UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE — UNESC
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE - PPGCS
MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

NATALIA MACIEL ANDRADE

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DA TOXINA BOTULINICA
TIPO A ASSOCIADA A PACLITAXEL EM LINHAGEM CELULAR
DE CANCER DE MAMA

CRICIUMA
2024



NATALIA MACIEL ANDRADE

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DA TOXINA BOTULINICA
TIPO A ASSOCIADA A PACLITAXEL EM LINHAGEM CELULAR
DE CANCER DE MAMA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade do Extremo Sul Catarinense -
UNESC, como requisito parcial para a
obtencédo do titulo de Mestre em Ciéncias da
Saude

Orientador: ’Prof. Dr. Ricardo Andrez
Machado de Avila
Coorientadora: Dr2. Helena Mendes Abelaira

CRICIUMA
2024



Dados Internacionais de Catalogacgdo na Publicacéo

A553a Andrade, Natéalia Maciel.
Avaliacdo da citotoxicidade da toxina botulinica
tipo A associada a paclitaxel em linhagem celular de

cadncer de mama / Natdlia Maciel Andrade. - 2024.
42 p. : 1il.
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade do Extremo

Sul Catarinense, Programa de Pdés-Graduacdo em
Ciéncias da Saude, Cricitma, 2024.
Orientacdo: Ricardo Andrez Machado de Avila.
Coorientacdo: Helena Mendes Abelaira.

1. Toxina botulinica - Uso terapéutico. 2.
Paclitaxel - Uso terapéutico. 3. Mamas - Cancer -

Tratamento. 4. Quimioterapia adjuvante. I. Titulo.

CDD. 22. ed. 615.1

Bibliotecdria Eliziane de Lucca Alosilla - CRB 14/1101
Biblioteca Central Prof. Eurico Back - UNESC




4

UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE - UNESC
PRO-REITORIA DE PESQUISA, POS-GRADUAGAO, INOVACAO E EXTENSAO
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO STRICTO SENSU
Programa de P6s-Graduagio em Ciéncias da Saide (Mestrado e Doutorado)
Recomendado pela CAPES — Homologado pelo CNE — Portaria N° 609 de 14.03.2019

ATA DE MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE — N° 463

Com inicio as 10 (dez) horas do dia 28 (vinte e oito) de fevereiro de 2025 (dois mil e
vinte e cinco), realizou-se, na Sala R1/Bloco 101, o seminério formal de
apresentacdo dos resultados da Dissertagdo de Mestrado de NATALIA MACIEL
ANDRADE, sob a orientagdo do Prof. Dr. Ricardo Andrez Machado de Avila e
coorientagdo da Dra. Helena Mendes Abelaira, intitulada “AVALIAGAO DA
CITOTOXICIDADE DA TOXINA BOTULINICA TIPO A ASSOCIADA A
PACLITAXEL EM LINHAGEM CELULAR DE CANCER DE MAMA”. A dissertacao
foi examinada por uma banca constituida pelos seguintes membros: Profa. Dra.
Jaqueline da Silva Generoso (Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC) —
Conceito final: Aprovada, Prof. Dr. Paulo Cesar Lock Silveira (Universidade do
Extremo Sul Catarinense - UNESC) — Conceito final: Aprovada, e Prof. Dr. Alexandre
Gongalves Dal-B6 (Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC). — Conceito
final: Aprovada. Com o resultado final: APROVADA, a aluna finalizou seus estudos
em nivel de Mestrado, fazendo jus ao grau de MESTRA EM CIENCIAS DA SAUDE.
Os trabalhos foram concluidos as 12h (doze) horas, dos quais eu, Henrique Manenti
Felisberto, Secretario do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Saude da
Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC, lavrei a presente ata, que
assino juntamente com a Profa. Dra. Josiane Budni, Coordenadora do Programa.
Criciima, 28 (vinte e oito) de fevereiro de 2025 (dois mil e vinte e cinco).

a. Dra. Josiane Budni Henrique/Manenti Felisberto

rdenadora do PPGCS Secretario do PPGCS



Dedico essa dissertacdo a minha familia, que
sempre esteve ao meu lado e a todos que de
alguma forma contribuiram para a concluséo da

mesma.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus, por me dar forca e sabedoria ao longo
desta caminhada e por iluminar meus passos nos momentos mais desafiadores.

A minha familia, especialmente aos meus pais, Rose e Ronaldo, e a
minha irm&, Naila, por sempre acreditarem em mim e me apoiarem
incondicionalmente. Vocés sao a base de todas as minhas conquistas.

Ao meu esposo, Rodrigo, pelo amor, paciéncia e apoio incansavel. Sua
presenca constante e incentivo foram fundamentais para que eu pudesse concluir
essa jornada.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Ricardo Andrez Machado de Avila, pela
orientacdo precisa e pelo incentivo ao longo de todo o processo de desenvolvimento
deste trabalho. Sua experiéncia e apoio foram determinantes para 0 sucesso desta
pesquisa.

A minha coorientadora, Prof.2 Dr2 Helena, agradeco pelo apoio e pelas
valiosas contribuicdes durante a realizacao deste trabalho.

Aos meus colegas de laboratério, em especial a Ellen e ao Gabriel, que
estiveram ao meu lado na execucao deste trabalho. A ajuda e o companheirismo de
vocés foram essenciais para a conclusédo deste projeto.

A Universidade do Extremo Sul Catarinense (Unesc) e aos professores do
Programa de POs-Graduacdo em Ciéncias da Saude (PPGCS), que contribuiram
para minha formacéo e aprimoramento cientifico, oferecendo um ambiente rico em
aprendizado e desenvolvimento pessoal e académico.

Por fim, aos meus amigos, que me acompanharam e apoiaram em toda
essa trajetéria, minha gratiddo por estarem ao meu lado, sempre com palavras de
incentivo e gestos de amizade.

A todos vocés, meu mais sincero agradecimento.



“O conhecimento é o ato de entender a vida.”

Aristoteles



RESUMO

O cancer de mama representa um desafio significativo de saude publica global,
sendo a segunda causa de morte em todo o mundo. Os tratamentos atuais
disponiveis para essa patologia se baseiam em quimioterapia, radioterapia e
cirurgia. Entretanto, a maior preocupacao em relacdo aos tratamentos atuais, é sua
toxicidade em células saudaveis, fator que aumenta os efeitos colaterais, diminuindo
a qualidade de vida dos pacientes. Dessa forma, o presente estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos citotdxicos da toxina botulinica tipo A (BoNT/A) isolada e
associada ao paclitaxel (PTX) em linhagem celular imortalizada de cancer de mama
(4T1) e em linhagem celular imortalizada de fibroblastos murinos (NiH3T3). Para a
BoNT/A isolada foi realizado uma curva de concentracdo (0,5 U/mL, 2 U/mL e 6
U/mL) no tempo de 24 h e 48 h, para determinar a melhor concentracdo para
associar ao farmaco PTX. Para construir a curva de dose da PTX, foram testadas
concentracdes de 0,5 pg/mL, 1,0 pug/mL, 5,0 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL e 50 pg/mL.
A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de MTT. Com base nos
resultados obtidos, foram definidas as doses a serem utilizadas em combinacdo com
a BONT/A na concentracdo definida. Os resultados mostraram que a BONT/A, na
concentracdo de 6 U/mL apds 48 horas de exposicdo, apresentou citotoxicidade
seletiva contra células cancerigenas, preservando a viabilidade das células
saudaveis. Em contraste, o PTX nas dosagens de 5,0 pug/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL
exibiu efeito citotoxico em ambas as linhagens celulares. A combinacdo de PTX e
BoNT/A também apresentou citotoxicidade em ambas as linhagens, mas, nas
concentracfes de 5,0 pg/mL e 10,0 pg/mL, demonstrou maior efeito citotoxico em
células cancerigenas em comparacdo com células saudaveis. Destaca-se que a
associacdo de PTX e BoNT/A, na concentracdo de 5,0 pg/mL, revelou um efeito
citotdxico significativamente superior ao do PTX isolado, sugerindo uma interacéo
sinérgica entre 0s compostos, a0 mesmo tempo em que manteve uma viabilidade
celular semelhante para as células saudaveis. Esses achados ressaltam o potencial
da associacdo de PTX e BoNT/A como uma abordagem promissora para
tratamentos mais eficazes do cancer de mama, com potencial para minimizar os
efeitos colaterais associados aos tratamentos convencionais.

Palavras-chave: Cancer de mama; in vitro; toxina botulinica; paclitaxel;
citotoxicidade; tratamento adjuvante.



