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RESUMO 
 

O câncer de mama representa um desafio significativo de saúde pública global, 
sendo a segunda causa de morte em todo o mundo. Os tratamentos atuais 
disponíveis para essa patologia se baseiam em quimioterapia, radioterapia e 
cirurgia. Entretanto, a maior preocupação em relação aos tratamentos atuais, é sua 
toxicidade em células saudáveis, fator que aumenta os efeitos colaterais, diminuindo 
a qualidade de vida dos pacientes. Dessa forma, o presente estudo teve como 
objetivo avaliar os efeitos citotóxicos da toxina botulínica tipo A (BoNT/A) isolada e 
associada ao paclitaxel (PTX) em linhagem celular imortalizada de câncer de mama 
(4T1) e em linhagem celular imortalizada de fibroblastos murinos (NiH3T3). Para a 
BoNT/A isolada foi realizado uma curva de concentração (0,5 U/mL, 2 U/mL e 6 
U/mL) no tempo de 24 h e 48 h, para determinar a melhor concentração para 
associar ao fármaco PTX. Para construir a curva de dose da PTX, foram testadas 
concentrações de 0,5 µg/mL, 1,0 µg/mL, 5,0 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL e 50 µg/mL. 
A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de MTT. Com base nos 
resultados obtidos, foram definidas as doses a serem utilizadas em combinação com 
a BoNT/A na concentração definida. Os resultados mostraram que a BoNT/A, na 
concentração de 6 U/mL após 48 horas de exposição, apresentou citotoxicidade 
seletiva contra células cancerígenas, preservando a viabilidade das células 
saudáveis. Em contraste, o PTX nas dosagens de 5,0 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL 
exibiu efeito citotóxico em ambas as linhagens celulares. A combinação de PTX e 
BoNT/A também apresentou citotoxicidade em ambas as linhagens, mas, nas 
concentrações de 5,0 µg/mL e 10,0 µg/mL, demonstrou maior efeito citotóxico em 
células cancerígenas em comparação com células saudáveis. Destaca-se que a 
associação de PTX e BoNT/A, na concentração de 5,0 µg/mL, revelou um efeito 
citotóxico significativamente superior ao do PTX isolado, sugerindo uma interação 
sinérgica entre os compostos, ao mesmo tempo em que manteve uma viabilidade 
celular semelhante para as células saudáveis. Esses achados ressaltam o potencial 
da associação de PTX e BoNT/A como uma abordagem promissora para 
tratamentos mais eficazes do câncer de mama, com potencial para minimizar os 
efeitos colaterais associados aos tratamentos convencionais. 

 
Palavras-chave: Câncer de mama; in vitro; toxina botulínica; 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 µg/mL, 1.0 µg/mL, 
5.0 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL and 50 µg/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 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/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 µg/mL and 
10.0 µg/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 µg/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   
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 CÂNCER 

 

O corpo humano é composto por trilhões de células que crescem, 

dividem-se e morrem de maneira controlada. No entanto, quando as células de um 

tecido ou órgão crescem de forma desordenada, tornam-se cancerosas. Nesse 

cenário, o processo de apoptose (morte celular programada) é interrompido, 

permitindo a formação de novas células anormais, que resultam em tumores 

(Oncoguia, 2017; INCA, 2022).  

O crescimento e amadurecimento celular são coordenados pelas ações 

de genes específicos que controlam a divisão celular, reparam erros no DNA e 

promovem a apoptose (INCA, 2022). Alterações ou mutações nesses genes podem 

comprometer essas funções, resultando em crescimento celular desordenado, um 

fator-chave no desenvolvimento do câncer. Os principais genes envolvidos nesse 

processo são: oncogenes, genes supressores de tumores e genes de reparo do 

DNA. Normalmente, o surgimento de tumores envolve alterações em mais de um 

desses tipos de genes em uma única célula (ACS, 2022). Uma das principais 

complicações do câncer é a formação de metástases. Nesse processo, as células 

cancerígenas se desprendem do tumor primário e migram para outros órgãos e 

tecidos por meio da corrente sanguínea ou do sistema linfático (NCI, 2021; ACS, 

2024). 

O câncer é uma doença multifatorial, cujo desenvolvimento pode ser 

influenciado por fatores externos e internos. Entre as causas externas, destacam-se 

a exposição a substâncias químicas, consumo de álcool, uso de drogas, tabagismo, 

poluição, radiações ionizantes, raios-ultravioleta (UV), infecções, alimentação 

inadequada, sedentarismo e obesidade. Já as causas internas estão associadas a 

fatores hormonais, condições imunológicas e alterações genéticas (NCI, 2015). Além 

disso, o envelhecimento é um fator significativo para o surgimento do câncer, pois as 

taxas de incidência aumentam progressivamente com a idade (NCI, 2021; INCA, 

2023).  

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) (2024), cerca de 1 em 

cada 5 pessoas desenvolverá câncer ao longo da vida. Entre os tipos mais 

prevalentes estão os cânceres de pulmão, mama, cólon e reto, próstata, estômago e 
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pele (não melanoma). Em termos de mortalidade, os dados de 2020 destacaram o 

câncer de pulmão como o principal responsável, com 1,8 milhão de mortes, seguido 

pelos cânceres de cólon e reto (916 mil), fígado (830 mil), estômago (769 mil) e 

mama (685 mil) (OMS, 2022). Dados publicados pela OMS em 2022, indicaram 

aproximadamente 20 milhões de novos casos de câncer e 9,7 milhões de mortes 

neste ano. No entanto, revisões baseadas em dados demográficos apontam que o 

número anual de novos casos chegará a 35 milhões até 2050, um aumento de 77% 

em relação aos dados de 2022 (Bray et al., 2024).  

Esses números refletem um crescimento significativo nos índices de 

incidência e mortalidade ao longo dos anos. Entretanto, estima-se que entre 30% e 

50% dos casos de câncer possam ser evitados por meio de medidas preventivas. 

Adotar hábitos saudáveis, como manter uma alimentação balanceada, realizar 

atividades físicas regularmente, evitar o tabagismo e moderar o consumo de álcool, 

desempenha um papel crucial na prevenção da doença. Além disso, a redução da 

exposição a substâncias nocivas, como poluentes e produtos químicos, contribui 

significativamente para diminuir os riscos. A implementação de estratégias globais 

de prevenção e detecção precoce é fundamental no âmbito dos sistemas de saúde. 

