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RESUMO
Desde a década de 1950, a capacidade oncolitica do virus da doenga de Newcastle (VDN) tem
sido relatada, sendo atualmente reconhecido como medicina alternativa e complementar. Desde
entdo, diversos estudos tém demonstrado o potencial terapéutico de cepas selvagens e
recombinantes do do Paramyxovirus avidrio tipo 1, seja como monoterapia ou em combinagao
com outros tratamentos, com efeitos oncoliticos observados tanto in vitro, quanto em humanos
e modelos animais. No contexto da oncologia veterinaria, os tumores mamarios sao as
neoplasias mais frequentemente diagnosticadas em cadelas, com alta taxa de malignidade. No
entanto, poucos estudos avaliaram os efeitos oncoliticos da cepa La Sota do VDN em tumores
mamarios caninos. O presente estudo foi dividido em trés capitulos. O primeiro abordou
consideragdes gerais. O segundo capitulo abordou a eficacia oncolitica da cepa La Sota do VDN
em células de adenocarcinoma prostatico humano PC-3 e investigou ex ovo seus efeitos sobre
xenoenxertos de células PC-3, analisando inibi¢do, regressdo, angiogénese ¢ liberagdo de
citocinas. Os resultados indicaram uma redugdo na viabilidade das células tumorais PC-3 de
maneira dose-dependente, sem afetar significativamente células normais, além da inibi¢cdo do
crescimento tumoral de xenoenxerto de células PC-3 no modelo CAM (membrana
corioalantoide). Ja o terceiro capitulo abordou a eficacia oncolitica da cepa La Sota do VDN
em c¢lulas de carcinoma mamario canino CMT-U27 e a eficécia in vivo do impacto terapéutico
da administracdo intravenosa do virus em cadelas portadoras de carcinomas mamarios
espontaneos. Nos resultados, foi observada reducdo na viabilidade das células tumorais CMT-
U27 de maneira dose-dependente, sem afetar significativamente células normais. Ja no teste
clinico, trés cadelas receberam trés infusdes intravenosas do VDN, resultando em eventos
adversos manejaveis. A resposta ao tratamento foi heterogénea: uma cadela apresentou
estabilizacdo da doenca, enquanto duas tiveram progressdo tumoral, sugerindo que fatores
individuais influenciaram a eficicia da viroterapia. Além disso, a detec¢do de anticorpos IgG
contra o virus em duas pacientes indicou ativagao imunoldgica. Embora preliminares, os
achados reforcam a necessidade de protocolos terapéuticos mais estruturados e estudos com um
maior nimero de animais e terapias combinadas, sugerindo que o VDN pode representar uma
abordagem inovadora e promissora no tratamento de neoplasias mamdarias em caes,

contribuindo para o avanco da oncologia veterinaria.

Palavras-chave: tumores mamarios; oncologia; viroterapia; virus da doenca de Newcastle;

NDV.



ABSTRACT
Since the 1950s, the oncolytic capacity of Newcastle disease virus (NDV) has been reported,
and it is currently recognized as an alternative and complementary medicine. Since then, several
studies have demonstrated the therapeutic potential of wild-type and recombinant strains of
avian Paramyxovirus type 1, either as monotherapy or in combination with other treatments,
with oncolytic effects observed both in vitro and in humans and animal models. In veterinary
oncology, mammary tumors are the most frequently diagnosed neoplasms in female dogs and
present a high malignancy rate. However, few studies have evaluated the oncolytic effects of
the La Sota strain of NDV on canine mammary tumors. The present study was divided into
three chapters. The first addressed general considerations. The second chapter investigated the
oncolytic efficacy of the La Sota strain of NDV on human prostate adenocarcinoma PC-3 cells
and its ex ovo effects on PC-3 cell xenografts, analyzing inhibition, regression, angiogenesis,
and cytokine release. The results indicated a dose-dependent reduction in PC-3 tumor cell
viability, without significantly affecting normal cells, as well as inhibition of xenograft tumor
growth in the chorioallantoic membrane (CAM) model. The third chapter focused on the
oncolytic efficacy of the La Sota strain of NDV on CMT-U27 canine mammary carcinoma cells
and the in vivo therapeutic impact of intravenous virus administration in female dogs with
spontaneous mammary carcinomas. The findings demonstrated a dose-dependent reduction in
CMT-U27 tumor cell viability without significantly affecting normal cells. In the clinical trial,
three female dogs received three intravenous NDV infusions, resulting in manageable adverse
events. Treatment response was heterogeneous: one dog showed disease stabilization, while
two experienced tumor progression, suggesting that individual factors influenced the
effectiveness of virotherapy. Additionally, IgG antibodies against the virus were detected in
two patients, indicating immune activation. Although preliminary, these findings underscore
the need for more structured therapeutic protocols and studies involving larger animal cohorts
and combination therapies, suggesting that NDV may represent an innovative and promising
approach for the treatment of mammary neoplasms in dogs, contributing to the advancement of

