4GD 0,26 0,02 0,5 DOE1ODD_DOE4ODD 0,44 0,26 0,62 DOE1OED_DOE4OED 0,49 0,33 0,65
DOE2FD_DOE3FD 0,66 0,48 0,84 DOE2GD_DOE3GD 0,48 0,19 0,77 DOE20DD_DOE3ODD 0,43 0,21 0,65 DOE20OED_DOE3OCED 0,28 0,12 0,44
DOE2FD_DOE4FD 1 1 1 DOE2GD_DOE4GD 1 1 1 DOE20DD_DOE40ODD 1 1 1 DOE20OED_DOE4OED 1 1 1
DOE3FD_DOE4FD 0,66 0,48 0,84 DOE3GD_DOE4GD 0,48 0,19 0,77 DOE3ODD_DOE4ODD 0,43 0,21 0,65 DOE3OED_DOE4OED 0,28 0,12 0,44
D1E1FD_D1E2FD 0,64 0,35 0,93 D1E1GD_D1E2GD 0,66 0,44 0,88 D1E10ODD_D1E20DD 0,46 0,22 0,7 D1E1OED_D1E20ED 0,4 0,18 0,62
D1E1FD_D1E3FD 0,63 0,36 0,9 D1E1GD_D1E3GD 0,81 0,65 0,97 D1E10ODD_D1E3ODD 0,62 0,42 0,82 D1E1OED_D1E3OED 0,62 0,48 0,76
D1E1FD_DI1EAFD 1 1 1 D1E1GD_D1E4GD 1 1 1 D1E10ODD_DI1E40DD 1 1 1 D1E1OED_DI1E4OED 1 1 1
D1E2FD_DI1E3FD 0,61 0,34 0,88 D1E2GD_D1E3GD 0,7 0,5 0,9 D1E20DD_D1E3ODD 0,36 0,11 0,61 D1E20ED_D1E3OED 0,4 0,15 0,65
D1E2FD_D1E4FD 0,64 0,35 0,93 D1E2GD_D1E4AGD 0,66 0,44 0,88 D1E20DD_D1E40ODD 0,46 0,22 0,7 D1E20ED_D1E40OED 0,4 0,18 0,62
D1E3FD_D1E4FD 0,63 0,36 0,9 D1E3GD_D1E4GD 0,81 0,65 0,97 D1E3ODD_D1E40ODD 0,62 0,42 0,82 D1E3OED_D1E4OED 0,62 0,48 0,76
D2E1FD_D2E2FD 0,68 0,54 0,82 D2E1GD_D2E2GD 0,68 0,52 0,84 D2E10DD_D2E20DD 0,5 0,34 0,66 D2E10ED_D2E20ED 0,46 0,26 0,66
D2E1FD_D2E3FD 0,66 0,52 0,8 D2E1GD_D2E3GD 0,77 0,65 0,89 D2E10DD_D2E30DD 0,5 0,32 0,68 D2E10ED_D2E3OCED 0,6 0,42 0,78
D2E1FD_D2E4FD 1 1 1 D2E1GD_D2E4GD 1 1 1 D2E10DD_D2E40DD 1 1 1 D2E10ED_D2E40ED 1 1 1
D2E2FD_D2E3FD 0,61 0,43 0,79 D2E2GD_D2E3GD 0,66 0,52 0,8 D2E20DD_D2E30DD 0,36 0,18 0,54 D2E20ED_D2E3OED 0,42 0,22 0,62
D2E2FD_D2E4FD 0,68 0,54 0,82 D2E2GD_D2E4GD 0,68 0,52 0,84 D2E20DD_D2E40DD 0,5 0,34 0,66 D2E20ED_D2E40ED 0,46 0,26 0,66
D2E3FD_D2E4FD 0,66 0,52 0,8 D2E3GD_D2E4GD 0,77 0,65 0,89 D2E30DD_D2E40DD 0,5 0,32 0,68 D2E30ED_D2E40ED 0,6 0,42 0,78

Fonte: Elaboragéo propria, 2025.
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5.2  SEGUNDA ETAPA — AVALIACAO CLINICO-LABORATORIAL

5.2.1 Avaliacéo da producéo de anticorpos antitoxina 1gG

Entre as duas etapas, houve perda de seguimento de um participante do sexo masculino,
devido problemas no processamento de sua amostra. Para fins analiticos, foram analisados 31
participantes nessa etapa, sendo 16 do sexo feminino e 15 do sexo masculino, todos eles foram
devidamente avaliados também na etapa anterior.

A dosagem de ATTx-IgG foi realizada nos 31 participantes nos trés momentos (DO, D1
e D2). No tempo DO, a concentragdo média foi de 0,28 (desvio padrdo: 0,10), com valores
variando de 0,10 a 0,56. No tempo D1, a média observada foi de 0,28 (desvio padrdo: 0,10),
com variacédo entre 0,10 e 0,52. No tempo D2, a concentracdo média foi de 0,29 (desvio padréo:
0,09), variando de 0,13 a 0,49 (Tabela 14). A analise de ANOV A de medidas repetidas mostrou
que ndo ha evidéncia de diferenga na producdo média de ATTx-1gG ao longo do tempo (DO,
D1 e D2) (p-valor =0,52) (Figura 13). A analise do grafico de probabilidade Normal (QQ-plot)
mostrou correlacdo entre o conjunto de dados e a distribuicdo normal (Teste de Shapiro-Wilk,
p-valor = 0,127; 0,271; 0,747). Como todos 0s pontos se situam aproximadamente ao longo da

linha de referéncia, podemos assumir a normalidade (Figura 14).