O diagnóstico precoce e o tratamento adequado aumentam consideravelmente as 

chances de remissão completa, elevando as taxas de cura e proporcionando melhor 

qualidade de vida aos pacientes (OMS, 2022; INCA, 2024).  

 

1.1.1 Câncer de Mama  

 

No Brasil, o câncer de mama é o tipo mais comum entre as mulheres, 

excluindo os tumores de pele não melanoma. A doença afeta todas as regiões do 

país, mas os maiores índices de incidência são registrados nas regiões Sul e 

Sudeste. A idade é um dos principais fatores de risco para o câncer de mama, com a 

maioria dos casos diagnosticados em mulheres acima de 50 anos. Embora raro, o 

câncer de mama também pode ocorrer em homens, representando cerca de 1% dos 

casos totais (INCA, 2019, 2023). 

Para cada ano do triênio 2023-2025, são estimados 73.610 novos casos 

de câncer de mama, com uma taxa ajustada de 41,89 casos por 100 mil mulheres. 

Este tipo de câncer é a principal causa de morte oncológica entre as mulheres no 

Brasil, com variações regionais significativas. Em 2022, a taxa de mortalidade 
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ajustada pela idade, com base na população mundial, foi de 12,3 óbitos por 100 mil 

mulheres. As regiões Sul e Sudeste apresentaram as maiores taxas de mortalidade, 

com 13,60 e 13,16 óbitos por 100 mil mulheres, respectivamente. As regiões Centro-

Oeste (12,06 óbitos por 100 mil), Nordeste (10,78 óbitos por 100 mil) e Norte (9,73 

óbitos por 100 mil) seguem na sequencia (INCA, 2024). 

O câncer de mama, assim como os outros cânceres, resulta de uma 

disfunção celular que faz com que certas células do corpo cresçam e se 

multipliquem de maneira desordenada, levando à formação de um tumor. Existem 

diversos tipos de câncer de mama, que podem ser classificados de diferentes 

maneiras. A maioria dos cânceres de mama são formados por tumores epiteliais, 

conhecidos como carcinomas, que se originam em células que revestem os ductos e 

lóbulos mamários (Pfizer, 2019; Choi, 2023). 

O câncer de mama pode ser classificado com base na disseminação do 

tumor. Quando o tumor permanece confinado aos ductos ou lóbulos, sem invadir 

tecidos vizinhos, é denominado como não invasivo (ou carcinoma in situ). Por outro 

lado, se as células cancerosas se espalham para o tecido adjacente, o câncer é 

classificado invasivo, indicando maior potencial de disseminação para outras partes 

do corpo (Harbeck et al., 2019; HIAE, 2023).   

Dentre os tumores não invasivos, tem-se o carcinoma ductal in situ (CDIS) 

e o carcinoma lobular in situ (CLIS). O CDIS é caracterizado por lesões neoplásicas 

epiteliais nos ductos mamários, sem invasão dos tecidos circundantes (Figura 1). O 

CDIS corresponde a cerca de 20% dos casos de câncer de mama e, geralmente, é 

assintomático, sendo detectado principalmente por mamografias. Embora tenha 

potencial de evoluir para um carcinoma invasivo, essa progressão depende de 

fatores biológicos e da agressividade das lesões, não ocorrendo em todos os casos 

(Giaquinto et al., 2022; Sathvik et al., 2024).  

O CLIS é uma alteração nas mamas frequentemente identificada durante 

uma biópsia. No CLIS, células anormais, com características semelhantes às células 

cancerígenas, proliferam no revestimento dos lóbulos mamários, estruturas 

responsáveis pela produção de leite (Figura 1). No entanto, essas células não 

invadem as paredes dos lóbulos, permanecendo confinadas dentro da estrutura. 

Embora não seja considerado um câncer invasivo, o CLIS é um marcador de risco, 

indicando uma maior probabilidade de desenvolvimento de câncer de mama no 

futuro (Renshaw; Gould, 2016; Sabel; Collins, 2017).  
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Figura 1: Representação dos tipos de tumores não invasivos. 

 
Fonte:  Winslow (2012), com adaptações da autora. 

 

Dentre os cânceres 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 

mamários e invade os tecidos circundantes. Por outro lado, cerca de 10% dos casos 

são diagnosticados como carcinoma lobular infiltrante (CLI), que tem origem nos 

lóbulos mamários. Apesar das diferenças na origem celular, ambos os subtipos 

possuem a capacidade de invadir tecidos adjacentes e disseminar-se para outras 

partes do corpo, dando origem a metástases (Choi, 2023).  

Perou e colaboradores (2000) identificaram quatro subtipos principais de 

câncer de mama, com base em perfis moleculares distintos: luminal A e luminal B, 

ambos expressando o receptor de estrogênio (RE); basal-like e HER2-enriquecido 

(caracterizado pela superexpressão do HER2 e ausência de RE). Os tumores que 

expressam RE e/ou receptor de progesterona (RP) são classificados como positivos 

para receptores hormonais, enquanto aqueles que não expressam RE, RP ou HER2 

são denominados triplo-negativos (TNBC) (Harbeck et al., 2019). Essa classificação 

molecular melhorou a compreensão da biologia do câncer de mama e possibilitou 

abordagens terapêuticas personalizadas.  

 

1.2 ABORDAGENS TERAPÊUTICAS 

  

Atualmente, o tratamento do câncer abrange diversas abordagens, 

incluindo cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia, terapia-alvo, 

imunoterapia, medicina personalizada e transplante de medula óssea (Oncoguia, 

2023). A escolha do tratamento mais adequado para cada paciente é baseada em 

vários fatores, como o tipo celular do tumor, estágio da doença, condições clínicas 

do paciente, disponibilidade de medicamentos e objetivos do tratamento. Cada 

abordagem pode ser usada isoladamente ou em combinação, de acordo com as 

necessidades específicas de cada caso (OPAS, 2020; ACS, 2024).  