veterinary oncology.

Keywords: mammary tumors; oncology; virotherapy; Newcastle disease virus; NDV.
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IS — Indice de seletividade

JAK-STAT - Quinase Janus-Transdutor de Sinal e Ativador de Transcrigao
kDa - Quilodaltons

L - Proteina polimerase grande

La Sota - Cepa do virus da doenca de Newcastle
LId - Linfonodo inguinal direito

LLD - laterolateral direita

LLE — laterolateral esquerda

M - Proteina da matriz

M1d — Mama toracica cranial direita

Mle - Mama tordcica cranial esquerda

M2d - Mama toracica caudal direita



M2e - Mama toracica caudal esquerda
M3d - Mama abdominal cranial direita
M3e — Mama abdominal cranial esquerda
M4d - Mama abdominal cranial esquerda
M4e - Mama abdominal caudal esquerda
MS5d — Mama inguinal direita

MS5e — Mama inguinal esquerda

MCI - Morte celular imunogénica

MDA-MB-231 - Células humanas de carcinoma ductal invasivo, triplo negativo (HER2- ER-
PR-)

MDCK - Madin-Darby Canine Kidney (linhagem celular de epitélio renal normal canino)
MDSC:s - Células supressoras derivadas da linhagem mieloide
MEC - Matriz extracelular

MCF7 - Células humanas de carcinoma mamario invasivo, de nenhum tipo especial, positivas
para receptores de estrogénio e progesterona (ER+ PR+)

MDCK - Células renais caninas Madin-Darby

MHC I - Complexo principal de histocompatibilidade de classe I

MHC II - Complexo principal de histocompatibilidade de classe 11

ml - mililitros

MOMP - Permeabilizagdo da membrana externa mitocondrial

MRUD - Mastectomia radical unilateral direita

MRUD/OH - Mastectomia radical unilateral direita + ovariohisterectomia
MTT - Teste de Viabilidade Celular MTT

NC — Nao castrada

NCI - National Cancer Institute

NDV-MLS - Cepa NDV



NF-kB - Fator nuclear kappa B

NK - Células natural killers

NKp46 - Proteina p46 relacionada a célula natural killer
nm - Nanometros

NO - Oxido nitrico

NP / N - Proteina do nucleocapsideo / nucleoproteina
nt - Nucleotideos

OPD - O-fenilenodiamina dihidrocloreto

P - Fosfoproteina

P1 — Paciente 1

P2 — Paciente 2

P3 — Paciente 3

P38/MAPK - p38 quinase ativada por mitégeno
PAATF - Puncio aspirativa por agulha fina

PAF - Pungao por agulha fina

PAMPs - Padrdes moleculares associados a patégenos
PARP - Poli (ADP-ribose) polimerase

PBMC:s - Células mononucleares do sangue periférico
PBS - Solugdo salina tamponada com fosfato

PBS-T - Solugao salina tamponada com fosfato e tween
PC - Controle Positivo

PC-3 - Células de Cancer de Prostata Humana

PCR - Reagdo em cadeia da polimerase

PD-L1 - Receptor de morte programada 1

PID - Pos-Infectado por 4 Dias



PIH - Pré-Infectado por 4 Horas

PNT-2 - Células Normais de Prostata Humana
PT - Posterior ao tratamento

PUMA - Modulador de apoptose regulado positivamente por p53
RC — Resposta completa