Tabela 14 — Dados de estatistica descritiva, teste de normalidade de Shapiro Wilk e ANOVA

n=31

Medidas-resumo IgG_DO0 IgG_D1 1gG_D2 p-valor!
Média 0,28 0,28 0,29 0,52
Mediana 0,27 0,26 0,28

Desvio padréo 0,10 0,10 0,09

Minimo 0,10 0,10 0,13

Maximo 0,56 0,52 0,49

Q1 0,21 0,22 0,24

Q3 0,33 0,32 0,35

IQR! 0,13 0,10 0,10
Shapiro-Wilk 0,13 0,27 0,75

Fonte: Elabora propria, 2025.
Nota: tANOVA de medidas repetidas



Figura 13 — Painel com Gréficos 13A e 13B representando a producdo de ATTx-1gG nos trés tempos

Producéo de IgG por paciente (D0, D1 e D2)

Fonte: Elaboragéo propria, 2025.
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Nota: Grafico A (esquerda) - Grafico em linhas demonstrando Producdo de ATTx-1gG por paciente no DO (verde), D1 (azul), e D2 (roxo). Gréfico B (direita) - Gréfico Box

Plot mostrando ANOVA de medidas repetidas no DO (verde), D1 (azul) e D2 (roxo).



Figura 14 — Gréfico de probabilidade normal para variavel ATTx-1gG nos trés tempos

Sample Quantiles

Gréfico de Probabilidade Normal (IgG, D0)

.

Sample Quantiles

Gréfico de Probabilidade Normal (IigG, D1)

Sample Quantiles

Grafico de Probabilidade Normal (IgG, D2)

.

80

L]
o‘.. -

L i .

4 - .

.

° A . (] ¢

) * .
* L Lt
.
-'. . d
o =
L
.
..' '.
o - . 4 .
A L]
.
. .
.
.
.
L] . .
o o o
T T T T T T T T T T T T T T T
-2 -1 0 1 2 A 2 -1 0 1 2 B 2 -1 0 1 2 C

Theoretical Quantiles Theoretical Quantiles Theoretical Quantiles

Fonte: Elaboragéo propria, 2025.
Nota: A) Tempo DO; B) Tempo D1; C) Tempo D2.

5.2.2 Avaliacéo da producéo de anticorpos antitoxina 1IgG em homens e mulheres

Ao avaliar a producdo de ATTx-1gG de acordo com o sexo dos pacientes, observamos
gue o nosso estudo ndo forneceu evidéncia de diferenca na producdo media de ATTx-1gG entre
0s sexos no DO (Teste t de Student, p-valor =0,81, 1C95%=-0,07; 0,09), D1 (Teste t de Student,
p-valor = 0,85, 1C95%-= -0,08; 0,06), e D2 (Teste t de Student, p-valor = 0,68, 1C95%= -0,05;
0,08). No momento DO, a concentragdo média dos pacientes do sexo feminino foi de 0,29
(desvio padrdo:0,07) variando de 0,17 a 0,4. De maneira similar, a média dos pacientes do sexo
masculino foi de 0,28 (desvio padréo:0,13), variando de 0,1 a 0,56.

No D1, a concentracdo média foi 0,28 em ambos 0s grupos, com variabilidades similares
(desvios padrdo: 0,09 e 0,11). No momento D2, a concentracdo média dos pacientes do sexo
feminino foi de 0,3 (desvio padrdo:0,09) variando de 0,16 a 0,49, enquanto a média dos

pacientes do sexo masculino foi de 0,29 (desvio padrdo:0,09), variando de 0,13 a 0,46 (Tabela
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15). Observou-se a presenca de valores atipicos na producdo de ATTx-1gG nos momentos DO
e D1 em dois pacientes do sexo masculino (ID1 e 1D9).

No entanto, analises indicaram que esses valores, embora atipicos, ndo sdo considerados
extremos. Valores acima de Q3 + 3xIQR ou abaixo de Q1 - 3xIQR séo considerados outliers
extremos. Além disso, a variabilidade na producdo de AT Tx-1gG foi semelhante entre os sexos
feminino e masculino, sugerindo um comportamento homogéneo entre os grupos analisados
(Figura 15).

Tabela 15 — Anélise estatistica descritiva comparada entre 0s sexos

Grupos
Feminino (n=16) Masculino (n=15)
Medidas-resumo DO D1 D2 DO D1 D2
Média 0,29 0,28 0,3 0,279 0,282 0,29
Mediana 0,29 0,27 0,28 0,258 0,259 0,27
Desvio padrao 0,07 0,09 0,0899 0,131 0,109 0,09
Minimo 0,17 01 0,16 0,104 0,151 0,13
Maximo 04 044 0,49 0,555 0,519 0,46
Q1 0,24 0,22 0,25 0,188 0,213 0,24
Q3 0,34 0,34 0,35 0,325 0,302 0,34
IQR 0,1 0,12 0,11 0,136 0,089 0.1

Fonte: Elaboragdo propria, 2025.

5.2.3 Avaliacéo da correlacdo entre a producéo de anticorpos antitoxina IgG e a idade

dos pacientes

Com o objetivo de investigar a possivel correlacdo entre a producdo de ATTx-1gG e a
idade dos pacientes, foi elaborado um grafico de dispersdo. A analise ndo indicou evidéncias
de correlacdo entre essas variaveis, conforme demonstrado pelo gréfico de dispersdo e pelos

coeficientes de correlacdo de Spearman obtidos (rho = -0,28; -0,41; -0,20) (Figura 16).

5.2.4 Avaliacdo da resposta clinica a aplicacdo de toxina botulinica para fins estéticos
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De acordo com os critérios estabelecidos para a classificagdo da resposta clinica a toxina
botulinica, 11 pacientes foram classificados como bons respondedores, 19 como moderados e
1 como ausente (Tabela 16).



Figura 15 — Gréfico Box plot mostrando a producgdo de ATTx-1gG nos trés tempos e por sexo
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5.2.5 Analise de clusterizacdo dos pacientes de acordo com a producdo de anticorpos

antitoxina 1gG

Com o objetivo de agrupar os pacientes de acordo com o padrao de producdo de ATTx-
lgG, empregamos um algoritmo de aprendizado de maquina ndo supervisionado: a
Clusterizacdo Hierarquica. Essa abordagem visa agrupar individuos que apresentem
caracteristicas homogéneas dentro de cada grupo e heterogéneas entre si, considerando os niveis
de ATTx-IgG nos trés tempos analisados (DO, D1 e D2). A distancia euclidiana foi utilizada
como medida de similaridade, e os resultados foram analisados a partir de trés métodos de
encadeamento: Unico (Single Linkage), médio (Average Linkage) e completo (Complete
Linkage). Apos avaliagdo comparativa, 0 método de encadeamento Unico foi selecionado para
a definicdo dos clusters porque prioriza as menores distancias.