O tratamento do câncer de mama requer uma abordagem multidisciplinar, 

que combina terapias loco-regionais, como cirurgia e radioterapia, com terapias 

sistêmicas. Entre as terapias sistêmicas, 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 mutações nos genes BRCA. O câncer de mama triplo-negativo, que 

não expressa receptores hormonais nem HER2, corresponde a cerca de 15 a 20 % 

de todos os casos de câncer de mama e geralmente requer estratégias terapêuticas 
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específicas, devido à sua agressividade e à menor variedade de alvos terapêuticos 

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

Embora os tratamentos tenham evoluído significativamente ao longo dos 

anos e contribuído para um aumento na sobrevida, os pacientes ainda enfrentam 

desafios significativos. A principal preocupação em relação aos tratamentos 

oncológicos, é a alta taxa de toxicidade, que afetam além das células cancerígenas, 

as células saudáveis. Essa falta de precisão, pode limitar a eficácia do tratamento e 

aumentar a necessidade de doses mais altas, o que por sua vez intensifica os 

efeitos colaterais adversos (Letai, 2017; Kaur; Bhardwaj; Gupta, 2023). 

 Os efeitos colaterais do tratamento oncológico são variados e podem 

incluir sintomas como alopecia, hematomas, hemorragias, anemia, náuseas, 

diarreia, fadiga, perda de peso, imunossupressão e aumento da vulnerabilidade a 

infecções, entre outros. Esses sintomas impactam a qualidade de vida dos 

pacientes, exigindo uma abordagem cuidadosa de suporte e acompanhamento 

contínuo (Gale, 2024).  

A toxicidade cardíaca é um dos efeitos colaterais mais relevantes dos 

tratamentos adjuvantes para o câncer de mama (Nardin et al., 2020). Em especial, a 

cardiotoxicidade tardia pode surgir anos após a conclusão do tratamento e está 

associada principalmente ao uso de antraciclinas e trastuzumabe. Além disso, 

terapias endócrinas e radioterapia na parede torácica, especialmente no caso de 

câncer na mama esquerda, também podem contribuir para a toxicidade cardíaca, 

exigindo acompanhamento contínuo dos pacientes para detecção 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 é uma das mais importantes, 

especialmente para pacientes jovens submetidas a terapias adjuvantes sistêmicas 

(Condorelli et al., 2019). O risco de falência ovariana prematura está principalmente 

associado ao uso de agentes alquilantes, como a ciclofosfamida. Em comparação, 

as antraciclinas e os taxanos apresentam um risco intermediário para essa condição 

(Demeestere et al., 2012).  
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1.3 PACLITAXEL  

 

O paclitaxel (PTX), representa um dos avanços mais importantes na 

quimioterapia das últimas duas décadas, por ter sido o primeiro agente identificado 

capaz de estabilizar microtúbulos. Os microtúbulos são polímeros proteicos longos, 

em forma de tubo, formados por heterodímeros de α-tubulina e β-tubulina, 

organizados em estruturas delgadas e tubulares, que desempenham funções 

essenciais no citoesqueleto. Eles desempenham papéis cruciais em todas as células 

eucarióticas, incluindo a manutenção da forma celular, o transporte intracelular, a 

sinalização celular e a divisão celular, especialmente durante a mitose (Sherline; 

Schiavone, 1977; Jordan; Wilson, 2004).  

Sua descoberta revolucionou o tratamento do câncer ao interromper a 

divisão celular, tornando-se uma ferramenta crucial no combate a diversos tipos de 

tumores, incluindo câncer de mama, câncer endometrial, câncer de pulmão de 

células não pequenas, câncer 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; Alqahtani et al., 2019). 

O mecanismo de ação do PTX se baseia na ligação aos 31 aminoácidos 

N-terminais da subunidade β-tubulina nos microtúbulos. Essa interação induz a 

fosforilação da β-tubulina em células diferenciadas e indiferenciadas, promovendo a 

estabilização do microtúbulo e aumentando sua polimerização. Como resultado, 

esse processo culmina na morte celular. A capacidade do PTX de modular a 

dinâmica dos microtúbulos é um dos principais mecanismos pelos quais ele exerce 

seus efeitos antitumorais. Essa ação destaca a importância dos microtúbulos na 

regulação do ciclo celular e apoptose (Abu Samaan et al., 2019). 

No tratamento do câncer de mama, o PTX é frequentemente utilizado 

como terapia de primeira linha devido à sua eficácia no bloqueio da divisão celular. 

Ainda, pode atuar estabilizando os microtúbulos durante a mitose, impedindo o 

processo normal de despolimerização, essencial para a finalização da divisão 

celular. Com isso, as células cancerosas ficam retidas na fase mitótica, levando à 

morte celular programada (Das et al., 2022; Zenjanab et al., 2024). Além disso, 

estudos indicam que o PTX pode ter um impacto positivo na modulação da resposta 

imunológica, influenciando a regulação de quimiocinas, citocinas e células do 

sistema imunológico (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 eficácia, alguns pacientes desenvolvem resistência ao 

PTX durante o tratamento do câncer de mama, esse fator representa um grande 

desafio clínico e é uma das principais causas de falha terapêutica e mortalidade 

(Abu Samaan et al., 2019). Essa resistência está associada a diversos fatores, 

incluindo a superexpressão dos transportadores da família ABC, que expulsam o 

fármaco das células, reduzindo sua eficácia. Outro fator, é a regulação por 

microRNAs que afetam processos celulares chave, além de alterações em genes 

específicos relacionados ao controle da mitose. Esses mecanismos permitem que as 

células cancerígenas se adaptem ao tratamento, desenvolvendo resistência ao 

tratamento medicamentoso com PTX, comprometendo a eficácia dos taxanos na 

terapia oncológica (Sudo et al., 2004; Xu et al., 2009; A’Hern et al., 2013; Chen et 

al., 2018). 

Além da resistência terapêutica citada, a eficácia do PTX também é 

limitada por gerar diversos efeitos colaterais, como reações de hipersensibilidade e 

neuropatias específicas. As reações de hipersensibilidade estão associadas ao fato 

de que o PTX precisa ser formulado com um veículo à base de lipídios (óleo de 

rícino polioxietilado, também conhecido como Cremophor™, e etanol anidro), devido 

à sua baixa solubilidade em água. Esses solventes melhoram a administração do 

PTX, mas por estarem associados a efeitos adversos de reações de 

hipersensibilidade, é necessário o uso de pré-medicações para reduzir os riscos 

durante o tratamento (Vishnu; Roy, 2011; Yamamoto; Kawano; Iwase, 2011; Ma; 

Mumper, 2013).  