ABSTRACT

Breast cancer represents a significant global public health challenge, being the
second leading cause of death worldwide. Current treatments available for this
pathology are based on chemotherapy, radiotherapy and surgery. However, the
greatest concern regarding current treatments is their toxicity to healthy cells, a factor
that increases side effects and reduces the quality of life of patients. Thus, the
present study aimed to evaluate the cytotoxic effects of botulinum toxin type A
(BONT/A) isolated and associated with paclitaxel (PTX) in an immortalized breast
cancer cell line (4T1) and in an immortalized murine fibroblast cell line (NiH3T3). For
isolated BONT/A, a concentration curve (0.5 U/mL, 2 U/mL and 6 U/mL) was
performed at 24 h and 48 h to determine the best concentration to associate with the
drug PTX. To construct the PTX dose curve, concentrations of 0.5 ug/mL, 1.0 pg/mL,
5.0 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL and 50 pg/mL were tested. Cell viability was
assessed through the MTT assay. Based on the results obtained, the doses to be
used in combination with BoNT/A at the defined concentration were defined. The
results showed that BoNT/A, at a concentration of 6 U/mL after 48 hours of exposure,
presented selective cytotoxicity against cancer cells, preserving the viability of
healthy cells. In contrast, PTX at dosages of 5.0 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL
exhibited a cytotoxic effect on both cell lines. The combination of PTX and BoNT/A
also showed cytotoxicity in both cell lines, but at concentrations of 5.0 pg/mL and
10.0 pyg/mL, it demonstrated a greater cytotoxic effect in cancer cells compared to
healthy cells. It is noteworthy that the combination of PTX and BONT/A, at a
concentration of 5.0 pg/mL, revealed a significantly higher cytotoxic effect than PTX
alone, suggesting a synergistic interaction between the compounds, while
maintaining similar cell viability for healthy cells. These findings highlight the potential
of the combination of PTX and BoNT/A as a promising approach for more effective
treatments of breast cancer, with the potential to minimize the side effects associated
with conventional treatments.

Keywords: Breast cancer; in vitro; botulinum toxin; paclitaxel; cytotoxicity; adjuvant
treatment



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Representag&o dos tipos de tumores NA0 INVASIVOS. .............ueevvevmeeninninnnnns 9

Figura 2: Perfis de potencial zeta do medicamento PTX na auséncia e presenca de
BONT/A (UML), ettt e e e e e e as 22

Figura 3: Curva de dose da BoONT/A na viabilidade celular da linhagem 4T1, avaliada
pelo ensaio de MTT nos tempos de 24 e 48 horas. Dados expressos como + média e
desvio padrao, considerando p < 0,05 como significativo (ANOVA de uma via). ...... 23

Figura 4: Curva de dose da BoNT/A na viabilidade celular da linhagem NiH3T3,
avaliada pelo ensaio de MTT nos tempos de 24 e 48 horas. Dados expressos como
+ média e desvio padrao, considerando p < 0,05 como significativo (ANOVA de uma
1= ) PP PP PPPPPPPPP 24

Figura 5: Curva de dose da paclitaxel (PTX) em diferentes concentracdes, avaliada
pela viabilidade celular por meio do ensaio de MTT nas linhagens 4T1 e NIH3T3.
Dados expressos como + média e desvio padrédo, considerando p < 0,05 como
significativo (ANOVA de UMa VIA). ......uuuuiiiieeeiiiiiiiiie et e e e 25

Figura 6: Efeito da combinacdo de PTX e BoNT/A em diferentes concentracdes na
viabilidade celular, avaliado pelo ensaio de MTT nas linhagens 4T1 e NIH3T3.Dados
expressos como + média e desvio padrao, considerando p < 0,05 como significativo
(ANOVA 0B UMEB VIA). ..ttt 26

Figura 7: Efeito isolado do PTX e da combinagdo de PTX com BoONT/A em
diferentes concentracbes na viabilidade celular, avaliado pelo ensaio de MTT na
linhagem 4T1. Dados expressos como + média e desvio padrdo, considerando p <
0,05 como significativo (ANOVA de UMa Via)..........ooeuuruiiiieee e 26

Figura 8: Efeito isolado do PTX e da combinacdo de PTX com =BoNT/A em
diferentes concentracbes na viabilidade celular, avaliado pelo ensaio de MTT na
linhagem NiH3T3. Dados expressos como + média e desvio padrao, considerando p
< 0,05 como significativo (ANOVA de uma Via). .......cccoeeeeiiiiiiiiiiiiii e 27



ACS
BoNT
BoNT-A
CDIS
CLIS

DMEM

DNA
HIAE
INCA
MTT
NAPs
NCI
OMS
PALS
PARP
PTX
RE
RP
TNBC
uv
ZP

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Sociedade Americana contra o Cancer (do inglés, American Cancer Society)
Toxina Botulinica

Toxina botulinica tipo A

Carcinoma Ductal In Situ

Carcinoma Lobular In Situ

Meio Dulbecco's Eagle Modificado (do inglés, Dulbecco's Modified Eagle
Medium)

Acido desoxirribonucleico (do inglés, Deoxyribonucleic Acid)

Hospital Israelita Albert Einstein

Instituto Nacional do Cancer

Brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5 difeniltetrazélio

Proteinas ndo toxicas associadas a neurotoxina

Instituto Nacional do Cancer (do inglés, National Cancer Institut)
Organizacdo Mundial da Saude

Analise de fase de dispersédo de luz (do inglés, Phase Analysis Light Scattering)
poli(ADP-ribose) polimerase

Paclitaxel

Receptor de Estrogénio

Receptor de Progesterona

Céancer de Mama Triplo-Negativo (do inglés Triple-negative breast cancer)
Ultravioletas

Potencial Zeta (do inglés, Zeta Potential)



SUMARIO

(RS0 ] 51U 07X T 6
I 071 L1 = = TP 6
I %= T o Vo =T g [ IR 1Y F= T = SRS 7
1.2 ABORDAGENS TERAPEUTICAS ..ot tes et 10
IC TN =7 X2 I 179 ={ TR 12
1.4 TOXINA BOTULINICA ..ottt 14
2 OBJIETIVOS......ooooeeieeeetete ettt 18
2.1 OBIETIVO GERAL ..ottt 18
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......coooieeceeeeceeeee et ssn s sen s 18
3 MATERIAL E METODOS........cooiiieieeseeeeseeteseetesee st es st 19
3.1 CARACTERIZACAO DA ASSOCIAGCAO ENTRE PTX E BONT/A.....ccovvevvevrinnen. 19
3.2 LINHAGEM CELULAR ....c..c.oviiieeeeesteseeeees e tesie s sstsses st sasnesnassensen s 19
3.3 CULTURA CELULAR .....c.otitieiieeseeesseses s eetesee s eestsses st sesse st 19
3.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (MTT) c.ooviuieeiseeessceieeeeeeeseesesssssses s, 20
3.5 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 21
A RESULTADOS ..ottt n s 22
4.1 CARACTERIZACAO DA ASSOCIACAO ENTRE PTX E BONT/A.....ccocooieeenenne. 22
4.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (MTT) c.couiiieieeeieieeeeeeseseeese s, 23
B DISCUSSAD ......coieeeeeeeeeeeee ettt s st sa st n st s s s n st nenneees 28

B CONCLUSAOD ..o e et e e e e e et e e et e e e s e e et et e e et e e e e e esaeseranes 33



1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

O corpo humano é composto por trilhdes de células que crescem,
dividem-se e morrem de maneira controlada. No entanto, quando as células de um
tecido ou o6rgdo crescem de forma desordenada, tornam-se cancerosas. Nesse
cenario, o processo de apoptose (morte celular programada) € interrompido,
permitindo a formacdo de novas células anormais, que resultam em tumores
(Oncoguia, 2017; INCA, 2022).

O crescimento e amadurecimento celular sdo coordenados pelas acdes
de genes especificos que controlam a divisdo celular, reparam erros no DNA e
promovem a apoptose (INCA, 2022). Alteracdes ou mutagdes nesses genes podem
comprometer essas funcdes, resultando em crescimento celular desordenado, um
fator-chave no desenvolvimento do cancer. Os principais genes envolvidos nesse
processo sao: oncogenes, genes supressores de tumores e genes de reparo do
DNA. Normalmente, o surgimento de tumores envolve alteragcbes em mais de um
desses tipos de genes em uma Uunica célula (ACS, 2022). Uma das principais
complicacBes do cancer € a formacdo de metastases. Nesse processo, as células
cancerigenas se desprendem do tumor primario e migram para outros 6rgaos e
tecidos por meio da corrente sanguinea ou do sistema linfatico (NCI, 2021; ACS,
2024).