O dendrograma resultante indicou a formacéo de quatro clusters: Cluster 1 (individuo
29 —1D29), Cluster 2 (ID1 e ID9), Cluster 3 (ID26) e Cluster 0, que reuniu os demais individuos
(27 pacientes) (Figura 17). No cluster 0, a producédo média de ATTx-1gG manteve-se constante
ao longo dos trés tempos avaliados (DO, D1 e D2), com valor de 0,27. Nos demais clusters,
observou-se variacdo nos niveis médios entre os diferentes tempos. No cluster 1, a média de
ATTx-1gG foi de 0,10 em DO, aumentando para 0,24 em D1 e atingindo 0,34 em D2. Ja no
cluster 2, observou-se uma reducdo progressiva: 0,55 em DO, 0,51 em D1 e 0,43 em D2. No
cluster 3, a média foi de 0,38 em DO, apresentou queda para 0,10 em D1, seguida por um
aumento para 0,49 em D2 (Tabela 17).

Esses agrupamentos foram posteriormente utilizados como variavel de entrada (input)
no Teste de hipdtese de Fisher, com o objetivo de investigar possiveis associacfes entre 0s

clusters e a resposta clinica.
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Figura 16 - Grafico de dispersdo mostrando a producdo de ATTx-1gG por idade nos trés tempos

0.6

<
s

Produgdo de IgG

0.2

DO

D1 D2
tho = -0.28 tho = -0.41 tho=-0.2
.
.
.
.
.
L]
. . .
. [ ]
.
. . * : .
. o : ! -
] . .
. . * . .
. . ¢ ..
L ] . .
.
. * . . L] .
P ) . . . . .
.
. L]
. . .
.
L]
25 30 33 40 45 25 30 35 40 45 25 30 35 40 45

Fonte: Elaboragéo propria, 2025.

Idade (anos)



86

Tabela 16 — Quantificagdo de ATTx-IgG nos trés tempos, estratificacdo da reposta clinica e o

cluster correspondente a cada paciente (ID)

Paciente DO D1 D2 Resposta clinica Cluster
ID1 0,537 0,519 0,457 Moderada_resposta 2
ID2 0,224 0,219 0,237 Moderada_resposta 0
ID3 0,249 0,227 0,298 Moderada_resposta 0
ID4 0,339 0,311 0,334 Ausente 0
ID5 0,324 0,244 0,321 Boa_resposta 0
ID6 0,258 0,303 0,347 Moderada_resposta 0
ID7 0,245 0,263 0,254 Moderada_resposta 0
ID8 0,313 0,285 0,274 Moderada_resposta 0
ID9 0,555 0,5 0,395 Moderada_resposta 2

ID10 0,359 0,348 0,388 Moderada_resposta 0
ID11 0,252 0,282 0,277 Boa_resposta 0
ID12 0,167 0,186 0,157 Boa_resposta 0
ID13 0,323 0,346 0,343 Moderada_resposta 0
ID14 0,273 0,302 0,249 Moderada_resposta 0
ID15 0,328 0,331 0,285 Boa_resposta 0
ID16 0,398 0,435 0,422 Moderada_resposta 0
ID17 0,181 0,157 0,132 Moderada_resposta 0
ID18 0,341 0,375 0,359 Moderada_resposta 0
ID19 0,363 0,399 0,411 Moderada_resposta 0
ID20 0,271 0,244 0,28 Boa_resposta 0
ID21 0,317 0,245 0,257 Boa_resposta 0
ID22 0,282 0,3 0,257 Boa_resposta 0
ID23 0,128 0,151 0,164 Boa_resposta 0
ID24 0,198 0,216 0,215 Boa_resposta 0
ID26 0,377 0,097 0,485 Moderada_resposta 3
ID27 0,175 0,189 0,202 Moderada_resposta 0
ID28 0,196 0,259 0,235 Boa_resposta 0
ID29 0,104 0,243 0,338 Moderada_resposta 1
ID30 0,216 0,194 0,244 Boa_resposta 0
ID31 0,326 0,281 0,266 Moderada_resposta 0
ID32 0,168 0,198 0,213 Moderada_resposta 0

Fonte: Elaboragdo propria, 2025.



Tabela 17 — Média de producgdo de ATTx-1gG nos trés tempos (DO, D1 e D2) e por cluster
Cluster n Do D1 D2
(n=31) (média) (media) (média)

0 27 0,27 0,27 0,27
1 1 0,10 0,24 0,34
2 2 0,55 0,51 0,43
3 1 0,38 0,10 0,49

Fonte: Elaboracdo propria, 2025.
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Figura 17 — Gréfico em forma de Dendograma apresentando a clusterizagédo
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Fonte: Elaboragéo propria, 2025.

Nota: No eixo X encontra-se 0s pacientes e no eixo Y encontra-se a distancia euclidiana utilizada no método Single Linkage. O cluster 3 € formado pelo ID26; o Cluster 2 é
formado pelos ID1 e ID9; o Cluster 3 é formado pelo ID 29; e o cluster 0 é composto pelos demais paciente (total de 27 pacientes).
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5.2.6 Associagdo entre a resposta clinica a aplicacdo de toxina botulinica e o nivel de
anticorpos antitoxina 1gG

A andlise de clusterizacdo permitiu agrupar os pacientes com base no padrdo de
producdo de ATTx-1gG. A variavel “cluster” foi utilizada para construir a tabela de
contingéncia e avaliar a associacdo entre a resposta clinica e os clusters formados. Dentre os 27
pacientes pertencentes ao cluster 0, 11 foram classificados como tendo uma boa resposta
clinica, 15 apresentaram uma resposta moderada e 1 foi classificado como ausente. Por outro
lado, os pacientes dos demais clusters (1, 2 e 3) foram classificados exclusivamente como tendo
uma resposta moderada. A analise ndo evidenciou associacdo entre a resposta clinica a
aplicacdo da toxina botulinica e os clusters formados com base na produgdo de ATTx-1gG
(Teste exato de Fisher, p-valor = 0,82) (Tabela 18).