Além disso, o uso do PTX tem sido associado a cardiotoxicidades, como 

bradiarritmias, taquiarritmias, bloqueios atrioventriculares e de ramo, e até isquemia 

cardíaca. Acredita-se, que os efeitos cardiotóxicos do PTX estejam relacionados ao 

Cremophor™, o solvente utilizado em sua formulação, o qual pode hiperestimular os 

receptores de histamina nas células cardíacas, causando um influxo elevado de 

histamina e aumentando o risco de toxicidade cardíaca (Rowinsky et al., 1991). 

As limitações do PTX, como sua baixa solubilidade, efeitos colaterais 

significativos, tendência de se acumular em tecidos não tumorais, ressaltam a 

necessidade de desenvolver métodos mais eficazes para o direcionamento e 

administração do PTX às células cancerígenas (Feng et al., 2019; Zhang et al., 

2019).  
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Métodos que otimizem a entrega do PTX diretamente às células 

cancerígenas ou a sua combinação com outros agentes terapêuticos, podem não 

apenas aumentar sua eficácia, mas também reduzir os efeitos adversos associados 

à sua toxicidade sistêmica. Diversos estudos, vem demonstrando que estratégias de 

combinação de agentes quimioterápicos com outros agentes terapêuticos, são 

eficazes em diversos aspectos da terapia oncológica, podendo melhorar 

significativamente os resultados clínicos. As combinações terapêuticas, podem 

potencializar a eficácia terapêutica, reduzir a toxicidade acumulativa, minimizar a 

resistência ao tratamento, atuar de forma sinérgica, atuando em diferentes vias 

metabólicas ou moleculares das células, diminuindo a toxicidade dos medicamentos 

e a inibição do crescimento tumoral, superando em muitos casos, os resultados 

obtidos com a utilização de um único medicamento (Ma; Waxman, 2008; Zenjanab 

et al., 2024).  

 

1.4  TOXINA BOTULÍNICA 

  

Estudos recentes e preliminares apresentam a toxina botulínica (BoNT), 

como um potencial agente terapêutico anticancerígeno. Amplamente conhecida por 

sua aplicação estética para suavizar rugas, também tem sido explorada em 

tratamentos médicos, incluindo o tratamento de câncer. Embora a BoNT não seja 

uma terapia convencional contra o câncer, há pesquisas emergentes sugerindo seu 

potencial em alguns contextos oncológicos (Safarpour; Tavassoli; Jabbari, 2024).  

A BoNT, é produzida pela bactéria anaeróbia Gram-positiva Clostridium 

botulinum, a mesma é composta por sete subtipos antigênicos (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 botulínica e diversas proteínas não tóxicas associadas à 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 

circulação sistêmica (Dembek; Smith; Rusnak, 2007; Kutschenko et al., 2019). 

Devido a essa característica, a ingestão oral dessas toxinas, por meio de alimentos 

contaminados (intoxicação), causa o botulismo, uma doença grave cujo nome deriva 

do latim botulus (salsicha). Esta condição é caracterizada pela síndrome 

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

chamada de “Botox”, é aprovada para uso clínico, dado seu perfil clínico 

relativamente seguro (Frampton; Easthope, 2003). A BoNT/A tem uma ampla gama 

de indicações terapêuticas, no entanto, a aplicação mais conhecida e utilizada da 

toxina botulínica é na área estética, onde ela é utilizada para prevenir e reduzir rugas 

faciais dinâmicas, através do relaxamento muscular. Entretanto, seu uso não se 

limita a área estética. Nas últimas décadas a BoNT se tornou um forte candidato 

terapêutico no tratamento de diferentes distúrbios médicos, com base em sua 

capacidade de inibir a liberação de acetilcolina e neurotransmissores de dor das 

vesículas pré-sinápticas (Rossetto et al., 2021; Pirazzini; Montecucco; Rossetto, 

2022; Safarpour; Jabbari, 2023).  

A BoNT, já é considerada como o tratamento de escolha para diversos 

distúrbios do movimento, como distonia cervical, blefaroespasmo, espasmo 

hemifacial, distúrbios espásticos 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 condições como acidente vascular 

cerebral, paralisia cerebral e trauma cerebral ou medula espinhal (Brown; Schütz; 

Simpson, 2014; Safarpour; Jabbari, 2023). 

 Na área dermatológica é utilizada para hidrocistomas écrinos, poros 

dilatados, quelóides e cicatrizes hipertróficas, hidradenite supurativa, hiperidrose, 

hipertrofia do músculo masseter e das glândulas salivares, redução da formação de 

cicatrizes pós-operatórias (cirurgias mamárias), 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 câncer. Como por 

exemplo, gastroparesia secundária ao tratamento cirúrgico do câncer esofágico 

local, estenose esofágica pós-cirúrgica e fístula parótida e hiperidrose gustativa que 

podem se desenvolver após câncer de parótida. Também, vem sendo muito 

estudada para o tratamento de diferentes tipos de dores associadas ao câncer ou as 

dores ocasionadas pelos tratamentos medicamentosos, cirúrgicos ou radioativos 

(Grenda, 2022; Kim; Choi, 2022; Mittal; Jabbari, 2020). 

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

pesquisa, estão associados ao fato de a BoNT/A interferir na sinalização celular, 
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impactando na proliferação celular. Alguns mecanismos de ação vêm sendo 

proposto, como: modulação do microambiente tumoral, no qual a toxina pode alterar 

a atividade do sistema nervoso, afetando a angiogênese e a invasão tumoral, 

potencialmente reduzindo a propagação do câncer. Além disso, acredita-se que a 

toxina possa interferir na comunicação entre as células tumorais e o sistema 

imunológico, 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 terapêutico relevante, demonstrando capacidade de retardar a progressão 

e o desenvolvimento de células de câncer de mama, próstata, cólon 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 câncer de mama, podendo 

reduzir os efeitos adversos associados aos tratamentos convencionais e melhorar a 

eficácia terapêutica. Visto que, o tratamento padrão do câncer de mama 

frequentemente envolve o uso de quimioterapia com agentes como o PTX, que, 

apesar de sua eficácia no combate ao tumor, está associado a diversos efeitos 

colaterais adversos. 