O céancer € uma doenca multifatorial, cujo desenvolvimento pode ser
influenciado por fatores externos e internos. Entre as causas externas, destacam-se
a exposicao a substancias quimicas, consumo de alcool, uso de drogas, tabagismo,
poluicdo, radiacbes ionizantes, raios-ultravioleta (UV), infecgbes, alimentacao
inadequada, sedentarismo e obesidade. Ja as causas internas estdo associadas a
fatores hormonais, condi¢cdes imunoldgicas e alteracdes genéticas (NCI, 2015). Além
disso, o envelhecimento € um fator significativo para o surgimento do cancer, pois as
taxas de incidéncia aumentam progressivamente com a idade (NCI, 2021; INCA,
2023).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2024), cerca de 1 em
cada 5 pessoas desenvolvera cancer ao longo da vida. Entre os tipos mais

prevalentes estdo os canceres de pulmao, mama, colon e reto, prostata, estbmago e
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pele (ndo melanoma). Em termos de mortalidade, os dados de 2020 destacaram o

cancer de pulméo como o principal responsavel, com 1,8 milhdo de mortes, seguido
pelos canceres de colon e reto (916 mil), figado (830 mil), estbmago (769 mil) e
mama (685 mil) (OMS, 2022). Dados publicados pela OMS em 2022, indicaram
aproximadamente 20 milh6es de novos casos de céncer e 9,7 milhdes de mortes
neste ano. No entanto, revisdes baseadas em dados demograficos apontam que o
namero anual de novos casos chegara a 35 milhdes até 2050, um aumento de 77%
em relacdo aos dados de 2022 (Bray et al., 2024).

Esses numeros refletem um crescimento significativo nos indices de
incidéncia e mortalidade ao longo dos anos. Entretanto, estima-se que entre 30% e
50% dos casos de cancer possam ser evitados por meio de medidas preventivas.
Adotar habitos saudaveis, como manter uma alimentacdo balanceada, realizar
atividades fisicas regularmente, evitar o tabagismo e moderar o consumo de &lcool,
desempenha um papel crucial na prevencédo da doenca. Além disso, a reducao da
exposicdo a substancias nocivas, como poluentes e produtos quimicos, contribui
significativamente para diminuir os riscos. A implementacdo de estratégias globais
de prevencdo e deteccao precoce é fundamental no ambito dos sistemas de salde.
O diagndstico precoce e o tratamento adequado aumentam consideravelmente as
chances de remissdo completa, elevando as taxas de cura e proporcionando melhor
qualidade de vida aos pacientes (OMS, 2022; INCA, 2024).

1.1.1 Cancer de Mama

No Brasil, o cancer de mama é o tipo mais comum entre as mulheres,
excluindo os tumores de pele ndo melanoma. A doenca afeta todas as regides do
pais, mas os maiores indices de incidéncia sdo registrados nas regides Sul e
Sudeste. A idade € um dos principais fatores de risco para o cancer de mama, com a
maioria dos casos diagnosticados em mulheres acima de 50 anos. Embora raro, o
cancer de mama também pode ocorrer em homens, representando cerca de 1% dos
casos totais (INCA, 2019, 2023).

Para cada ano do triénio 2023-2025, sdo estimados 73.610 novos casos
de cancer de mama, com uma taxa ajustada de 41,89 casos por 100 mil mulheres.
Este tipo de cancer € a principal causa de morte oncoldgica entre as mulheres no

Brasil, com variacdes regionais significativas. Em 2022, a taxa de mortalidade
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ajustada pela idade, com base na populacdo mundial, foi de 12,3 6bitos por 100 mil

mulheres. As regifes Sul e Sudeste apresentaram as maiores taxas de mortalidade,
com 13,60 e 13,16 obitos por 100 mil mulheres, respectivamente. As regides Centro-
Oeste (12,06 6bitos por 100 mil), Nordeste (10,78 oObitos por 100 mil) e Norte (9,73
Obitos por 100 mil) seguem na sequencia (INCA, 2024).

O céncer de mama, assim como 0S outros canceres, resulta de uma
disfuncdo celular que faz com que certas células do corpo crescam e se
multipliguem de maneira desordenada, levando a formacdo de um tumor. Existem
diversos tipos de cancer de mama, que podem ser classificados de diferentes
maneiras. A maioria dos canceres de mama sdo formados por tumores epiteliais,
conhecidos como carcinomas, que se originam em células que revestem os ductos e
|6bulos mamarios (Pfizer, 2019; Choi, 2023).

O cancer de mama pode ser classificado com base na disseminacéo do
tumor. Quando o tumor permanece confinado aos ductos ou l6bulos, sem invadir
tecidos vizinhos, € denominado como néo invasivo (ou carcinoma in situ). Por outro
lado, se as células cancerosas se espalham para o tecido adjacente, o cancer é
classificado invasivo, indicando maior potencial de disseminacéo para outras partes
do corpo (Harbeck et al., 2019; HIAE, 2023).

Dentre os tumores néo invasivos, tem-se o carcinoma ductal in situ (CDIS)
e o carcinoma lobular in situ (CLIS). O CDIS é caracterizado por lesdes neoplasicas
epiteliais nos ductos mamarios, sem invasdo dos tecidos circundantes (Figura 1). O
CDIS corresponde a cerca de 20% dos casos de cancer de mama e, geralmente, é
assintoméatico, sendo detectado principalmente por mamografias. Embora tenha
potencial de evoluir para um carcinoma invasivo, essa progressao depende de
fatores biolégicos e da agressividade das lesdes, ndao ocorrendo em todos 0s casos
(Giaquinto et al., 2022; Sathvik et al., 2024).

O CLIS é uma alteracdo nas mamas frequentemente identificada durante
uma biopsia. No CLIS, células anormais, com caracteristicas semelhantes as células
cancerigenas, proliferam no revestimento dos IGbulos mamarios, estruturas
responsaveis pela producédo de leite (Figura 1). No entanto, essas células nao
invadem as paredes dos l6bulos, permanecendo confinadas dentro da estrutura.
Embora ndo seja considerado um cancer invasivo, o CLIS é um marcador de risco,
indicando uma maior probabilidade de desenvolvimento de cancer de mama no
futuro (Renshaw; Gould, 2016; Sabel; Collins, 2017).



Figura 1: Representacgéo dos tipos de tumores nao invasivos.

Carcinoma Ductal In Situ (CDIS)

Ducto normal

Tecido adiposo

Carcinoma Lobular In Situ (CLIS)

Lébulo normal

Células
anormais

Tecido adiposo

Fonte: Winslow (2012), com adapta¢fes da autora.

Dentre os canceres de mama invasivo, o tipo mais comum é o carcinoma

invasivo, geralmente classificado como adenocarcinoma. Cerca de 75% dos casos
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correspondem ao carcinoma ductal infiltrante (CDI), que se origina nos ductos

mamarios e invade os tecidos circundantes. Por outro lado, cerca de 10% dos casos
sdo diagnosticados como carcinoma lobular infiltrante (CLI), que tem origem nos
I6bulos mamarios. Apesar das diferencas na origem celular, ambos os subtipos
possuem a capacidade de invadir tecidos adjacentes e disseminar-se para outras
partes do corpo, dando origem a metastases (Choi, 2023).

Perou e colaboradores (2000) identificaram quatro subtipos principais de
cancer de mama, com base em perfis moleculares distintos: luminal A e luminal B,
ambos expressando o receptor de estrogénio (RE); basal-like e HER2-enriquecido
(caracterizado pela superexpressdo do HER2 e auséncia de RE). Os tumores que
expressam RE e/ou receptor de progesterona (RP) séo classificados como positivos
para receptores hormonais, enquanto aqueles que néo expressam RE, RP ou HER2
sdo denominados triplo-negativos (TNBC) (Harbeck et al., 2019). Essa classificacéo
molecular melhorou a compreenséo da biologia do cancer de mama e possibilitou

abordagens terapéuticas personalizadas.

1.2 ABORDAGENS TERAPEUTICAS

Atualmente, o tratamento do cancer abrange diversas abordagens,
incluindo cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia, terapia-alvo,
imunoterapia, medicina personalizada e transplante de medula 6ssea (Oncoguia,
2023). A escolha do tratamento mais adequado para cada paciente € baseada em
varios fatores, como o tipo celular do tumor, estagio da doenca, condi¢des clinicas
do paciente, disponibilidade de medicamentos e objetivos do tratamento. Cada
abordagem pode ser usada isoladamente ou em combinagdo, de acordo com as
necessidades especificas de cada caso (OPAS, 2020; ACS, 2024).

O tratamento do cancer de mama requer uma abordagem multidisciplinar,
gque combina terapias loco-regionais, como cirurgia e radioterapia, com terapias
sistémicas. Entre as terapias sistémicas, destacam-se a terapia hormonal para
tumores com receptores hormonais positivos, quimioterapia, terapia anti-HER2 para
tumores HER2-positivos, e inibidores da poli(ADP-ribose) polimerase (PARP), para
pacientes com mutacdes nos genes BRCA. O cancer de mama triplo-negativo, que
nao expressa receptores hormonais nem HER2, corresponde a cerca de 15 a 20 %

de todos os casos de cancer de mama e geralmente requer estratégias terapéuticas
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especificas, devido a sua agressividade e & menor variedade de alvos terapéuticos

disponiveis (Harbeck et al., 2019; Smolarz; Nowak; Romanowicz, 2022).