Tabela 18 — Associacdo entre resposta clinica e cluster

Resposta clinica

Cluster Boa  Ausente Moderada Total p-valor?

0 11 1 15 27 0,82
1 0 0 1 1
2 0 0 2 2
3 0 0 1 1
Total 11 1 19 31

Fonte: Elaboragdo propria, 2025.
Nota: 'Teste exato de Fisher.
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6 DISCUSSAO

6.1 SOBRE A COORTE

O estudo apresentou cerca de 8% de perda de seguimento, o que ndo resultou em
grandes impactos para analise estatistica desse estudo e é aceitavel para literatura (Ferreira;
Patino, 2019; Miot, 2011). Dois participantes perderam seguimento ainda na etapa clinica, pois
nao retornaram ao D2, provavelmente porque avaliaram que ndo haveria beneficios em retornar
a esse momento ja que ndo seria realizado novas aplicacdes de BTX. Assim sendo, a coorte da
primeira etapa incluiu 32 participantes (16 de cada sexo). Outro participante perdeu seguimento
na etapa laboratorial devido a problemas no processamento da amostra. Logo, na segunda etapa,
a coorte abarcou 31 participantes (15 do sexo masculino e 16 do sexo feminino).

Todos os participantes eram “virgens” de exposi¢do a BTX. Tal critério tornou a analise
mais homogénea e reduziu a chance de possiveis fatores confundidores, haja vista que
exposicdes prévias podem influenciar a producdo de NABs e, consequentemente, a perda de
resposta clinica. Todavia, ndo ha um consenso sobre a quantidade exata de aplicacdes prévias
ou dose acumulada de BTX que podem ocasionar tal efeito. (Bellows; Jankovic, 2019; Brin et
al., 2008; Gart; Gutowski, 2016; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Miller et al., 2009;
Naumann et al., 2013; Rahman; Alhitmi; Mosahebi, 2022).

Por outro lado, o pressuposto de ser “virgem” a exposi¢do a BTX reduz as chances de
encontrar os ndo respondedores, uma vez que limita apenas aos “nao respondedores primarios”,
0s quais sdo de baixa prevaléncia (Bellows; Jankovic, 2019; Gart; Gutowski, 2016; Huang;
Foster; Rogachefsky, 2000). Aliado a isso, o0 estudo possui uma coorte pequena, 0 que limita
as andlises estatisticas, reduzindo as possibilidades de encontrar dados e associa¢cGes com
evidéncias.

Mesmo assim, esse estudo encontrou uma paciente ndao respondedora primaria, o que é
de grande importancia a literatura e ajuda a suscitar questionamentos sobre a real prevaléncia
da ARP e os possiveis fatores relacionados a essa condicdo. Além disso, o tamanho amostral

trouxe limitacdes na interpretacdo e analise dos dados,

6.2 DIFERENCA DAS UNIDADES DE TOXINA BOTULINICA APLICADAS EM
HOMENS E MULHERES
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Os homens receberam uma dose de BTX superior as mulheres, porém néo foi possivel
fornecer evidéncia de diferenca entre os sexos através desse estudo, o que se deve,
provavelmente, ao tamanho amostral. Afinal, na literatura ja é descrito uso de doses maiores
no sexo masculino, pois, quanto maior a massa e a atividade muscular, maior serd a dose
utilizada e, geralmente, os homens possuem musculos maiores e/ou mais fortes (Carruthers;
Carruthers, 2006; Gart; Gutowski, 2016; Keaney; Alster, 2013).

Além disso, as doses aplicadas em cada sexo no DO, média de 46 U nas mulheres e de
50 U nos homens, esta condizente com a literatura (Carruthers; Carruthers, 2006; Flynn, 2010;
Gart; Gutowski, 2016; Keaney; Alster, 2013). Vale ressaltar que uma Unica participante do sexo
feminino destoou ndo somente do grupo das mulheres, mas como de todos os participantes,
pois recebeu dose bem acima da média. 1sso demonstra que 0 sexo ndo é o Unico fator
determinante para defini¢cdo de dose a ser aplicada, necessitando avaliar outros fatores como
intensidade da atividade muscular, técnica utilizada, grupo muscular injetado e possivel
resisténcia clinica (primaria ou secundaria) (Bellows; Jankovic, 2019; Gart; Gutowski, 2016;
Naumann et al., 2013; Rahman; Alhitmi; Mosahebi, 2022).

6.3 CONCORDANCIA ENTRE OS EXAMINADORES POR REGIAO

A aplicacdo do Kappa ponderado entre as regides, na avaliacdo das rugas dinamicas,
demonstrou maior concordancia dos examinadores no que tange as regides frontal e glabelar
do que as regides periocular direita e esquerda. Esse achado provavelmente se deve as
particularidades da regido periocular, uma vez que as ritides perioculares possuem diversos
padrdes descritos e distintos das demais regides. Além disso, elas sdo influenciadas por
multiplos fatores como a flacidez, idade, historia prévia de tabagismo, fotodano, espessura
cutanea, quantidade de gordura subcutanea e, por fim, pelo padréo especifico de contracdo do
musculo orbicular lateral do olho (Kane, 2003; Kane et al, 2015).

Para além, ainda é possivel observar que a concordancia geral foi de leve a moderada e
ndo houve diferenca significativa entre os lados direito e esquerdo da regido periocular. Porém,
vale ressaltar que alguns examinadores concordaram 100% (Kappa = 1) entre si em alguns
periodos e regides, demonstrando que a escala utilizada € um bom instrumento de avaliacao,

todavia, pode ser aperfeicoada (Cohen, 1968; Landis; Koch, 1977; Lemperle et al., 2001).