Esses efeitos podem comprometer significativamente a qualidade de vida 

dos pacientes, prejudicando sua adesão ao tratamento e, consequentemente, o 

sucesso terapêutico em longo prazo. Em vista disso, a busca por alternativas 

terapêuticas que reduzam os efeitos colaterais e melhorem a eficácia do tratamento 

se torna cada vez mais urgente. Nesse contexto, a BoNT/A surge como uma 

possível estratégia inovadora. Integrá-la ao tratamento oncológico poderia 

representar um avanço significativo, não apenas ao melhorar os resultados clínicos, 

mas também ao proporcionar uma abordagem mais direcionada e menos invasiva, 

com o potencial de reduzir os efeitos adversos comuns nos tratamentos 

convencionais. A utilização do BoNT/A no tratamento do câncer de mama poderia, 

assim, contribuir para a melhoria da qualidade de vida dos pacientes, ao mesmo 

tempo que amplia as opções terapêuticas, oferecendo uma alternativa promissora 

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

anticancerígena da BoNT/A isolada e associada ao PTX, através da análise de 

viabilidade celular da linhagem celular imortalizada de câncer de mama (4T1). Além 

disso, comparar os efeitos em linhagem celular imortalizadas de fibroblastos 

saudáveis (NiH3T3). Este trabalho visa contribuir para uma melhor compreensão dos 

potenciais efeitos terapêuticos da BoNT/A no tratamento do câncer de mama, bem 

como para a avaliação de sua seletividade em células cancerígenas em comparação 

com células saudáveis. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar os efeitos citotóxicos da BoNT/A isolada e associada ao PTX em 

linhagem celular imortalizada de câncer de mama (4T1) e em linhagem celular 

imortalizadas de fibroblastos murinos (NiH3T3). 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  

• Avaliar a eficácia da associação entre a BoNT/A e o fármaco PTX, 

através de caracterização do potencial zeta;  

• Avaliar os efeitos citotóxicos da BoNT/A isolado na linhagem celular de 

câncer de mama (4T1) e em linhagem celular imortalizadas de fibroblastos murinos 

(NiH3T3); 

• Avaliar os efeitos citotóxicos do PTX isolado na linhagem celular de 

câncer de mama (4T1) e em linhagem celular imortalizadas de fibroblastos murinos 

(NiH3T3); 

• Avaliar os efeitos citotóxicos da associação entre a BoNT/A com o 

fármaco PTX na linhagem celular de câncer de mama (4T1) e em linhagem celular 

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

 

3.1 CARACTERIZAÇÃO DA ASSOCIAÇÃO ENTRE PTX E BoNT/A 

 

As medições do potencial zeta (ZP) foram realizadas usando um 

analisador NanoBrook Omni ZP (Brookhaven Instruments Corp., EUA) com um laser 

de diodo vermelho padrão de 40 mW usando a técnica de espalhamento de luz de 

análise de fase (PALS). A faixa de mobilidade foi entre 1011 e 107 mV, a faixa ZP foi 

entre –500 e 500 mV e o ângulo de espalhamento foi de 15°. As amostras foram 

medidas em água Milli-Q e as medições foram conduzidas em triplicata a 20 ± 1 °C 

(Dal Bó et al., 2014; Micheletto et al., 2015; Dos Santos et al., 2016; Dos Santos et 

al., 2018). 

 

3.2 LINHAGEM CELULAR  

 

Para realização do presente estudo, foi utilizado linhagem celular 

imortalizada de câncer de mama murino (BALB/C Fêmeas) (4T1). A escolha da 

linhagem celular foi baseada no fato de ser uma linhagem caracterizada e 

amplamente utilizada na literatura científica (Abdel-Ghany et al., 2024; Satam et al., 

2024). promovendo comparações e interpretações entre diferentes estudos. A fim de 

promover comparação dos resultados em células saudáveis, 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 plástico de 25 

cm2, com meio Dulbecco's Eagle Modificado (DMEM), suplementadas com 10% de 

soro fetal bovino, Penicilina (100 unidades/mL) e Estreptomicina (100 mg/mL). Para 

o crescimento e adesão 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 confluência de células viáveis (80 

%), para o desenvolvimento dos experimentos in vitro. Ao obter a confluência 

necessária, 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 

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

tripsina.  

Em seguida, foi realizada a contagem do número total de células, na câmara 

Neubauer e realizada a diluição dessas células em meio DMEM na concentração de 

104 células/poço e plaqueadas em uma placa de cultura de fundo plano de 96 poços. 

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 aderência das células na 

superfície da placa (De Pieri et al., 2024). 

Após o período de incubação as células foram tratadas com a BoNT/A 

isolada, PTX isolado e com a associação entre eles. Para a BoNT/A isolada foi 

realizado uma curva de concentração (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 concentração para associar ao fármaco PTX. 

Para construir a curva de dose da PTX, foram testadas concentrações de 0,5 µg/mL, 

1,0 µg/mL, 5,0 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL e 50 µg/mL. Com base nos resultados 

obtidos, foram definidas as doses a serem utilizadas em combinação com a BoNT/A 

na concentração definida.  

O tratamento foi realizado de forma idêntica em ambas as linhagens 

celulares, por um período 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 redução do brometo de 3-4,5-

dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio (MTT). Ao ser reduzido, o MTT forma cristais de 

formazan, um sal de coloração roxa e insolúvel em água. Essa reação de redução 

ocorre nas mitocôndrias das células, fazendo com que a viabilidade celular seja 

diretamente proporcional à produção dos cristais de formazan (Mosmann, 1983).  

Neste estudo, após o tempo de incubação de 48 horas das células com 

os tratamentos específicos, foi retirado o sobrenadante e 100 µL da solução de MTT 

(0,5 mg/mL) foi adicionado em cada poço. Na sequência, a placa foi incubada por 

três horas em uma estufa a 37 °C e 5 % de CO2 para permitir a reação de formação 

do formazan.  

Após o período de incubação, o sobrenadante celular foi removido e os 

cristais de formazan foram dissolvidos em 100 µL álcool isopropílico. Por fim, a placa 
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foi analisada em um leitor de placas por absorbância, no comprimento de onda de 

570 nm.  

A viabilidade celular foi determinada, através da comparação dos 

resultados das absorbâncias dos grupos testes, com as absorbâncias do grupo 

controle incubado apenas com DMEM, ou seja, o grupo que possui apenas células 

viáveis. 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 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

As análises estatísticas serão realizadas com o software GraphPad Prism, 

versão 9.1.1. A distribuição das variáveis foi avaliada por meio do teste de 

normalidade de Shapiro-Wilk. Para as análises de viabilidade celular, foi utilizado 

ANOVA one-way. Os dados serão apresentados como média ± desvio padrão, 

considerando valores de p ≤ 0,05 como estatisticamente significativos. Todos os 

testes foram realizados em triplicatas, para cada concentração do tratamento e para 

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

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DA ASSOCIAÇÃO ENTRE PTX E BoNT/A 

 

A análise do potencial zeta (ZP) foi realizada para avaliar a influência do 

fármaco BoNT/A na carga superficial da PTX. Os resultados demonstraram uma 

mudança significativa no ZP das partículas, sugerindo que a interação entre a 

BoNT/A e o PTX ocasionou à formação de uma camada na superfície do PTX, 

confirmando o processo de associação. 