Embora os tratamentos tenham evoluido significativamente ao longo dos
anos e contribuido para um aumento na sobrevida, os pacientes ainda enfrentam
desafios significativos. A principal preocupacdo em relacdo aos tratamentos
oncoldgicos, € a alta taxa de toxicidade, que afetam além das células cancerigenas,
as células saudaveis. Essa falta de precisdo, pode limitar a eficacia do tratamento e
aumentar a necessidade de doses mais altas, o0 que por sua vez intensifica 0s
efeitos colaterais adversos (Letai, 2017; Kaur; Bhardwaj; Gupta, 2023).

Os efeitos colaterais do tratamento oncoldgico sdo variados e podem
incluir sintomas como alopecia, hematomas, hemorragias, anemia, nauseas,
diarreia, fadiga, perda de peso, imunossupressao e aumento da vulnerabilidade a
infeccbes, entre outros. Esses sintomas impactam a qualidade de vida dos
pacientes, exigindo uma abordagem cuidadosa de suporte e acompanhamento
continuo (Gale, 2024).

A toxicidade cardiaca é um dos efeitos colaterais mais relevantes dos
tratamentos adjuvantes para o cancer de mama (Nardin et al., 2020). Em especial, a
cardiotoxicidade tardia pode surgir anos ap0s a conclusdo do tratamento e esta
associada principalmente ao uso de antraciclinas e trastuzumabe. Além disso,
terapias endoécrinas e radioterapia na parede toracica, especialmente no caso de
cancer na mama esquerda, também podem contribuir para a toxicidade cardiaca,
exigindo acompanhamento continuo dos pacientes para detec¢do precoce e manejo
adequado desses efeitos (Sledge Jr et al., 2017).

Entre as toxicidades de médio prazo que impactam significativamente a
qualidade de vida, o comprometimento da fertilidade € uma das mais importantes,
especialmente para pacientes jovens submetidas a terapias adjuvantes sistémicas
(Condorelli et al., 2019). O risco de faléncia ovariana prematura esta principalmente
associado ao uso de agentes alquilantes, como a ciclofosfamida. Em comparacéao,
as antraciclinas e os taxanos apresentam um risco intermediario para essa condi¢cao

(Demeestere et al., 2012).
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1.3 PACLITAXEL

O paclitaxel (PTX), representa um dos avancos mais importantes na
quimioterapia das ultimas duas décadas, por ter sido o primeiro agente identificado
capaz de estabilizar microtdbulos. Os microtibulos sdo polimeros proteicos longos,
em forma de tubo, formados por heterodimeros de a-tubulina e [B-tubulina,
organizados em estruturas delgadas e tubulares, que desempenham funcdes
essenciais no citoesqueleto. Eles desempenham papéis cruciais em todas as células
eucaridticas, incluindo a manutencdo da forma celular, o transporte intracelular, a
sinalizacdo celular e a divisdo celular, especialmente durante a mitose (Sherline;
Schiavone, 1977; Jordan; Wilson, 2004).

Sua descoberta revolucionou o tratamento do cancer ao interromper a
divisao celular, tornando-se uma ferramenta crucial no combate a diversos tipos de
tumores, incluindo cancer de mama, cancer endometrial, cancer de pulméo de
células ndo pequenas, cancer de bexiga e carcinoma cervical. O PTX também é
usado como um tratamento de segunda linha, para tratar sarcoma de Kaposi (Abu
Samaan et al., 2019; Algahtani et al., 2019).

O mecanismo de acdo do PTX se baseia na ligacdo aos 31 aminoacidos
N-terminais da subunidade [B-tubulina nos microtubulos. Essa interacdo induz a
fosforilagdo da B-tubulina em células diferenciadas e indiferenciadas, promovendo a
estabilizacdo do microtibulo e aumentando sua polimerizacdo. Como resultado,
esse processo culmina na morte celular. A capacidade do PTX de modular a
dindmica dos microtubulos € um dos principais mecanismos pelos quais ele exerce
seus efeitos antitumorais. Essa acdo destaca a importancia dos microtibulos na
regulacéo do ciclo celular e apoptose (Abu Samaan et al., 2019).

No tratamento do cancer de mama, o PTX é frequentemente utilizado
como terapia de primeira linha devido a sua eficacia no bloqueio da divisédo celular.
Ainda, pode atuar estabilizando os microtubulos durante a mitose, impedindo o
processo normal de despolimerizacdo, essencial para a finalizacdo da divisdo
celular. Com isso, as células cancerosas ficam retidas na fase mitotica, levando a
morte celular programada (Das et al.,, 2022; Zenjanab et al., 2024). Além disso,
estudos indicam que o PTX pode ter um impacto positivo na modulacdo da resposta
imunologica, influenciando a regulacdo de quimiocinas, citocinas e células do

sistema imunologico (Panis; Pavanelli, 2015; Wanderley et al., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/endometrium-cancer
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/bladder-cancer
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/uterine-cervix-carcinoma
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/kaposi-sarcoma
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Apesar da sua eficacia, alguns pacientes desenvolvem resisténcia ao

PTX durante o tratamento do cancer de mama, esse fator representa um grande
desafio clinico e é uma das principais causas de falha terapéutica e mortalidade
(Abu Samaan et al.,, 2019). Essa resisténcia estd associada a diversos fatores,
incluindo a superexpressdo dos transportadores da familia ABC, que expulsam o
farmaco das células, reduzindo sua eficacia. Outro fator, € a regulacdo por
microRNAs que afetam processos celulares chave, além de alteracbes em genes
especificos relacionados ao controle da mitose. Esses mecanismos permitem que as
células cancerigenas se adaptem ao tratamento, desenvolvendo resisténcia ao
tratamento medicamentoso com PTX, comprometendo a eficacia dos taxanos na
terapia oncologica (Sudo et al., 2004; Xu et al., 2009; A’Hern et al., 2013; Chen et
al., 2018).

Além da resisténcia terapéutica citada, a eficAcia do PTX também é
limitada por gerar diversos efeitos colaterais, como reacdes de hipersensibilidade e
neuropatias especificas. As reacdes de hipersensibilidade estdo associadas ao fato
de que o PTX precisa ser formulado com um veiculo a base de lipidios (6leo de
ricino polioxietilado, também conhecido como Cremophor™, e etanol anidro), devido
a sua baixa solubilidade em agua. Esses solventes melhoram a administracdo do
PTX, mas por estarem associados a efeitos adversos de reacdes de
hipersensibilidade, é necessario o uso de pré-medicacbes para reduzir 0S riscos
durante o tratamento (Vishnu; Roy, 2011; Yamamoto; Kawano; Iwase, 2011; Ma;
Mumper, 2013).

Além disso, 0 uso do PTX tem sido associado a cardiotoxicidades, como
bradiarritmias, taquiarritmias, bloqueios atrioventriculares e de ramo, e até isquemia
cardiaca. Acredita-se, que os efeitos cardiotoxicos do PTX estejam relacionados ao
Cremophor™, o solvente utilizado em sua formulagéo, o qual pode hiperestimular os
receptores de histamina nas células cardiacas, causando um influxo elevado de
histamina e aumentando o risco de toxicidade cardiaca (Rowinsky et al., 1991).

As limitacdes do PTX, como sua baixa solubilidade, efeitos colaterais
significativos, tendéncia de se acumular em tecidos ndo tumorais, ressaltam a
necessidade de desenvolver métodos mais eficazes para o direcionamento e
administracdo do PTX as células cancerigenas (Feng et al.,, 2019; Zhang et al.,
2019).
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Métodos que otimizem a entrega do PTX diretamente as células

cancerigenas ou a sua combinacdo com outros agentes terapéuticos, podem néo
apenas aumentar sua eficacia, mas também reduzir os efeitos adversos associados
a sua toxicidade sistémica. Diversos estudos, vem demonstrando que estratégias de
combinacdo de agentes quimioterdpicos com outros agentes terapéuticos, sdo
eficazes em diversos aspectos da terapia oncolégica, podendo melhorar
significativamente os resultados clinicos. As combinacfes terapéuticas, podem
potencializar a eficacia terapéutica, reduzir a toxicidade acumulativa, minimizar a
resisténcia ao tratamento, atuar de forma sinérgica, atuando em diferentes vias
metabdlicas ou moleculares das células, diminuindo a toxicidade dos medicamentos
e a inibicdo do crescimento tumoral, superando em muitos casos, os resultados
obtidos com a utilizagdo de um Unico medicamento (Ma; Waxman, 2008; Zenjanab
et al., 2024).