RIG-1 - Gene indutor de acido retindico 1
RNAm - RNA mensageiro

RNP - Complexo ribonucleoproteico

ROS - Espécies reativas de oxigénio

RP — Resposta parcial

Ringer lactato - Solugdo de Ringer lactato
RPMI - Instituto Memorial Roswell Park
SCC-25 - Carcinoma de Células Escamosas Humanas
SG - Sobrevida global

SI - Sistema imune

SLD - Sobrevida livre de doenga

SPF — Livre de patogenos especificos

SRD - Sem raca definida

TAAs - Antigenos associados a tumores
TAMs - Macroéfagos associados ao tumor
TCR - Receptor de células T

TILs - Linfocitos infiltrantes de tumor

TLR - Receptores extracelulares tool-like
TMCs - Tumores mamarios caninos

TME - Microambiente tumoral



TNF - Fator de necrose tumoral
TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa

TNM - Sistema de classificacao baseado no tamanho do tumor, metastase do linfonodo e
metastase a distancia

TR-DPP - Teste rapido por duplo plano paralelo
TRALIL - Ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF
Tregs - Células T reguladoras

UFP - Unidades formadoras de placa

Ulster - Cepa do virus da doenga de Newcastle
US - Ultrassonografia

UTI — Unidade de tratamento intensivo

V4-UPM - Cepa do virus da doenga de Newcastle
VCM - Volume corpuscular médio

VD — ventro dorsal

VDN - Virus da doenca de Newcastle

VDN-GFP - Virus da doencga de Newcastle modificado para expressar a proteina fluorescente
verde

VOs - Virus oncoliticos

VPM - Volume médio de plaquetas
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CAPITULO I - CONSIDERACOES GERAIS

1.INTRODUCAO

O microambiente tumoral (TME) ¢é crucial para a resposta terapéutica dos tumores.
Tumores "quentes", com linfécitos infiltrantes de tumor (TILs) e expressdo de Receptor de
morte programada 1 (PD-L1), respondem melhor as terapias (Hegde; Karanikas; Evers, 2016),
enquanto tumores "frios", com discreta infiltracio de células inflamatorias, apresentam
respostas subdtimas (Martini et al., 2020). Abordagens como a viroterapia oncolitica, utilizando
virus oncoliticos (VOs), tém mostrado potencial para transformar tumores "frios" em "quentes"
(Gujar; Pol; Kroemer, 2018). A cepa La Sota do virus da doenga de Newcastle (VDN) possui
capacidades oncoliticas promissoras (Kalyanasundram et al., 2018; Schirrmacher, 2015).

Os hallmarks do cancer, descritos por Hanahan e Weinberg, incluem a desregulacio do
metabolismo celular e a evasdo do sistema imune (SI) (Hanahan; Weinberg, 2011; Hanahan,
2022). A funcdo do SI na resisténcia tumoral ¢ debatida, mas a incidéncia de cancer em
imunocomprometidos sugere um papel crucial (Hanahan; Weinberg, 2011; Vajdic; Van
Leeuwen, 2009). A imunoedi¢ao do cancer envolve fases de eliminagdo, equilibrio e escape,
com o tumor eventualmente escapando do controle imunologico (Restifo; Smyth; Snyder,
2016).

A imunoterapia tem avancado desde os anos 90 (Bommareddy; Shettigar; Kaufman,
2018; Lohmueller; Finn, 2017) e diversos estudos confirmaram o potencial da viroterapia
oncolitica (Duffy; Fisher; Seymour, 2017; Tap et al., 2016).

O virus da doenga de Newcastle (sigla VDN) pertence a espécie Avian orthoavulavirus
1, sendo a cepa La Sota uma cepa vacinal, ndo considerada como doenca de Newcastle por ser
de baixa patogenicidade (OIE, 2012)

Estudos pré-clinicos mostram que a cepa La Sota do VDN mata seletivamente células
tumorais e estimula uma resposta imune antitumoral, tanto inata quanto adaptativa, induzindo
morte celular imunogénica (MCI) através de varias vias (Burke et al., 2020; Kan et al., 2021;
Keshavarz et al., 2020; Song et al., 2019; Yang et al., 2024; Zhan et al., 2020).