Os resultados demonstram alterações no ZP do PTX em diferentes 

concentrações de BoNT/A (Figura 2). Observa-se, que o aumento das 

concentrações de BoNT/A, ocasionam um aumento nos valores positivos de ZP, 

sugerindo interações de superfície e eletrostáticas entre o PTX e BoNT/A.  

O revestimento do PTX com BoNT/A estabilizou a solução de forma 

marginal a partir de 1,0 U /mL, e, além dessa concentração não foram observadas 

mudanças significativas nos valores de ZP com a adição de BoNT/A.  
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Figura 2: Perfis de potencial zeta do medicamento PTX na ausência e presença 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 quantificação da viabilidade das células em resposta aos tratamentos avaliados. 

No presente estudo, foram utilizadas células da linhagem 4T1, um modelo de câncer 

de mama murino, e fibroblastos NiH3T3, como controle. As linhagens celulares 

foram expostas aos tratamentos com PTX e BoNT/A, isolados e combinados.  

Para determinar a concentração e o tempo de exposição mais adequados 

para associar a BoNT/A à PTX, foi realizada uma curva de dose e tempo utilizando 

três concentrações de BoNT/A (0,5; 2,0 e 6,0 U/mL) em dois tempos de exposição 

diferentes (24 e 48 horas) (Figura 3). Após 24 horas de tratamento, nenhuma das 

concentrações testadas reduziu significativamente a viabilidade celular, indicando 

ausência de citotoxicidade (viabilidade > 70%). Contudo, após 48 horas de 

exposição, a concentração de 6,0 U/mL resultou em uma redução significativa da 

viabilidade celular, alcançando valores inferiores a 70%. 
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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 padrão, considerando p 
≤ 0,05 como significativo (ANOVA de uma via). 

 

Os efeitos da BoNT/A também foram avaliados em linhagem celular 

saudável (NiH3T3). Os resultados, representados na Figura 4, demonstram que 

após 24 horas e 48 horas de exposição ao tratamento, não houve redução 

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

indicando ausência de citotoxicidade. Esses resultados demonstram a segurança da 

BoNT/A em células saudáveis, nas condições 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 padrão, 
considerando p ≤ 0,05 como significativo (ANOVA de uma via). 

 

Após a definição da dose e do tempo de exposição ideais para a BoNT/A, 

foi realizada uma curva de dose para determinar as concentrações de PTX a serem 

utilizadas na associação com a BoNT/A. A Figura 5 apresenta os resultados da 

curva de dose de PTX em diferentes concentrações (0,5; 1,0; 5,0; 10; 20 e 50 

µg/mL), avaliados nas células 4T1 e NiH3T3 após 48 horas de exposição. 

Praticamente todas as doses avaliadas ocasionaram efeito citotóxico (viabilidade 

celular < 70%) em ambas as linhagens celulares. Entretanto nas concentrações de 

5,0 µg/mL, 10,0 µg/mL e 20,0 µg/mL, o efeito citotóxico foi maior nas células 

tumorais 4T1, ou seja, houve uma redução significativa na viabilidade celular das 

células 4T1, em comparação com a viabilidade celular das células NiH3T3. Não 

foram observadas diferenças estatísticas nas demais concentrações analisadas. 
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Figura 5: Curva de dose da paclitaxel (PTX) em diferentes concentrações, avaliada pela viabilidade 

celular por meio do ensaio de MTT nas linhagens 4T1 e NIH3T3. Dados expressos como  média e 
desvio padrão, considerando p ≤ 0,05 como significativo (ANOVA de uma via).  

 

Após a definição da dose de BoNT/A e das concentrações de PTX para a 

associação, foram realizados os testes com os tratamentos combinados. Os 

resultados, apresentados na Figura 6, mostram os efeitos da associação de PTX 

(0,5; 1; 5; 10 e 20µg/mL) e BoNT/A (6 U/mL) sobre a viabilidade celular das 

linhagens 4T1 e NiH3T3. Todas as doses da associação avaliadas ocasionaram 

efeito citotóxico (viabilidade celular < 70%) em ambas as linhagens celulares. 

Entretanto nas concentrações de 5,0 µg/mL e 10,0 µg/mL foi observada uma 

redução estatisticamente significativa na viabilidade celular das células 4T1 em 

comparação às células NiH3T3, demonstrando um potencial citotóxico maior nas 

células cancerígenas. Além disso, a citotoxicidade da dose de 10,0 µg/mL, se 

assemelha a citotoxicidade da dose de 5,0 µg/mL, evidenciando que é possível 

alcançar o mesmo efeito citotóxico com uma dose menor. As demais concentrações 

não apresentaram diferenças estatísticas significantes.  
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Figura 6: Efeito da combinação de PTX e BoNT/A em diferentes concentrações na viabilidade 

celular, avaliado pelo ensaio de MTT nas linhagens 4T1 e NIH3T3.Dados expressos como  média e 

desvio padrão, considerando p ≤ 0,05 como significativo (ANOVA de uma via). 

 

Afim de determinar a dose com melhor efeito citotóxico da associação de 

PTX com BoNT/A, foi realizado a comparação 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 diferença estatisticamente significativa na 

concentração de 5 µg/mL, demonstrando que a combinação de PTX e BoNT/A 

mostrou maior citotoxicidade em comparação 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 combinação de PTX com BoNT/A em diferentes concentrações 

na viabilidade celular, avaliado pelo ensaio de MTT na linhagem 4T1. Dados expressos como  média 
e desvio padrão, 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 

combinação com a BoNT/A, na viabilidade celular da linhagem NiH3T3. No geral, 

não foram identificadas diferenças estatisticamente significativas entre as doses 

testadas, exceto na concentração de 20 µg/mL. Nessa dose, a combinação do 

fármaco PTX com a BoNT/A reduziu significativamente a viabilidade celular em 

comparação ao PTX isolado. Entretanto, vale destacar que os efeitos citotóxicos 

observados com a dose de 20 µg/mL, são equivalentes aos efeitos da dose de 5 

µg/mL nas células tumorais 4T1. Isso indica que é possível alcançar o mesmo efeito 

citotóxico em células cancerígenas utilizando uma dose menor de fármaco, o que 

torna a dose de 20 µg/mL menos viável para uso terapêutico.  