6.4 AVALIACOES CLINICAS DA RESPOSTA A APLICACAO DE TOXINA
BOTULINICA PELOS EXAMINADORES



93

Os resultados evidenciaram uma tendéncia geral de melhora das rugas ao longo do
tempo, a qual foi mais evidente no D1, o que é compativel com o pico de acdo da BTX que
ocorre entre 1-4 semanas apos a aplicacdo conforme descrito anteriormente. Partindo desse
raciocinio, ja era esperado que houvesse uma melhora das rugas no D2, porém inferior ao D1,
haja vista que, segundo a literatura, o periodo de acdo da toxina gira em torno de 3-6 meses,
tempo necessario para a restauracao da fisiologia normal (Gart; Gutowski, 2016; Huang; Foster;
Rogachefsky, 2000; Naumann et al., 2013; Park; Ahn, 2021; Sundaram et al., 2016).

Avaliando assim, talvez fosse necessario um D2 com intervalo menor em relagdo ao DO,
para que assim a resposta clinica pudesse ser melhor avaliada ainda na vigéncia da duracéo do
efeito para todos os participantes.

Para alem, os examinadores também concordaram que a resposta clinica para as rugas
em repouso foi superior & das rugas dindmicas. Esse resultado vai de encontro a literatura, a
qual evidencia beneficio o contrario, ou seja, a aplicacdo da BTX melhora tanto as rugas
dindmicas quanto as rugas em repouso, todavia, o beneficio & maior no primeiro caso (Flynn,
2010; Gart; Gutowski, 2016; Small, 2014; Sundaram et al., 2016)

Uma explicacdo também possivel sobre o porqué desse resultado reside no fato de que
a escala de avaliagcdo utilizada nesse estudo, foi elaborada por outros autores apenas para
avaliacdo das rugas estaticas. Porém, diante do escasso repertorio de instrumentos de avaliacao
das rugas dinamicas, nesse estudo, optou-se por utilizar uma mesma escala para avaliacdo das
ritides dinamicas e estaticas (Lemperle et al., 2001).

Assim sendo, como houve resultado diferente do demonstrado pela literatura, mesmo
diante da concordéancia significativa entre os examinadores, faz-se necessario refletir que esse

instrumento de avaliacdo talvez seja mais adequado para avaliacdo apenas das rugas estaticas.

6.5 AVALIACAO DA PRODUCAO DE ANTICORPOS ANTITOXINA - 1gG

A dosagem de ATTx-lgG foi realizada nos 31 participantes ao longo dos trés tempos
(DO, D1 e D2) e, dado o comportamento das imunoglobulinas (Carnicelli et al., 2021; Zhang et
al., 2023), esperava-se diferenca na concentracdo média ao longo do tempo, porém isso nao se
confirmou apos a analise de ANOVA de medidas repetidas. 1sso pode ser explicado pelo
tamanho amostral pequeno, utilizagdo do método ELISA para quantificacdo dos ATTx-IgG

e/ou devido ao intervalo de tempo utilizado para dosar o ATTx-1gG, o qual pode ter sido curto.
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Sobre 0 método ELISA, sabe-se que ele é susceptivel a reagdes cruzadas entre
anticorpos e ndo possui a capacidade de diferenciar os NABs dos nédo nautralizantes (Bellows;
Jankovic, 2019; Alhajj; Zubair; Farhana, 2023; Franco et al., 2021). Quanto ao intervalo de
tempo da dosagem, esse fator é importante, pois a Imunoglobulina M (IgM), que néo foi dosada
nesse estudo, é formada precocemente e antes da 1gG (Carnicelli et al., 2021; Zhang et al.,
2023). Tal fato, inclusive, pode ter influenciado na formagéo de falsos-negativos. Logo, nessa
perspectiva, talvez a dosagem de IgM possa trazer novas contribuicdes e conclusdes, ainda mais
no contexto de um tamanho amostral pequeno como o desse estudo.

Contudo, vale ressaltar que os AATx sdo tipicamente 1gG, o que pode justificar a
medicdo apenas da 1gG (Bellows; Jankovic, 2019). Além disso, o D2 ocorreu 120 dias depois
do DO, tempo suficiente para formacao de 1gG, esperando assim que houvesse diferenca entre
0s tempos, a qual pode nédo ter se comprovado, mais provavelmente, pelo tamanho amostral
(Carnicelli et al., 2021; Rahman; Carruthers, 2024; Zhang et al., 2023).

Além disso, ndo houve diferenca na producdo de ATTx-1gG quando comparado 0s sexos
e as idades, o que esta em conformidade com o que ha de registro até hoje na literatura (Bellows;
Jankovic, 2019; Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Naumann et al., 2013; Rahman;
Carruthers, 2024).

6.6 CORRELACAO CLINICO-LABORATORIAL

A analise pareada dos tempos DO e D1 para avaliar diferencas nas doses aplicadas entre
os periodos permitiu concluir que ha diferenca entre as unidades médias de BT X aplicadas entre
os periodos em todas as regides (p-valor < 0,001), o que ja era esperado pela descri¢cdo da
literatura. Afinal, o efeito da BTX se inicia entre 2° e 5° dia e atinge um pico de acdo entre a 12
e 42 semana (Colhado; Boeing; Ortega, 2009; Flynn, 2010; Flynn; Clark 2nd, 2003; Luquetti et
al., 2024), assim sendo, como o D1 ocorreu 15-21 dias apds o DO, esperava-se que doses
menores fossem aplicadas no D1, pois, nesse momento, 0s participantes ja se encontravam sob
o efeito da BTX e a maioria ja no pico da acéo.

Contudo, uma Unica participante do sexo feminino necessitou de dose maior no D1 do
que no DO, em todas as regibes, inclusive bem superior a média (recebeu 52U versus 9U da
média no D1). Vale ressaltar que os examinadores concordaram, em todas as regides e em
ambos os padrdes de mimica facial, que a paciente ndo apresentou resposta clinica entre 0s
tempos. Essa auséncia de resposta torna-se mais expressiva entre o0 DO e D1, momento em que

se esperava melhora mais evidente conforme o padrdo dos demais participantes e pela propria
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acdo da BTX, porém ocorreu o contrario e ha piora das ritides em todas as regides, conforme
evidencia as Figuras 18-21 (Colhado; Boeing; Ortega, 2009; Flynn, 2010; Luquetti et al., 2024).