O cancer de mama, sendo uma das principais causas de morte por cancer em mulheres, tem
mostrado respostas promissoras a viroterapia com a cepa La Sota do VDN (Al-Ziaydi et al.,
2020; Laurie et al., 2006; Pecora et al., 2002). Além disso, existem dados extensivos sobre a
seguranca da cepa La Sota do VDN em terapia oncolitica, com cepas vacinais bem toleradas

em humanos (Lam et al., 2011) e baixa toxicidade (Lam et al., 2011; Nelson, 1999).
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J& na medicina veterinaria, tumores mamadrios caninos (TMCs) sd3o comuns e
aproximadamente metade sdo malignos, tornando a andlise histopatologica essencial para
estratégias terapéuticas eficazes (Cassali et al., 2020). Posto isso, diversas opg¢des de tratamento
estao disponiveis para TMCs (Cassali et al., 2011; Mpekris et al., 2022; Nosalova et al., 2024).

A cepa La Sota do VDN apresenta caracteristicas de um virus oncolitico ideal, mostrando-se
um candidato promissor para o tratamento de variados tipos de canceres em humanos e caninos,
incluindo neoplasias mamarias. Estudos destacam a eficiéncia da cepa La Sota do VDN em
modelos de tumor animal, induzindo morte celular por apoptose e redugdo da sobrevivéncia
celular (Rajmani et al., 2011; Sanchez et al., 2016). Contudo, mais pesquisas s3o necessarias
para avaliar a eficacia dos VOs no tratamento de neoplasias em animais (Bilgi¢; Dokuzeyliil;

Or, 2022; Nosalova et al., 2024).
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Investigar os efeitos oncoliticos da cepa La Sota do VDN em culturas de células
tumorais caninas ¢ humanas, em xenoenxertos usando o embrido de galinha como modelo ¢ em

cadelas com tumores mamarios.

2.2 Objetivos especificos

(I) Avaliar in vitro a eficacia oncolitica da cepa La Sota do VDN em células de
carcinoma mamario canino CMT-U27 e células de adenocarcinoma prostatico humano PC-3,
observando a viabilidade celular. (II) Investigar ex ovo os efeitos oncoliticos da cepa La Sota
do VDN em xenoenxertos de células de adenocarcinoma prostatico humano PC-3, avaliando
inibi¢do, regressdo, angiogénese e liberacao de citocinas. (III) Acompanhar in vivo o efeito
terapéutico da cepa La Sota do VDN, administrada por via intravenosa, em cadelas portadoras

de carcinomas mamarios espontaneos.
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3.REVISAO DA LITERATURA

3.1 O microambiente tumoral
O TME ( Imagem 1) ¢ formado por diversos tipos celulares, entre eles, as células
neoplasicas, endoteliais, inflamatérias e fibroblasticas (Kerkar; Restifo, 2012; Martini et al.,

2020) .

Imagem 1 - Infiltrados celulares no microambiente tumoral.
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Fonte: Kerkar; Restifo (2012).

O TME pode exercer uma funcao fundamental na resposta terapéutica. Os tumores
‘quentes’, caracterizados por presenca de atividade antitumoral (Martini et al., 2020), presenca
de TILs e expressdao do receptor PD-L1 (receptor de morte programada 1) em células
cancerosas, tendem a responder melhor as terapias (Hegde; Karanikas; Evers, 2016). No

entanto, os tumores ‘frios’ sdo considerados nao inflamados: sdo pouco infiltrados por células
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do SI (Martini et al., 2020), tém baixa expressdo de neoantigenos, baixa expressdo de
apresentadores de antigenos como o MHC I (complexo principal de histocompatibilidade de
classe I) e mal expressam PD-L1 (Hegde; Karanikas; Evers, 2016). Consequentemente, t€ém
menor resposta aos tratamentos (Martini et al., 2020).