Dessa forma, a dose de 5 µg/mL de PTX associado a BoNT/A, se 

demonstra como uma alternativa terapêutica, visto que apresentou maior efeito 

citotóxico em células cancerígenas, mantendo semelhante a viabilidade celular das 

células saudáveis.  
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Figura 8: Efeito isolado do PTX e da combinação de PTX com BoNT/A em diferentes concentrações 

na viabilidade celular, avaliado pelo ensaio de MTT na linhagem NiH3T3. Dados expressos como  
média e desvio padrão, considerando p ≤ 0,05 como significativo (ANOVA de uma via).  
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5 DISCUSSÃO 

 

O câncer de mama é uma das neoplasias mais prevalentes no mundo, 

sendo uma das principais causas de mortalidade entre as mulheres. O tratamento 

dessa doença frequentemente se baseia no uso de fármacos quimioterápicos, como 

o PTX, que é amplamente utilizado devido à sua capacidade de inibir a divisão 

celular, promovendo a morte de células tumorais (Alqahtani et al., 2019). No entanto, 

esses tratamentos apresentam limitações importantes, principalmente devido aos 

efeitos colaterais severos, como neurotoxicidade, fadiga, náuseas e danos a células 

saudáveis, comprometendo significativamente a qualidade de vida dos pacientes. 

Nesse contexto, a BoNT/A surge como uma alternativa coadjuvante promissora. 

Além de potencializar a ação antitumoral do PTX, a BoNT/A apresenta 

características únicas, como a seletividade por células tumorais, o que contribui para 

reduzir a toxicidade em tecidos saudáveis (Rust et al., 2016; Shebl, 2019; Akpinar et 

al., 2019; Demir; Duman; Nariroglu, 2024). 

Primeiramente, o presente estudou avaliou a interação do fármaco PTX 

com a BoNT/A, demonstrando que a interação entre ambos, resultou em uma 

mudança significativa na carga de superfície das moléculas de PTX. Inicialmente, o 

ZP do PTX na concentração de 20 µg/mL, na ausência de BoNT/A em água Milli-Q, 

foi de aproximadamente 2,3 ± 0,4 mV.  Esse valor de ZP indica uma estabilidade 

coloidal marginal, o que pode comprometer a eficácia de sistemas terapêuticos 

devido à maior suscetibilidade à agregação das partículas (Dal Bó 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 alteração no 

ZP, indicando que a BoNT/A forma uma camada de revestimento ao redor do PTX, 

contribuindo para a estabilização coloidal marginal das partículas. Esse efeito 

estabilizador foi evidente a partir da concentração de 1 U/mL de BoNT/A, momento 

em que não foram observadas alterações adicionais no ZP, mesmo com o aumento 

da concentração de PTX. 

A estabilização coloidal ocasionada pela BoNT/A, desempenha um papel 

crucial na formulação de sistemas terapêuticos, contribuindo para a uniformidade,  

estabilidade e funcionalidade das partículas. Evitando a agregação de partículas, e 

mantendo-as dispersas de maneira homogênea, esse processo garante maior 

biodisponibilidade do medicamento, melhora sua interação com os tecidos-alvo e 
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prolonga sua vida útil. Consequentemente, a estabilização coloidal facilita o 

transporte eficiente e a liberação precisa dos fármacos, otimizando a eficácia do 

tratamento e minimizando os efeitos colaterais (Abelaira et al., 2023; De Oliveira et 

al., 2024).   

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a concentração de 

6 U/mL de BoNT/A, em um período de 48 horas de exposição, foi eficaz na redução 

da viabilidade celular da linhagem 4T1, evidenciando o efeito citotóxico da toxina em 

células neoplásicas. Em contrapartida, a BoNT/A não apresentou efeitos citotóxicos 

significativos sobre as células normais NiH3T3 em nenhum dos períodos avaliados. 

Esses achados sugerem uma possível seletividade da BoNT/A para células 

tumorais, o que representa um avanço importante no desenvolvimento de terapias 

oncológicas mais direcionadas, capazes de preservar os tecidos saudáveis e reduzir 

os efeitos colaterais indesejados. 

Os dados corroboram com os resultados apresentados por Bandala et al. 

(2013), que relataram a capacidade citotóxica da BoNT/A em células T47D de 

câncer de mama, destacando sua maior eficácia em comparação às 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 

diminuição da expressão do receptor SV2 em diferentes linhagens de câncer de 

mama (T47D, MDA-MB-231 e MDA-MB-453), potencializando a apoptose. Esse 

achado reforça a importância da BoNT/A na regulação de alvos moleculares 

específicos em células tumorais, como o receptor SV2, o que pode explicar, em 

parte, sua seletividade observada nos experimentos. 

Além do câncer de mama, outros estudos demonstraram a eficácia da 

BoNT/A em diferentes modelos tumorais. Karsenty et al. (2009) relataram a redução 

significativa da proliferação de células de câncer de próstata (LNCaP) e o aumento 

da apoptose em um modelo dose-dependente, com concentrações variando de 

0,025 a 0,1 U/mL. De maneira similar, Proietti et al. (2012) observaram que a 

exposição de células de próstata LNCaP e PC-3 a concentrações de BoNT/A (1 a 10 

U/mL) resultou em uma diminuição significativa no crescimento celular após 96 

horas de tratamento, com reduções de até 25% na viabilidade celular. Esses 

estudos reforçam o amplo potencial terapêutico da BoNT/A em diferentes contextos 

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

diferentes estudos pode ser atribuída às características intrínsecas 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 específicos e a 

sensibilidade das células à toxina influenciam diretamente na resposta ao 

tratamento. Assim, a seleção da dose ideal para cada tipo celular é essencial para 

maximizar a eficácia terapêutica e minimizar potenciais efeitos adversos (Karsenty et 

al., 2009; Proietti et al., 2012). No presente estudo, a concentração de 6 U/mL de 

BoNT/A mostrou-se ideal para a indução de citotoxicidade em células 4T1, sem 

comprometer a viabilidade de células não tumorais, indicando uma dose promissora 

para futuras investigações. 