1.4 TOXINA BOTULINICA

Estudos recentes e preliminares apresentam a toxina botulinica (BoNT),
como um potencial agente terapéutico anticancerigeno. Amplamente conhecida por
sua aplicacdo estética para suavizar rugas, também tem sido explorada em
tratamentos médicos, incluindo o tratamento de cancer. Embora a BONT nédo seja
uma terapia convencional contra o cancer, ha pesquisas emergentes sugerindo seu
potencial em alguns contextos oncolégicos (Safarpour; Tavassoli; Jabbari, 2024).

A BONT, é produzida pela bactéria anaerébia Gram-positiva Clostridium
botulinum, a mesma € composta por sete subtipos antigénicos (A, B, C, D, E, F e G)
(Huang; Foster; Rogachefsky, 2000; Eleopra et al., 2004; Barash; Arnon, 2014,
Dover et al., 2014). A BoNT consiste em um complexo de protoxinas, composto pela
neurotoxina botulinica e diversas proteinas ndo téxicas associadas a neurotoxina
(NAPs). As NAPs protegem as BoNT do ambiente hostil do trato gastrointestinal e
facilitam sua passagem pela barreira epitelial intestinal antes de serem liberadas na
circulacado sistémica (Dembek; Smith; Rusnak, 2007; Kutschenko et al., 2019).
Devido a essa caracteristica, a ingestdo oral dessas toxinas, por meio de alimentos
contaminados (intoxicagéo), causa o botulismo, uma doenca grave cujo nome deriva
do latim botulus (salsicha). Esta condicdo € caracterizada pela sindrome

neuroparalitica, que pode ser fatal (Erbguth, 2004).
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Atualmente, apenas a toxina botulinica tipo A (BoNT/A), comumente

chamada de “Botox”, é aprovada para uso clinico, dado seu perfil clinico
relativamente seguro (Frampton; Easthope, 2003). A BoNT/A tem uma ampla gama
de indicagOes terapéuticas, no entanto, a aplicagdo mais conhecida e utilizada da
toxina botulinica é na &rea estética, onde ela é utilizada para prevenir e reduzir rugas
faciais dinamicas, através do relaxamento muscular. Entretanto, seu uso néo se
limita a area estética. Nas ultimas décadas a BoNT se tornou um forte candidato
terapéutico no tratamento de diferentes distdrbios médicos, com base em sua
capacidade de inibir a liberacdo de acetilcolina e neurotransmissores de dor das
vesiculas pré-sinapticas (Rossetto et al., 2021; Pirazzini; Montecucco; Rossetto,
2022; Safarpour; Jabbari, 2023).

A BoNT, j4 é considerada como o tratamento de escolha para diversos
distarbios do movimento, como distonia cervical, blefaroespasmo, espasmo
hemifacial, distirbios espasticos musculares grandes, enxaqueca, bexiga
neurogénica, entre outros (Brin, 2009; Jankovic, 2017; Phan et al., 2021). O mesmo
mecanismo anticolinérgico torna as BONT eficazes para o tratamento da
espasticidade, um sintoma comum associado a condigcdes como acidente vascular
cerebral, paralisia cerebral e trauma cerebral ou medula espinhal (Brown; Schitz;
Simpson, 2014; Safarpour; Jabbari, 2023).

Na éarea dermatoldgica € utilizada para hidrocistomas écrinos, poros
dilatados, quelbides e cicatrizes hipertréficas, hidradenite supurativa, hiperidrose,
hipertrofia do musculo masseter e das glandulas salivares, reducéo da formacéo de
cicatrizes poés-operatorias (cirurgias mamarias), entre outros (Chen et al., 2020;
Alster, 2020; Winayanuwattikun et al., 2023).

Além disso, a terapia com BoNT/A vem sendo estudada e utilizada para o
tratamento de uma variedade de problemas associados ao céancer. Como por
exemplo, gastroparesia secundaria ao tratamento cirdrgico do cancer esofagico
local, estenose esofagica pos-cirurgica e fistula parétida e hiperidrose gustativa que
podem se desenvolver apos céancer de pardtida. Também, vem sendo muito
estudada para o tratamento de diferentes tipos de dores associadas ao cancer ou as
dores ocasionadas pelos tratamentos medicamentosos, cirlrgicos ou radioativos
(Grenda, 2022; Kim; Choi, 2022; Mittal; Jabbari, 2020).

Os efeitos antitumorais da toxina, embora ainda em estagios iniciais de

pesquisa, estdo associados ao fato de a BONT/A interferir na sinalizacao celular,



16
impactando na proliferagédo celular. Alguns mecanismos de agdo vém sendo

proposto, como: modulacdo do microambiente tumoral, no qual a toxina pode alterar
a atividade do sistema nervoso, afetando a angiogénese e a invasdo tumoral,
potencialmente reduzindo a propagacao do cancer. Além disso, acredita-se que a
toxina possa interferir na comunicacdo entre as células tumorais e o sistema
imunologico, promovendo um microambiente que dificulte o crescimento do tumor
(Karsenty et al., 2009; Proietti et al., 2012; Bandala et al., 2013; Bandala et al., 2015;
Coarfa et al. 2018).

Recentemente, estudos in vitro e in vivo apontam que a BoNT/A possui
potencial terapéutico relevante, demonstrando capacidade de retardar a progressao
e o0 desenvolvimento de células de cancer de mama, préstata, célon e
neuroblastoma por meio de diferentes mecanismos moleculares (Ansiaux et al.,
2006, Karsenty et al., 2009; Bandala et al., 2015; He et al., 2016; Rust et al., 2016;
Coarfa et al.,, 2018; Shebl, 2019; Safarpour; Tavassoli; Jabbari, 2024). Essas
descobertas sugerem que o BONT pode ser uma estratégia promissora para
tratamentos combinados ou alternativos no combate ao cancer de mama, podendo
reduzir os efeitos adversos associados aos tratamentos convencionais e melhorar a
eficacia terapéutica. Visto que, o tratamento padrdo do cancer de mama
frequentemente envolve o uso de gquimioterapia com agentes como o PTX, que,
apesar de sua eficacia no combate ao tumor, estd associado a diversos efeitos
colaterais adversos.

Esses efeitos podem comprometer significativamente a qualidade de vida
dos pacientes, prejudicando sua adesdo ao tratamento e, consequentemente, o
sucesso terapéutico em longo prazo. Em vista disso, a busca por alternativas
terapéuticas que reduzam os efeitos colaterais e melhorem a eficacia do tratamento
se torna cada vez mais urgente. Nesse contexto, a BoNT/A surge como uma
possivel estratégia inovadora. Integra-la ao tratamento oncologico poderia
representar um avanco significativo, ndo apenas ao melhorar os resultados clinicos,
mas também ao proporcionar uma abordagem mais direcionada e menos invasiva,
com o potencial de reduzir os efeitos adversos comuns nos tratamentos
convencionais. A utilizacdo do BoNT/A no tratamento do cancer de mama poderia,
assim, contribuir para a melhoria da qualidade de vida dos pacientes, ao mesmo
tempo que amplia as opcdes terapéuticas, oferecendo uma alternativa promissora

no manejo dessa condicédo desafiadora.
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Nesse sentido, o objetivo do presente estudo é avaliar a eficacia

anticancerigena da BoONT/A isolada e associada ao PTX, através da analise de
viabilidade celular da linhagem celular imortalizada de cancer de mama (4T1). Além
disso, comparar os efeitos em linhagem celular imortalizadas de fibroblastos
saudaveis (NiH3T3). Este trabalho visa contribuir para uma melhor compreensao dos
potenciais efeitos terapéuticos da BoNT/A no tratamento do cancer de mama, bem
como para a avaliacao de sua seletividade em células cancerigenas em comparacao

com células saudaveis.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos citotdéxicos da BoNT/A isolada e associada ao PTX em
linhagem celular imortalizada de cancer de mama (4T1) e em linhagem celular

imortalizadas de fibroblastos murinos (NiH3T3).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a eficidcia da associacdo entre a BoNT/A e o farmaco PTX,
através de caracterizacdo do potencial zeta;

e Auvaliar os efeitos citotoxicos da BoNT/A isolado na linhagem celular de
cancer de mama (4T1) e em linhagem celular imortalizadas de fibroblastos murinos
(NiIH3T3);

e Avaliar os efeitos citotoxicos do PTX isolado na linhagem celular de
cancer de mama (4T1) e em linhagem celular imortalizadas de fibroblastos murinos
(NiH3T3);

e Avaliar os efeitos citotoxicos da associacdo entre a BoONT/A com o
farmaco PTX na linhagem celular de cancer de mama (4T1) e em linhagem celular

imortalizadas de fibroblastos murinos (NiH3T3).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DA ASSOCIACAO ENTRE PTX E BoNT/A

As medi¢cbes do potencial zeta (ZP) foram realizadas usando um
analisador NanoBrook Omni ZP (Brookhaven Instruments Corp., EUA) com um laser
de diodo vermelho padréo de 40 mW usando a técnica de espalhamento de luz de
analise de fase (PALS). A faixa de mobilidade foi entre 1011 e 107 mV, a faixa ZP foi
entre =500 e 500 mV e o angulo de espalhamento foi de 15°. As amostras foram
medidas em agua Milli-Q e as medicdes foram conduzidas em triplicata a 20 £ 1 °C
(Dal B0 et al., 2014; Micheletto et al., 2015; Dos Santos et al., 2016; Dos Santos et
al., 2018).