Neste contexto, tumores ‘frios’ como 0s ovarianos, pancreaticos, prostaticos, entre
outros, exibem respostas terapéuticas subotimas (Martini et al., 2020). Além desses,
historicamente, o cancer de mama ¢ visto como um tumor imunologicamente 'frio’,
caracterizado por uma infiltracdo limitada de células T (Semiglazov et al., 2022)

Diante desse cenario, diversas abordagens tém sido exploradas para converter tumores
'frios' em 'quentes' (Martini et al., 2020). A viroterapia oncolitica, utilizando VOs, desempenha
um papel crucial nesse processo. Em tumores 'quentes', os VOs intensificam a resposta imune
antitumoral j& existente; em tumores 'frios', eles provocam um influxo de células imunes para
o TME, como TILs, convertendo-o em um tumor 'quente' (Martini et al., 2020) e adequando-o
para receber outros tratamentos imunoterapéuticos (Gujar; Pol; Kroemer, 2018)

O VDN possui, além da capacidade de induzir a morte de células cancerosas, potencial
em transformar tumores 'frios' em 'quentes', ou seja, de converter um TME imunossupressor em

pré-inflamatério (Kalyanasundram et al., 2018; Schirrmacher, 2015).

3.2 Hallmarks do cancer

Os hallmarks do cancer, ou seja, as caracteristicas tumorais distintas e complementares
que permitem o desenvolvimento bioldgico do cancer e a formagdo de metastases, foram
propostas por Douglas Hanahan e Robert A. Weiberg, compreendendo oito hallmarks
registrados atualmente (Hanahan; Weinberg, 2011). Na versdao mais recente deste conceito
(Hanahan, 2022), a desregulacdo do metabolismo celular e a evasdo do SI que, inicialmente
foram classificados como "hallmarks emergentes", estdo incluidos na representacdo atual

(Hanahan, 2022) ( Imagem 2).



27

Imagem 2 - Hallmarks do cancer.
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Fonte: Hanahan (2022).

3.2.1 Evasao do SI: um hallmark central

A funcdo que o SI desempenha, tanto na resisténcia, quanto na erradicagcdo de tumores
incipientes, neoplasias em estagio avancado e micrometastases, ainda ndo estd totalmente
esclarecida, necessitando de mais estudos (Hanahan; Weinberg, 2011).

O aumento consideravel de alguns tipos de cancer em pessoas imunocomprometidas,
parece estar associado a um sistema de monitoramento imunolédgico defeituoso (Vajdic; Van
Leeuwen, 2009). Entretanto, a maior parte desses tumores sdo de origem viral, sugerindo que o
controle de seu desenvolvimento se d4, em parte, através da eliminacdo de células infectadas
por virus. Logo, essas informagdes ndo elucidam a possivel fungdo do SI em restringir o
desenvolvimento de mais de 80 % de neoplasias nao virais (Hanahan; Weinberg, 2011).

Apesar disso, nos ultimos anos, trabalhos em epidemiologia clinica e pesquisas com
camundongos geneticamente modificados, sugerem que o SI atua consideravelmente para
impedir a formacgao e a progressao tumoral (Hanahan; Weinberg, 2011).

Diversos autores observaram maior frequéncia e / ou crescimento de tumores induzidos
por carcindgenos, em camundongos imunodeficentes, modificados geneticamente, quando
comparados aos animais-controle imunocompetentes. Essencialmente, a deficiéncia no
desenvolvimento ou na fungdo dos linfocitos CD8" (linfocitos T citotoxicos), linfocitos CD4"
Thl (linfocitos T helper 1), ou células NK, ocasionou aumento na incidéncia das neoplasias.
Ademais, os pesquisadores relataram maior suscetibilidade para progressdo tumoral, em

camundongos com imunodeficiéncia combinada de células T e NK. Por conseguinte, os dados
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indicaram que o SI inato e adaptativo sdo competentes para realizar vigilancia imunoldgica e
erradicacdo neoplésica, ao menos em alguns modelos experimentais (Kim; Emi; Tanabe, 2007;
Teng et al., 2008).

Em contrapartida, outras pesquisas no campo da epidemiologia clinica humana apoiam
a existéncia de respostas imunoldgicas antitumorais em determinados tipos de cancer (Bindea
et al., 2010; Ferrone; Dranoff, 2010; Nelson, 2008).

Outro ponto diz respeito a imunoedi¢do do cancer. Na fase de escape tumoral,
elementos do SI sdo bloqueados por células imunossupressoras, por liberacao de citocinas

(Martini et al., 2020).