Diante do caso de auséncia de resposta primaria da paciente 4 é necessario considerar,
antes da imunogenicidade, outros fatores como: dose insuficiente, atividade muscular muito
intensa ou técnica inadequada (Bellows; Jankovic, 2019; Gart; Gutowski, 2016; Miller et al.,
2009; Naumann et al., 2013). O ultimo fator € menos provavel, haja vista que, os profissionais
injetores do estudo foram os mesmos para todos o0s participantes e, pela analise, é possivel
observar que os participantes, em sua maioria, responderam clinicamente a aplicacdo da BTX.
Além disso, a equipe que injetou possui experiéncia em cosmiatria e, em especial, na aplicacao
de BTX para fins estéticos.

Nesse contexto, esperava-se que a paciente 4 apresentasse maiores niveis de AATX e/ou
alocacdo em cluster especifico no momento da clusterizacdo. Contudo, isso ndo se confirmou,
pois ela apresentou niveis de AATXx similares a maioria dos participantes e integrou o maior
cluster (Cluster 0) que detém 87% dos pacientes da coorte. Além disso, ao se realizar o Teste
de Associacdo de Fisher o valor do p é igual 0,82 (p>0,05). Portanto, observa-se que ndo houve
associagdo entre a auséncia da resposta clinica e os niveis dos AATX.

Em adendo, os pacientes 1 e 9, alocados no cluster 2 e classificados como resposta
clinica moderada, apresentaram niveis elevados de ATTx-lgG. Como a resposta clinica
moderada € inferior a melhor resposta (“boa resposta”) bem como espera-Se que a primeira
aplicacdo seja a melhor resposta clinica do individuo (Small, 2014; Sundaram et al., 2016),
mais uma vez aventou-se a possibilidade da associacdo entre AATX e resposta clinica. Contudo,
ao se realizar o Teste de Associacdo de Fisher, ndo conseguimos encontrar evidéncia estatistica
suficiente (p=0,82).

A literatura aponta para a existéncia de uma relacéo entre a resposta clinica e a presenca
de NABs (Bellows; Jankovic, 2019; Choudhury et al., 2021; Huang; Foster; Rogachefsky,
2000; Shtefan; Fletcher; Duclos, 2022). Porém, 0 que ocorreu com a paciente 4 demonstra que
h& outras causas para auséncia da resposta clinica para além da imunogenicidade. Dose
insuficiente, injecdo muscular incorreta, forma de armazenamento e reconstituicdo podem
comprometer a resposta clinica (Rahman; Carruthers, 2024; Shtefan; Fletcher; Duclos, 2022),
porém sdo de baixa probabilidade para essa paciente, haja vista que outros participantes foram
submetidos as mesmas condic¢Ges, mas apresentaram responsividade clinica.

Ja foi sugerido a possibilidade de mutac6es impedindo a ligacdo da BTX aos seus

receptores ou a clivagem dos seus substratos, levando a auséncia de resposta clinica. Entretanto,
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estudos mais recentes ndo encontraram tal evidéncia (Pirazzini et al., 2018; Rahman;
Carruthers, 2024).

Outras hipoteses mais provaveis incluem alteracdes sinapticas (porém esperava que a
paciente pudesse apresentar outras alteracfes), uso de alguns medicamentos, perfil imunoldgico
e variacbes genéticas da propria paciente (Bellows; Jankovic, 2019; Huang; Foster;
Rogachefsky, 2000; Rahman; Carruthers, 2024; Shtefan; Fletcher; Duclos, 2022). Essa ultima
tem ganhado cada vez mais importancia, pois estudos identificaram alelos especificos do
antigeno leucocitario humano (HLA), como HLA-DQA1*01:02 e HLADQB1*06:04,
associados ao aumento da suscetibilidade a respostas imunes contra BTX. 1sso consegue
explicar muitos casos de auséncia de resposta clinica que ndo eram devidamente justificados
pela presenca ou auséncia dos NABs (Oshima et al., 2017; Rahman; Carruthers, 2024).

Outro ponto de discussdo € a elevacdo de AATX sem necessariamente haver
comprometimento da resposta clinica, como ocorreu com os pacientes 1 e 9. Porém, ja é sabido
que ha individuos que apresentam resposta clinica mesmo na vigéncia de titulos elevados de
AATX, demonstrando que ha outros fatores implicados na responsividade clinica, tais como as
variacdes genéticas (Bellows; Jankovic, 2019; Rahman; Carruthers, 2024).

As limitacbes do método ELISA podem também explicar essa elevacdo de AATX
mesmo na vigéncia de resposta clinica. A comecar pelo fato de ndo conseguir diferenciar os
anticorpos neutralizantes dos ndo neutralizantes (Bellows; Jankovic, 2019). Alem disso, esse
bioensaio possui uma faixa de quantificacdo limitada e € susceptivel a reacdo cruzada e
interferéncias, alterando seu resultado com ligagcdes néo intencionais (Alhajj; Zubair; Farhana,
2023; Franco et al., 2021).

Atualmente, na suspeicdo de auséncia de resposta clinica, recomenda-se revisao
pormenorizada do historico clinico (incluindo as fotografias) e da dosagem e técnica de
aplicacdo. Caso a suspeita de imunogenicidade persista, recomenda-se 0 ELISA, se for positivo,
0 paciente deve realizar o Teste do Extensor Digitorum Brevis (EDB) (Rahman; Carruthers,
2024).
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Figura 18 — Fotografias da paciente 4 no DO (a esquerda) e D1 (& direita) evidenciando as rugas

glabelares no padréo dindmico da mimica facial

Fonte: Acervo do estudo, 2025.