3.2 LINHAGEM CELULAR

Para realizacdo do presente estudo, foi utilizado linhagem celular
imortalizada de céancer de mama murino (BALB/C Fémeas) (4T1). A escolha da
linhagem celular foi baseada no fato de ser uma linhagem caracterizada e
amplamente utilizada na literatura cientifica (Abdel-Ghany et al., 2024; Satam et al.,
2024). promovendo comparacgdes e interpretacdes entre diferentes estudos. A fim de
promover comparac¢ao dos resultados em células saudaveis, foi utilizado a linhagem
celular imortalizada de fibroblastos murinos (NiH3T3), por ser amplamente utilizada

como controle em estudos de citotoxicidade de diferentes compostos.

3.3 CULTURA CELULAR

As células (4T1 e NiH3T3) foram cultivadas em garrafas de plastico de 25
cm?, com meio Dulbecco's Eagle Modificado (DMEM), suplementadas com 10% de
soro fetal bovino, Penicilina (100 unidades/mL) e Estreptomicina (100 mg/mL). Para
0 crescimento e adesdo celular, as células foram mantidas em uma estufa
umidificada, com atmosfera de 5 % de CO2 a 37 °C. As trocas de meio foram
realizadas em dias alternados, até se obter uma confluéncia de células viaveis (80
%), para o desenvolvimento dos experimentos in vitro. Ao obter a confluéncia

necessaria, as células foram tripsinizadas. Para isso foi retirado o DMEM da garrafa
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e adicionado 4 mL de tripsina durante 5 min, ou até as células ficarem em

suspensao. Em seguida, foi adicionado 4 mL de DMEM completo para neutralizar a
tripsina.

Em seguida, foi realizada a contagem do namero total de células, na camara
Neubauer e realizada a diluicdo dessas células em meio DMEM na concentracéo de
10* células/poco e plaqueadas em uma placa de cultura de fundo plano de 96 pocos.
As mesmas foram incubadas por 24 horas em uma incubadora umidificada, com
atmosfera de 5 % de CO2 a 37 °C, a fim de proporcionar a aderéncia das células na
superficie da placa (De Pieri et al., 2024).

ApoOs o periodo de incubacdo as células foram tratadas com a BONT/A
isolada, PTX isolado e com a associacdo entre eles. Para a BoNT/A isolada foi
realizado uma curva de concentracdo (0,5 U/mL, 2,0 U/mL e 6,0 U/mL) no tempo de
24 h e 48 h, para determinar a melhor concentragdo para associar ao farmaco PTX.
Para construir a curva de dose da PTX, foram testadas concentracfes de 0,5 pg/mL,
1,0 pg/mL, 5,0 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL e 50 pg/mL. Com base nos resultados
obtidos, foram definidas as doses a serem utilizadas em combinagdo com a BoNT/A
na concentracéo definida.

O tratamento foi realizado de forma idéntica em ambas as linhagens

celulares, por um periodo de 48 h em atmosfera contendo 5 % de CO2 a 37 °C.

3.4 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (MTT)

A viabilidade celular, foi avaliada através da reducédo do brometo de 3-4,5-
dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio (MTT). Ao ser reduzido, o MTT forma cristais de
formazan, um sal de coloracdo roxa e insolivel em agua. Essa reacdo de reducédo
ocorre nas mitocondrias das células, fazendo com que a viabilidade celular seja
diretamente proporcional a producao dos cristais de formazan (Mosmann, 1983).

Neste estudo, apds o tempo de incubacdo de 48 horas das células com
os tratamentos especificos, foi retirado o sobrenadante e 100 pL da solugédo de MTT
(0,5 mg/mL) foi adicionado em cada poco. Na sequéncia, a placa foi incubada por
trés horas em uma estufa a 37 °C e 5 % de COz2 para permitir a reagéo de formagéo
do formazan.

Apo6s o periodo de incubagdo, o sobrenadante celular foi removido e os

cristais de formazan foram dissolvidos em 100 pL alcool isopropilico. Por fim, a placa
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foi analisada em um leitor de placas por absorbancia, no comprimento de onda de

570 nm.

A viabilidade celular foi determinada, através da comparacdo dos
resultados das absorbancias dos grupos testes, com as absorbancias do grupo
controle incubado apenas com DMEM, ou seja, 0 grupo que possui apenas células
viaveis. Sendo assim, os resultados foram apresentados em porcentagem de
viabilidade celular, onde o grupo controle mimetiza 100 % de células vivas (De Pieri
et al., 2024).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas seréo realizadas com o software GraphPad Prism,
versdo 9.1.1. A distribuicdo das variaveis foi avaliada por meio do teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Para as andlises de viabilidade celular, foi utilizado
ANOVA one-way. Os dados serdo apresentados como média + desvio padréo,
considerando valores de p < 0,05 como estatisticamente significativos. Todos os
testes foram realizados em triplicatas, para cada concentragédo do tratamento e para

os controles, sendo repetidas quatro vezes em dias alternados.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA ASSOCIACAO ENTRE PTX E BoNT/A

A andlise do potencial zeta (ZP) foi realizada para avaliar a influéncia do
farmaco BoONT/A na carga superficial da PTX. Os resultados demonstraram uma
mudanca significativa no ZP das particulas, sugerindo que a interacdo entre a
BONT/A e o PTX ocasionou a formagdo de uma camada na superficie do PTX,
confirmando o processo de associacao.

Os resultados demonstram alteracbes no ZP do PTX em diferentes
concentracbes de BONT/A (Figura 2). Observa-se, que o0 aumento das
concentragbes de BoNT/A, ocasionam um aumento nos valores positivos de ZP,
sugerindo interacdes de superficie e eletrostaticas entre 0 PTX e BoNT/A.

O revestimento do PTX com BONT/A estabilizou a solucdo de forma
marginal a partir de 1,0 U /mL, e, além dessa concentracdo ndo foram observadas
mudancas significativas nos valores de ZP com a adi¢cao de BoNT/A.
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Figura 2: Perfis de potencial zeta do medicamento PTX na auséncia e presenca de BoNT/A (U/mL).
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4.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (MTT)

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o ensaio de MTT, que permite
a quantificacdo da viabilidade das células em resposta aos tratamentos avaliados.
No presente estudo, foram utilizadas células da linhagem 4T1, um modelo de cancer
de mama murino, e fibroblastos NiH3T3, como controle. As linhagens celulares
foram expostas aos tratamentos com PTX e BoONT/A, isolados e combinados.

Para determinar a concentracdo e o tempo de exposi¢cdo mais adequados
para associar a BONT/A a PTX, foi realizada uma curva de dose e tempo utilizando
trés concentracdes de BoNT/A (0,5; 2,0 e 6,0 U/mL) em dois tempos de exposicéo
diferentes (24 e 48 horas) (Figura 3). Ap6s 24 horas de tratamento, nenhuma das
concentracOes testadas reduziu significativamente a viabilidade celular, indicando
auséncia de citotoxicidade (viabilidade > 70%). Contudo, apdés 48 horas de
exposicao, a concentracdo de 6,0 U/mL resultou em uma reducado significativa da

viabilidade celular, alcancando valores inferiores a 70%.

4T1
24 horas
5 = 100+ T T 48 horas
§§ 80- /
c - - ey
[¢D) . T
38 60
T O
=T 40-
8L
> 20
0- T T T
0,5 2 6

Dose BONT/A (U/mL)

Figura 3: Curva de dose da BoNT/A na viabilidade celular da linhagem 4T1, avaliada pelo ensaio de
MTT nos tempos de 24 e 48 horas. Dados expressos como + média e desvio padrao, considerando p
< 0,05 como significativo (ANOVA de uma via).

Os efeitos da BoONT/A também foram avaliados em linhagem celular
saudavel (NiIH3T3). Os resultados, representados na Figura 4, demonstram que
apos 24 horas e 48 horas de exposicdo ao tratamento, ndo houve reducgdo

significativa na viabilidade celular em nenhuma das concentracdes testadas, ou seja,
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a viabilidade celular permaneceu superior a 70%, em todas as doses testadas,

indicando auséncia de citotoxicidade. Esses resultados demonstram a seguranca da

BoNT/A em células saudaveis, nas condi¢cdes analisadas.
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Figura 4: Curva de dose da BoNT/A na viabilidade celular da linhagem NiH3T3, avaliada pelo ensaio
de MTT nos tempos de 24 e 48 horas. Dados expressos como + média e desvio padrdo,
considerando p < 0,05 como significativo (ANOVA de uma via).