3.3 Imunoedi¢ao do cancer

O mecanismo de escape do SI pelo tumor ¢ chamado de imunoedicao (Martini ef al.,
2020) (Imagem 3). Este processo se caracteriza pelas fases de eliminagdo/imunovigilancia,
equilibrio/edi¢ao e escape (Martini ef al., 2020; Restifo; Smyth; Snyder, 2016).

Imagem 3 - Imunoedi¢do do cancer.
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Fonte: Martini et al. (2020).

Na fase de imunovigilancia (Imagem 3), comum no inicio do crescimento tumoral, as
células cancerosas intensamente antigénicas sao reconhecidas pelo SI inato e adaptativo e
posteriormente eliminadas (Martini ef al., 2020; Restifo; Smyth; Snyder, 2016). Na fase de

equilibrio (Imagem 3), a neoplasia e o SI adaptativo coexistem; ainda assim, células tumorais
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sdo continuamente destruidas (Martini et al., 2020; Restifo; Smyth; Snyder, 2016). Na ultima
etapa da imunoedigdo, na fase de escape (Imagem 3), as células tumorais tém pouca expressao
antigénica, ha liberagdo de citocinas imunossupressoras, presenga de células imunossupressoras
como T reguladoras (Tregs), macrofagos associados ao tumor (TAMs), como macrofagos M2
e células supressoras derivadas da linhagem mieloide (MDSCs), o que favorece a proliferagao

celular e o surgimento de metastases (Martini et al., 2020; Restifo; Smyth; Snyder, 2016).

3.4 O virus de Newcastle (VDN)

3.4.1 Overview

Em 1927, o VDN foi isolado pela primeira vez em galinhas domésticas, na cidade de
Newcastle, Inglaterra (Nelson, 1999). Desde a década de 50 ele ¢ usado com sucesso como uma
vacina atenuada em galinhas (Czeglédi et al., 2006) e os VDNs recombinantes que expressam
a proteina H do virus da cinomose canina e a glicoproteina do virus da raiva apresentaram boa
imunogenicidade em animais (Ge et al., 2011, 2015).

Além disso, o VDN tem sido estudado com vetor para a fabricagdo de vacinas para
humanos. A vacina contra a COVID-19 que expressa a proteina spike do SARS-CoV-2 tem
apresentado resultados promissores (Fulber; Kamen, 2022). J4 o projeto para a fabricacao de
uma vacina experimental, a Butanvac, elaborada pelo Instituto Butantan em Sao Paulo, Brasil,
foi descontinuada por nao atingir o desfecho esperado ap6s o ensaio clinico de fase II (Instituto
Butantan, 2024)

O VDN, também conhecido como APMV-1 (Paramixovirus aviario 1) (Dimitrov et
al., 2016), pertence a ordem Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, género Avulavirinae
(ICTV, 2011).

O virus ¢ pleomorfico (Ganar et al., 2014) e possui formato esférico (Lamb; Parks,
2007). O capsideo ¢ helicoidal envelopado por dupla camada lipidica (Lamb; Parks, 2007;
Villar; Barroso, 2006) Mede entre 100 e 500 nm (nandmetros) (Martini ef al., 2020) e possui
de 200 a 300 nm de diametro (Ganar et al., 2014). Possui distribui¢do global e infecta aves
selvagens, domésticas e peridomésticas (Dimitrov et al., 2016).

Apesar da patogenicidade em humanos (Ganar et al., 2014), infec¢des nessa espécie
sdo extremamente raras e cepas altamente virulentas podem causar apenas sintomas leves como
conjuntivite, tosse, febre moderada e sintomatologia gripal (Ganar ef al., 2014; Song et al.,
2019). Ademais, nao ha relatos na literatura sobre transmissao humano-humano (Sanchez. et

al., 2014).
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3.4.2 Genoma

O acido nucleico do VDN ¢ um RNA fita simples de polaridade negativa (Lamb; Parks,
2007; Villar; Barroso, 2006). O genoma ¢ do tipo ndo segmentado (Lamb; Parks, 2007). Por
analise filogenética recente, os VDNs sdo divididos em duas classes. A classe I possui apenas
um gendtipo (gendtipo 1), enquanto a classe II abrange 21 genoétipos diferentes (I-XXI)
(Dimitrov et al., 2019).