O PTX é amplamente reconhecido como um agente quimioterápico eficaz 

devido à sua capacidade de induzir citotoxicidade em células tumorais, como as 

células 4T1. Seu mecanismo de ação, baseado na estabilização dos microtúbulos e 

no bloqueio da despolimerização necessária para a divisão celular, é central para 

sua eficácia (Sherline; Schiavone, 1977; Jordan; Wilson, 2004). No entanto, essa 

característica não é seletiva, o que explica seus efeitos tóxicos em tecidos normais, 

como observado nas células saudáveis NiH3T3. Essa toxicidade não seletiva 

representa um desafio significativo na aplicação terapêutica do PTX, uma vez que 

pode limitar sua eficácia clínica devido aos efeitos adversos associados (Feng et al., 

2019; Zhang et al., 2019).  

 A literatura documenta amplamente o impacto citotóxico abrangente do 

PTX, sublinhando a urgência de otimizar sua utilização por meio de intervenções 

inovadoras. Estratégias que busquem preservar sua eficácia antitumoral, ao mesmo 

tempo em que reduzem os efeitos adversos, são fundamentais para aprimorar seu 

perfil terapêutico. A revisão de Marupudi et al. (2007) destaca as toxicidades 

adversas associadas ao uso do PTX, incluindo neuropatia periférica, 

mielossupressão e toxicidade gastrointestinal, evidenciando os desafios 

relacionados à sua aplicação clínica. Esses efeitos colaterais reforçam a 

necessidade de estratégias que não apenas minimizem os danos às células 

saudáveis, mas também aumentem a especificidade do fármaco.  

Nesse contexto, o desenvolvimento de combinações terapêuticas, como a 

associação do PTX com outros agentes, incluindo a BoNT/A, surge como uma 

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

seletividade do tratamento, ampliando as possibilidades de sua aplicação clínica 

com maior segurança e eficácia (Hajighasemlou et al., 2015). 

O presente estudo inovou ao avaliar a combinação de PTX e BoNT/A em 

células tumorais (4T1) e saudáveis (NiH3T3). Os resultados indicaram que a 

associação, especialmente na concentração de 5 µg/mL, reduziu significativamente 

a viabilidade celular das células tumorais, enquanto preservou a viabilidade das 

células saudáveis. Este achado sugere um efeito sinérgico entre PTX e BoNT/A, 

com um perfil de segurança aprimorado em comparação ao uso isolado de PTX. A 

dose de 20 µg/mL, apesar de promover maior citotoxicidade em células tumorais, 

apresentou menor seletividade, destacando a importância de identificar 

concentrações otimizadas para maximizar a eficácia antitumoral com impacto 

mínimo em células saudáveis. 

Estudos anteriores corroboram com esses achados. Hajighasemlou et al. 

(2015) demonstraram que a combinação de BoNT/A com Herceptin melhorou a 

eficácia antitumoral em células de câncer de mama SK-BR-3 e BT-474, enquanto 

Demir, Duman e Nariroglu (2024) relataram que a associação entre BoNT/A e 

oxaliplatina aumentou significativamente a apoptose em células de câncer colorretal 

(HT-29). Esses estudos reforçam o papel da BoNT/A como um adjuvante 

terapêutico, capaz de potencializar os efeitos de diferentes quimioterápicos, 

promovendo maior eficácia em células tumorais resistentes. 

Além disso, evidências sugerem que a BoNT/A pode melhorar a resposta 

terapêutica de agentes antitumorais através de mecanismos como a sensibilização 

das células tumorais e o aumento da perfusão tumoral. Ansiaux et al. (2006) 

observaram que a administração local de BoNT/A aumentou a oxigenação do tumor, 

potencializando os efeitos da radioterapia e da quimioterapia, enquanto Yao et al. 

(2023) demonstraram o benefício da BoNT/A em combinação com tratamentos a 

laser, reduzindo significativamente a gravidade de siringomas e a necessidade de 

sessões terapêuticas. 

No presente estudo, a capacidade da BoNT/A de preservar células 

saudáveis NiH3T3, quando associada ao PTX, reforça sua potencial seletividade 

como adjuvante. Embora os mecanismos pelos quais a BoNT/A potencializa os 

efeitos quimioterápicos ainda não estejam completamente elucidados, estudos 
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apontam para sua influência na remodelação vascular tumoral, permitindo melhor 

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

Esses achados sublinham a relevância do desenvolvimento de terapias 

combinadas envolvendo BoNT/A e quimioterápicos como PTX, visando maximizar a 

eficácia terapêutica enquanto minimiza os efeitos colaterais. A combinação de 

BoNT/A com PTX, particularmente em doses otimizadas como 5 µg/mL, apresenta 

um perfil terapêutico promissor, abrindo novas perspectivas para tratamentos mais 

direcionados e menos tóxicos no combate ao câncer. Estudos futuros devem 

explorar os mecanismos moleculares envolvidos na sinergia entre BoNT/A e agentes 

quimioterápicos, além de validar a eficácia dessa abordagem em modelos in vivo e 

em ensaios clínicos. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados deste estudo destacam o potencial promissor da BoNT/A 

como terapia adjuvante no tratamento do câncer, evidenciando seus efeitos 

citotóxicos seletivos em células tumorais, com preservação significativa da 

viabilidade de células saudáveis. O PTX, utilizado isoladamente, como já é sabido, 

também demonstrou eficácia na redução da viabilidade de células cancerígenas; no 

entanto, seus efeitos colaterais e alta toxicidade em doses elevadas podem limitar 

sua aplicação clínica. Nesse contexto, a associação entre PTX e BoNT/A revelou-se 

promissora, combinando a eficácia do PTX com a seletividade da BoNT/A. Essa 

combinação não apenas potencializou os efeitos antitumorais em células 4T1, mas 

também apresentou um perfil de segurança aprimorado, com menor impacto em 

células saudáveis.  

Esses achados sugerem que a associação do PTX e a BoNT/A pode 

oferecer uma estratégia terapêutica mais eficaz e segura, contribuindo para o 

desenvolvimento de abordagens inovadoras no tratamento do câncer. Contudo, são 

necessários estudos adicionais para elucidar os mecanismos moleculares 

envolvidos e validar o potencial clínico dessa combinação. 
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