Apods a definicdo da dose e do tempo de exposicao ideais para a BoNT/A,
foi realizada uma curva de dose para determinar as concentracdes de PTX a serem
utilizadas na associagcdo com a BoNT/A. A Figura 5 apresenta os resultados da
curva de dose de PTX em diferentes concentragbes (0,5; 1,0; 5,0; 10; 20 e 50
pg/mL), avaliados nas células 4T1 e NIH3T3 apos 48 horas de exposicao.
Praticamente todas as doses avaliadas ocasionaram efeito citotdéxico (viabilidade
celular < 70%) em ambas as linhagens celulares. Entretanto nas concentragdes de
50 pg/mL, 10,0 pg/mL e 20,0 pg/mL, o efeito citotoxico foi maior nas células
tumorais 4T1, ou seja, houve uma reducgéo significativa na viabilidade celular das
células 4T1, em comparagdo com a viabilidade celular das células NiH3T3. N&o

foram observadas diferencas estatisticas nas demais concentra¢cfes analisadas.
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Figura 5: Curva de dose da paclitaxel (PTX) em diferentes concentra¢c@es, avaliada pela viabilidade
celular por meio do ensaio de MTT nas linhagens 4T1 e NIH3T3. Dados expressos como + média e
desvio padrao, considerando p < 0,05 como significativo (ANOVA de uma via).

Apos a definicdo da dose de BONT/A e das concentracfes de PTX para a
associacdo, foram realizados os testes com os tratamentos combinados. Os
resultados, apresentados na Figura 6, mostram os efeitos da associagdo de PTX
(0,5; 1; 5; 10 e 20pg/mL) e BoNT/A (6 U/mL) sobre a viabilidade celular das
linhagens 4T1 e NiH3T3. Todas as doses da associacdo avaliadas ocasionaram
efeito citotdéxico (viabilidade celular < 70%) em ambas as linhagens celulares.
Entretanto nas concentracbes de 5,0 ug/mL e 10,0 pg/mL foi observada uma
reducdo estatisticamente significativa na viabilidade celular das células 4T1 em
comparacao as células NiH3T3, demonstrando um potencial citotoxico maior nas
células cancerigenas. Além disso, a citotoxicidade da dose de 10,0 pg/mL, se
assemelha a citotoxicidade da dose de 5,0 pg/mL, evidenciando que é possivel
alcancar o mesmo efeito citotoxico com uma dose menor. As demais concentragdes

ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes.
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Figura 6: Efeito da combinacdo de PTX e BoNT/A em diferentes concentragdes na viabilidade
celular, avaliado pelo ensaio de MTT nas linhagens 4T1 e NIH3T3.Dados expressos como + média e
desvio padrao, considerando p < 0,05 como significativo (ANOVA de uma via).

Afim de determinar a dose com melhor efeito citotdéxico da associagéo de
PTX com BoNT/A, foi realizado a comparacao entre o efeito da dose de PTX isolado,
com a mesma dose combinada com BoNT/A. Os resultados obtidos para a linhagem
celular 4T1 (Figura 7), indicam uma diferenca estatisticamente significativa na
concentracdo de 5 pg/mL, demonstrando que a combinacdo de PTX e BoNT/A
mostrou maior citotoxicidade em comparacdo ao PTX isolado, destacando o

potencial sinérgico dos compostos quando administrados em conjunto.
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Figura 7: Efeito isolado do PTX e da combinacdo de PTX com BoNT/A em diferentes concentractes

na viabilidade celular, avaliado pelo ensaio de MTT na linhagem 4T1. Dados expressos como + média
e desvio padrdo, considerando p < 0,05 como significativo (ANOVA de uma via).
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A Figura 8 apresenta os efeitos do PTX, administrado isoladamente e em

combinagdo com a BoNT/A, na viabilidade celular da linhagem NiH3T3. No geral,
nao foram identificadas diferencas estatisticamente significativas entre as doses
testadas, exceto na concentracdo de 20 pg/mL. Nessa dose, a combinacdo do
farmaco PTX com a BONT/A reduziu significativamente a viabilidade celular em
comparacdo ao PTX isolado. Entretanto, vale destacar que os efeitos citotoxicos
observados com a dose de 20 pg/mL, sé@o equivalentes aos efeitos da dose de 5
pg/mL nas células tumorais 4T1. Isso indica que é possivel alcancar o mesmo efeito
citotéxico em células cancerigenas utilizando uma dose menor de farmaco, o que
torna a dose de 20 pug/mL menos viavel para uso terapéutico.

Dessa forma, a dose de 5 pg/mL de PTX associado a BoNT/A, se
demonstra como uma alternativa terapéutica, visto que apresentou maior efeito
citotéxico em células cancerigenas, mantendo semelhante a viabilidade celular das

células saudaveis.
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Figura 8: Efeito isolado do PTX e da combinacdo de PTX com BoNT/A em diferentes concentracdes
na viabilidade celular, avaliado pelo ensaio de MTT na linhagem NiH3T3. Dados expressos como +
média e desvio padrao, considerando p < 0,05 como significativo (ANOVA de uma via).
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5 DISCUSSAO

O cancer de mama é uma das neoplasias mais prevalentes no mundo,
sendo uma das principais causas de mortalidade entre as mulheres. O tratamento
dessa doenca frequentemente se baseia no uso de farmacos quimioterapicos, como
o PTX, que é amplamente utilizado devido a sua capacidade de inibir a divisdo
celular, promovendo a morte de células tumorais (Algahtani et al., 2019). No entanto,
esses tratamentos apresentam limitagbes importantes, principalmente devido aos
efeitos colaterais severos, como neurotoxicidade, fadiga, nauseas e danos a células
saudaveis, comprometendo significativamente a qualidade de vida dos pacientes.
Nesse contexto, a BoNT/A surge como uma alternativa coadjuvante promissora.
Além de potencializar a acgdo antitumoral do PTX, a BONT/A apresenta
caracteristicas Unicas, como a seletividade por células tumorais, o que contribui para
reduzir a toxicidade em tecidos saudaveis (Rust et al., 2016; Shebl, 2019; Akpinar et
al., 2019; Demir; Duman; Nariroglu, 2024).

Primeiramente, o presente estudou avaliou a interacdo do farmaco PTX
com a BoNT/A, demonstrando que a interacdo entre ambos, resultou em uma
mudanca significativa na carga de superficie das moléculas de PTX. Inicialmente, o
ZP do PTX na concentracdo de 20 pug/mL, na auséncia de BoNT/A em agua Milli-Q,
foi de aproximadamente 2,3 £ 0,4 mV. Esse valor de ZP indica uma estabilidade
coloidal marginal, o que pode comprometer a efichcia de sistemas terapéuticos
devido a maior suscetibilidade a agregacao das particulas (Dal B6 et al., 2014,
Micheletto et al., 2015; Dos Santos et al., 2016; Dos Santos et al., 2018).

No entanto, ao associar o PTX com a BONT/A, ocorreu uma alteracdo no
ZP, indicando que a BoNT/A forma uma camada de revestimento ao redor do PTX,
contribuindo para a estabilizacdo coloidal marginal das particulas. Esse efeito
estabilizador foi evidente a partir da concentragéo de 1 U/mL de BoNT/A, momento
em que nao foram observadas alteragdes adicionais no ZP, mesmo com 0 aumento
da concentracéo de PTX.

A estabilizacédo coloidal ocasionada pela BONT/A, desempenha um papel
crucial na formulagédo de sistemas terapéuticos, contribuindo para a uniformidade,
estabilidade e funcionalidade das particulas. Evitando a agregacdo de particulas, e
mantendo-as dispersas de maneira homogénea, esse processo garante maior

biodisponibilidade do medicamento, melhora sua interacdo com os tecidos-alvo e
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prolonga sua vida util. Consequentemente, a estabilizacdo coloidal facilita o

transporte eficiente e a liberacdo precisa dos farmacos, otimizando a eficacia do
tratamento e minimizando os efeitos colaterais (Abelaira et al., 2023; De Oliveira et
al., 2024).

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a concentragao de
6 U/mL de BoNT/A, em um periodo de 48 horas de exposicéao, foi eficaz na reducéo
da viabilidade celular da linhagem 4T1, evidenciando o efeito citotdxico da toxina em
células neoplasicas. Em contrapartida, a BONT/A ndo apresentou efeitos citotoxicos
significativos sobre as células normais NiH3T3 em nenhum dos periodos avaliados.
Esses achados sugerem uma possivel seletividade da BONT/A para células
tumorais, 0 que representa um avanco importante no desenvolvimento de terapias
oncolégicas mais direcionadas, capazes de preservar os tecidos saudaveis e reduzir
os efeitos colaterais indesejados.