Figura 19 — Fotografias da paciente 4 no DO (a esquerda) e D1 (a direita) evidenciando as rugas

frontais no padrdo dindmico da mimica facial

= o

Fonte: Acervo do estudo, 2025.

Figura 20 - Fotografias da paciente 4 no DO (a esquerda) e D1 (a direita) evidenciando as rugas

perioculares a esquerda no padrdo dinamico da mimica facial

A
Fonte: Acervo do estudo, 2025.
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Figura 21 - Fotografias da paciente 4 no DO (a esquerda) e D1 (a direita) evidenciando as rugas

perioculares a direita no padréo dinamico da mimica facial

Fonte: Acervo do estudo, 2025.

O resultado positivo no EDB deve levar a realizacdo de testes para os marcadores HLA
DQA101:02 e HLA-DQB106:04; se o resultado for positivo, recomenda-se aconselhamento.
Todavia, se resultado negativo, é necessario reavaliar o plano de tratamento do paciente, com
potencial para suspender o tratamento por 6 a 12 semanas para permitir a reducdo dos titulos de
anticorpos (Rahman; Carruthers, 2024).

Nesse contexto, entende-se que 0s NABs existem e influenciam a resposta clinica,
porém sua prevaléncia é baixa (Bellows; Jankovic, 2019; Rahman; Carruthers, 2024). 1sso pode
explicar o fato desse estudo, com tamanho amostral reduzido, ndo ter encontrado relacao entre
NABs e resposta clinica. Contudo, esse estudo piloto foi essencial para o delineamento e

viabilidade de estudos maiores em torno dessa tematica.
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7 CONCLUSAO

Como houve boa concordancia entre os examinadores, podemos concluir que a
ferramenta de avaliag&o clinica utilizada nesse estudo foi um bom método. Isso é fundamental,
primeiro porque permitiu que o estudo prosseguisse para a fase final e, segundo, porque ndo ha
um consenso na literatura sobre a melhor forma de avaliar a resposta clinica a aplicacdo de
toxina botulinica. Logo, esse estudo contribuiu para a propagacdo de um método acessivel, de
facil entendimento e com boa concordancia entre examinadores.

Uma paciente destacou-se por necessitar de doses maiores de toxina botulinica e ndo ter
apresentado resposta clinica. Diante disso, esperava-se niveis elevados de AATX, porém isso
ndo ocorreu. Esse fato ja sugeria ndo haver relacdo entre a resposta clinica e os niveis de ATTX-
IgG, mas isso foi reforcado apos o Teste de Fisher. Outras possibilidades de insuficiéncia na
resposta clinica devem ser investigadas, pois sdo mais prevalentes e incluem as questfes
técnicas, historico clinico do paciente, perfil imunoldgico e variagdes genéticas.

Por outro lado, alguns pacientes apresentaram resposta clinica e, paradoxalmente, niveis
elevados de AATX. Nesse contexto, ja ha essa descricdo na literatura e as variagdes genéticas
ganham novamente importancia, pois pode ser a explicagcdo para que isso ocorra. Além disso,
0 método ELISA apresenta limitacdes que podem também explicar essa alteracdo. Apesar
disso, continua sendo um método bastante utilizado dado sua acessibilidade.

Por fim, esse estudo apresentou limitacGes no que tange ao tamanho amostral, auséncia
de quantificacdo de IgM e outras inerentes ao método ELISA, porém conseguiu chegar a
conclusdes importantes e elucidacdo de alguns questionamentos. Todavia, espera-se estudos
mais abrangentes, pois ainda ha muitos questionamentos em aberto e o conhecimento acerca

do tema ainda precisa ser ampliado.
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9.1

ANEXOS

ANEXO A: APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO g w
TRIANGULO MINEIRO - UFTM %

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Y
|

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagio da relagio entre a auséncia de resposta clinica & aplicagio da toxina
botulinica para fins estéticos & a produgdo de anticorpos 1gG e IghM anti toxina.

Pesquisador: Meire Soares de Ataide

Area Tematica:

Versiao: 2

CAMRE: 67961823.8.0000.5154

Instituigio Proponente: Pro Reitoria de Pesquisa

Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 6.036.837

Apresentagio do Projeto:
O projeto esta sendo reapresentado com o objetive de atender pendéncials) apontada(s) mo parecer n®
8.022.776.

As informacdes elencadas nos campos “Apresentacdo do Projeto”, "Objetive da Pesquisa™ & “Avaliagio dos
Riscos e Beneficios™ foram retiradas do arguive Informagdes Basicas da Pesguisa
[F'B_INFDRMM;('J ES_EIﬁ-.S-ICAS_DO_F'F{OJETO_EDQQ133.p-df. de 28/04/2023) & do Projeto Detalhado
[Projeto_modelo_CEP_UFTM.docx, de 28/04/2023).

Segundo os pesquisadores:

"INTRODU';A{}: As neurotoxinas botulinicas (BoNT) sdo uma das toxinas mais potentes de longa duragdo
para a4 humanidade e sdoc produzidas pelas bactérias anaerobicas & gram-positivas Clostridium botulinum,
Clostridium butyricum, e Clostridium barati, as quais juntas produzem os sete sorotipes distintos de toxinas
botulinicas (BTX-A. B, C, D, E, F e G). O sistema nervoso humano & susceptivel a cinco sorotipos (BTX-A,
B, E. F & G} & no & afetado por apenas dois (BTX-C & D)1-3,8-10. Em camundonges, a duragio da aclo &
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1MUID O3 FESQUISA: AVAIECED I3 MSI3Ca0 eNire 3 SUSEncia 02 resposta Clnca 3 ApICagac O3 10KING
botulinica para fins estéticos e a produgdo de anticorpos 1gG e Igh anti toxina.

Pesquisador: Meire Scares de Ataide

Area Tematica:

Versdao: 2

CAAE: 67861823.0.0000.5154

Instituigdo Proponente: Pro Reitoria de Pesquisa

Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: §.036 237

Apresentagao do Projeto:
O projeto esta sendo reapresentado com o objetive de atender pendéncia(s) apontada(s) no parecer n®
6.022.778.