Os dados corroboram com os resultados apresentados por Bandala et al.
(2013), que relataram a capacidade citotoxica da BoNT/A em células T47D de
cancer de mama, destacando sua maior eficacia em comparacédo as células normais
MCF10A. O estudo demonstrou que doses de 5 U/mL, por 24 horas, foram
suficientes para induzir apoptose de forma significativa nas células tumorais. Em
continuidade, Bandala et al. (2015) observaram que a BoNT/A também atuou na
diminuicdo da expressao do receptor SV2 em diferentes linhagens de céancer de
mama (T47D, MDA-MB-231 e MDA-MB-453), potencializando a apoptose. Esse
achado reforca a importancia da BoNT/A na regulacdo de alvos moleculares
especificos em células tumorais, como o receptor SV2, o que pode explicar, em
parte, sua seletividade observada nos experimentos.

Além do cancer de mama, outros estudos demonstraram a eficacia da
BoNT/A em diferentes modelos tumorais. Karsenty et al. (2009) relataram a reducéo
significativa da proliferacdo de células de cancer de prostata (LNCaP) e o aumento
da apoptose em um modelo dose-dependente, com concentragcbes variando de
0,025 a 0,1 U/mL. De maneira similar, Proietti et al. (2012) observaram que a
exposicao de células de préstata LNCaP e PC-3 a concentracdes de BoNT/A (1 a 10
U/mL) resultou em uma diminui¢do significativa no crescimento celular apés 96
horas de tratamento, com reducdes de até 25% na viabilidade celular. Esses
estudos reforcam o amplo potencial terapéutico da BoNT/A em diferentes contextos

tumorais, destacando sua acao dose-dependente e seletiva.
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A variabilidade observada nas doses de BONT/A empregadas em

diferentes estudos pode ser atribuida as caracteristicas intrinsecas de cada
linhagem celular (Purkiss et al., 2001; Cheng et al., 2013; Rust et al., 2016). Fatores
como o microambiente tumoral, a densidade de receptores especificos e a
sensibilidade das células a toxina influenciam diretamente na resposta ao
tratamento. Assim, a selecdo da dose ideal para cada tipo celular é essencial para
maximizar a eficacia terapéutica e minimizar potenciais efeitos adversos (Karsenty et
al., 2009; Proietti et al., 2012). No presente estudo, a concentracdo de 6 U/mL de
BoONT/A mostrou-se ideal para a inducdo de citotoxicidade em células 4T1, sem
comprometer a viabilidade de células ndo tumorais, indicando uma dose promissora
para futuras investigacoes.

O PTX é amplamente reconhecido como um agente quimioterapico eficaz
devido a sua capacidade de induzir citotoxicidade em células tumorais, como as
células 4T1. Seu mecanismo de acéo, baseado na estabilizacdo dos microtibulos e
no bloqueio da despolimerizacdo necessaria para a divisdo celular, é central para
sua eficacia (Sherline; Schiavone, 1977; Jordan; Wilson, 2004). No entanto, essa
caracteristica ndo é seletiva, o que explica seus efeitos téxicos em tecidos normais,
como observado nas células saudaveis NiH3T3. Essa toxicidade ndo seletiva
representa um desafio significativo na aplicacédo terapéutica do PTX, uma vez que
pode limitar sua eficacia clinica devido aos efeitos adversos associados (Feng et al.,
2019; Zhang et al., 2019).

A literatura documenta amplamente o impacto citotoxico abrangente do
PTX, sublinhando a urgéncia de otimizar sua utilizacdo por meio de intervencdes
inovadoras. Estratégias que busquem preservar sua eficacia antitumoral, ao mesmo
tempo em que reduzem os efeitos adversos, sdo fundamentais para aprimorar seu
perfil terapéutico. A revisdo de Marupudi et al. (2007) destaca as toxicidades
adversas associadas ao uso do PTX, incluindo neuropatia periférica,
mielossupressdo e toxicidade gastrointestinal, evidenciando o0s desafios
relacionados a sua aplicacdo clinica. Esses efeitos colaterais reforcam a
necessidade de estratégias que ndo apenas minimizem os danos as ceélulas
saudaveis, mas também aumentem a especificidade do farmaco.

Nesse contexto, o desenvolvimento de combinagfes terapéuticas, como a
associacdo do PTX com outros agentes, incluindo a BoNT/A, surge como uma

abordagem promissora. A combinacdo com agentes adjuvantes, como a BoNT/A,
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tem o potencial de ndo apenas mitigar a toxicidade, mas também aumentar a

seletividade do tratamento, ampliando as possibilidades de sua aplicacdo clinica
com maior seguranca e eficacia (Hajighasemlou et al., 2015).

O presente estudo inovou ao avaliar a combinagéo de PTX e BoNT/A em
células tumorais (4T1) e saudaveis (NiH3T3). Os resultados indicaram que a
associacdo, especialmente na concentracdo de 5 pg/mL, reduziu significativamente
a viabilidade celular das células tumorais, enquanto preservou a viabilidade das
células saudaveis. Este achado sugere um efeito sinérgico entre PTX e BoNT/A,
com um perfil de seguranca aprimorado em comparacgéo ao uso isolado de PTX. A
dose de 20 pg/mL, apesar de promover maior citotoxicidade em células tumorais,
apresentou menor seletividade, destacando a importancia de identificar
concentragbes otimizadas para maximizar a eficacia antitumoral com impacto
minimo em células saudaveis.

Estudos anteriores corroboram com esses achados. Hajighasemlou et al.
(2015) demonstraram que a combinacdo de BoNT/A com Herceptin melhorou a
eficacia antitumoral em células de cancer de mama SK-BR-3 e BT-474, enquanto
Demir, Duman e Nariroglu (2024) relataram que a associacdo entre BONT/A e
oxaliplatina aumentou significativamente a apoptose em células de cancer colorretal
(HT-29). Esses estudos reforcam o papel da BoONT/A como um adjuvante
terapéutico, capaz de potencializar os efeitos de diferentes quimioterapicos,
promovendo maior eficAcia em células tumorais resistentes.

Além disso, evidéncias sugerem que a BoNT/A pode melhorar a resposta
terapéutica de agentes antitumorais através de mecanismos como a sensibilizacéo
das células tumorais e o aumento da perfusdo tumoral. Ansiaux et al. (2006)
observaram que a administragcéo local de BONT/A aumentou a oxigenacgéo do tumor,
potencializando os efeitos da radioterapia e da quimioterapia, enquanto Yao et al.
(2023) demonstraram o beneficio da BoONT/A em combinagdo com tratamentos a
laser, reduzindo significativamente a gravidade de siringomas e a necessidade de
sessOes terapéuticas.

No presente estudo, a capacidade da BoONT/A de preservar células
saudaveis NiH3T3, quando associada ao PTX, reforga sua potencial seletividade
como adjuvante. Embora os mecanismos pelos quais a BoNT/A potencializa os

efeitos quimioterapicos ainda nao estejam completamente elucidados, estudos
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apontam para sua influéncia na remodelagdo vascular tumoral, permitindo melhor

penetracdo dos tratamentos (Ansiaux et al., 2006).

Esses achados sublinham a relevancia do desenvolvimento de terapias
combinadas envolvendo BoNT/A e quimioterapicos como PTX, visando maximizar a
eficacia terapéutica enquanto minimiza os efeitos colaterais. A combinagdo de
BoNT/A com PTX, particularmente em doses otimizadas como 5 pg/mL, apresenta
um perfil terapéutico promissor, abrindo novas perspectivas para tratamentos mais
direcionados e menos toxicos no combate ao cancer. Estudos futuros devem
explorar os mecanismos moleculares envolvidos na sinergia entre BONT/A e agentes
guimioterapicos, além de validar a eficacia dessa abordagem em modelos in vivo e

em ensaios clinicos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo destacam o potencial promissor da BoNT/A
como terapia adjuvante no tratamento do cancer, evidenciando seus efeitos
citotéxicos seletivos em células tumorais, com preservacdo significativa da
viabilidade de células saudaveis. O PTX, utilizado isoladamente, como ja é sabido,
também demonstrou eficacia na reducéo da viabilidade de células cancerigenas; no
entanto, seus efeitos colaterais e alta toxicidade em doses elevadas podem limitar
sua aplicacao clinica. Nesse contexto, a associa¢cdo entre PTX e BoNT/A revelou-se
promissora, combinando a eficacia do PTX com a seletividade da BoNT/A. Essa
combinagcdo ndo apenas potencializou os efeitos antitumorais em células 4T1, mas
também apresentou um perfil de seguranca aprimorado, com menor impacto em
células saudaveis.

Esses achados sugerem que a associacdo do PTX e a BoNT/A pode
oferecer uma estratégia terapéutica mais eficaz e segura, contribuindo para o
desenvolvimento de abordagens inovadoras no tratamento do céancer. Contudo, sao
necessarios estudos adicionais para elucidar os mecanismos moleculares

envolvidos e validar o potencial clinico dessa combinacéao.
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