As informagdes elencadas nos campos “Apresentagie do Projeto”, "Objetive da Pesquisa™ e “Avaliagio dos
Riscos e Beneficios™ foram retiradas do arguive Informagdes Basicas da Fesguisa
[PB_INFDRMAQC'JES_EIASICAS_DO_F'F{OJETO_ZDQM 33.pdf, de 28/04/2023) & do Projeto Detalhado
(Projeto_modelo_CEP_UFTM.docx, de 28/04/2023).

Segundo os pesguisadores:

"INTRODU';:E;D: Az neurotoxinas betulinicas (BeMT) s3o uma das toxinas mais potentes de longa duragdo
para a humanidade e sic produzidas pelas bactérias anaerdbicas & gram-positivas Clostridium botulinum,
Clostridium butyricum, & Clostridium baraftii, as quais juntas produzem os sete sorotipos distintos de toxinas
botulinicas (BTX-A, B, C, D, E, F e G). O sistema nervoso humano & susceptivel a cinco soratipos (BTX-4,
B, E, F & G} & ndo & afetado por apenas dois (BTX-C e D)1-3,9-10. Em camundonges, a duragdo da agdo &
mais longa em BTX-A e progressivamente mais curta em BTX-B, BTX-F e BTX-E. Em humanos, essa
relagdo parece ser a mesmaZ-5. Dentro dos limites, a duragdo da acdo pode ser modificada pela quantidade
de BTX aplicadal-4. A atuac3o dessas neurotoxinas causa o botulismo humane, o qual possui 3 formas

diferentes

Enderego:  Av. Getllio Guariia, n® 159, Casa das Comissles

Balrre: Abadla CEP: 35025440
UF: MG Municiplo: UBERABA
Talafona: [34)3700-6503 E-mall: cep@uim.edu.br
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;f\ UNIVERSIDADE FEDERAL DO 4@ Blabofiorme
TV TRIANGULO MINEIRO - UFTM Qﬁf

Connuagko do Fanscer: 5.036.837

[Pesquisadora Responsavel), Orando Oliveira Silva Jdniormédico residente de dermatologia do HC UFTM),
Prof. Dr. Vimondes Rodrigues Junior (Pesguisador Assistente) e Ana Carglina Monteiro Camarge (médica
residente do servigo de Dermatologia do HC UFTM).

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao cbrigatoria:

Termas de apresentagio obrigatoria adequados.

Recomendages:

MNao ha.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

De acordo com as al.ribuig-:':EE definidas na Reaolugic\ CMS 488/12 e Norma Operacional 00172013, a

Coordenagdce do CEP-UFTM manifesta-se pela aprovagdo do protocolo de pesquisa proposto.
O CEP-UFTM informa que de acorde com as orientagdes da COMEF, o pesquisador deve motificar na
pagina da Plataforma Brasil, o inicic do projeto. A partir desta data de aprovacdo, & necessario o envio de

relatorios parciais (semestrais), assim como também & cbrigatdria, a3 apresentacdo do relatdrio final, quando

do término do estuda.

Consideragdes Finais a critéric do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquivao Postagem Autor Situacdo
Informacgdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS _DO_F | 28042023 Aneito
do Projeto ROJETO 20908133 pdf 11:41:35
Projeto Detalhado /! | Projeto_modelo CEP_UFTM. docx 28/104/2023 | Orlando Oliveira Silval Aceito
Brochura 11:40:49 | Jdnior

|Investigador

Cronograma CROMNOGRAMA pdf 28042023 | Orlando Oliveira Silval Aceito
11:38:19 | Janior 51

Folha de Rosto folha_de_rosto pdf 27/04/2023 |Orande Oliveira Silva]  Aceito
18:48:12 | Janior

Declaragao de concordanciaC EP._pdf 271042023 |ANAMDA PATRICIA | Aceito

concondancia 059:02:38 [DA SILVA

Solicitagio Assinada | troca_de_titularidade. pdf 268/104/2023 | Orlando Oliveira Silval Aceito

pelo Pesguisador 17:14:48 | Janior

Responsavel




> s UNIVERSIDADE FEDERAL DO
s s TRIANGULO MINEIRO - UFTM

Coninuaghs do Fanscer: 6.036.837

Qo ™

TCLE / Termos de | TCLE_CEP_UFTM.docx 26/04/2023 | Orlando Oliveira Silval Aceito

Assentimento / 12:24:26 | Janior

Justificativa de

Ausencia

Cutros amexos.pdf 13/03/2023 | Orando Oliveira Silval Aceito
14:55:48 | Janior

Solicitagio Assinada | Pesquisador.pdf 10/03/2023 | Orando Oliveira Silval Aceito

pelo Pesguisador 15:38:05 | Janior

Responsavel

Citros anuencia.pdf 08/03/2023 | Orando Oliveira Silval Aceito
12:48:28 | Janior

Orrgamento orcamento. pdf 08032023 | Orando Oliveira Silva| Aceito
11:48:10 | Janior

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagiao da CONEP:
Mao

UBERABA, 02 de Maio de 2023

Assinado por:
Alessandra Cavalcanti de Albuquerque e Souza
[Coordenador{a))
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9.2  ANEXO B: FICHA CLINICA COM PLANO DE APLICACAO

PLANO DE APLICAGHD:
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9.3  ANEXO C: ESCALA DE LEMPERLE ET AL., 2001

d
> a \ ! ).’?TT“‘?‘°‘°.‘9*.‘?

AVALIACAO CLINICA

® A avaliagio ocorrera por areas e sera graduada de 0 z 5 conforme a escala de
Lemperg et al.

. Semrugas

Rugas finas, apenas perceptiveis

Rugas pouco profundas

Rugas moderadamenta profundas

Rugas profundas com bordas bem definidas

Rugas muito profundas com bordas redundantss

Vi e o

*  Abaixo encontram-se as imagens correspondentes a cada grau da clazsificagio
conforme cada regido estudada.

> REGIAO FRONTAL:
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