O genoma do VDN codifica, no minimo, seis genes estruturais ( Imagem 4)

(Chambers et al., 1986).

Imagem 4 - Estrutura do VDN.
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Fonte: Ganar et al. (2014).

3.4.2.1 Proteina do nucleocapsideo (NP) ou nucleoproteina (N)
E constituida por 489 aa (aminoacidos) e pesa 55 kDa (quilodaltons). E integrante do
RNP (complexo ribonucleoproteico), juntamente com as proteinas P e L (Lamb; Parks, 2007),

formando a unidade de replicagdo viral (Liu et al., 2019; Villar; Barroso, 2006)
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3.4.2.2 Fosfoproteina (P)

E formada por 395 aa e pesa de 50 a 55 kDa. Possui fungio essencial na transcrigéo e
na replicagdo viral (Dortmans et al., 2011; Villar; Barroso, 2006).

A excegdo dos demais genes, o gene P tem capacidade de codificar trés proteinas (P,
V e W) através de um processo chamado de edi¢do de RNA (Lamb; Parks, 2007; Miller;
Decanini; Afonso, 2010).

Nas células de galinha, a proteina V tem a func¢do de inibir a resposta do interferon e a
apoptose. No entanto, essa fungcdo de mecanismo de escape ¢ observada apenas em aves € nao
em células de mamiferos. Por essa razdo, acredita-se que a proteina V contribua para a gama
limitada de hospedeiros do VDN, sendo uma das principais razoes pela qual o VDN nao ¢

virulento em células normais de mamiferos (Park et al., 2003).

3.4.2.3 Proteina da matriz (M)

E constituida por 364 aa e pesa aproximadamente 40 kDa (Chambers et al., 1986). Fica
localizada abaixo da membrana viral (Villar; Barroso, 2006) e, sugere-se, que seja a
encarregada de manter o formato esférico do nucleocapsideo (Mebatsion; Weiland;
Conzelmann, 1999). Entre suas funcdes estdo o controle da sintese de RNA viral e a montagem

do virion na célula hospedeira (Peeples; Bratt, 1984; Villar; Barroso, 2006).

3.4.2.4 Proteina de fusao (F)

Participa da constitui¢do do envelope externo do VDN como uma glicoproteina de
superficie (Villar; Barroso, 2006).

Desempenha uma fung¢do relevante na viruléncia das cepas virais (Panda et al., 2004;
Romer-Oberdorfer et al., 2003), intermediando a fusdo do virus com a membrana da célula
hospedeira (Villar; Barroso, 2006).

O potencial de infecciosidade do VDN depende, indispensavelmente, da clivagem da
proteina F (Panda et al., 2004; Peeters et al., 1999; Samal et al., 2011). O polipeptideo FO
inativo ¢ quebrado em F1 e F2, convertendo-o em um virus infeccioso (Yaacov et al., 2008)
com capacidade de fusdo celular para penetragdo do genoma na célula hospedeira (Leeuw et
al., 2005; Yaacov et al., 2008) e formacao de sincicios (Li et al., 2011; Wang et al., 2017). A
proteina HN contribui com a fungdo de F (Morrison, 2003).
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3.4.2.5 Hemaglutinina-neuraminidase (HN)

E uma glicoproteina de superficie do envelope do VDN, pesa 74 kDa (Villar; Barroso,
2006) e reconhece receptores de Sias em células hospedeiras (Sun et al., 2015). Ela ¢
coexpressada com a proteina F e ambas atuam na fusdo e entrada do nucleocapsideo viral na
célula (Ganar et al., 2014). Assim como F, também tem fun¢do essencial na formagdo de

sincicios (Li ef al., 2004).

3.4.2.6 Proteina polimerase grande (L)

Representa a maior proteina do VDN. E constituida por 2.204 aa e pesa 250 kDa
(Lamb; Parks, 2007). Juntamente com a proteina P, no complexo P-L, forma o RNA polimerase
(Lamb; Parks, 2007) e realiza a transcricdo do RNAm viral (RNA mensageiro) (Ganar ef al.,
2014).

3.4.3 Patogenicidade e viruléncia

A Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2012) classificou as cepas do VDN
conforme sua patogenicidade e viruléncia e que sdo passiveis de notificacdo oficial. O ICPI
(indice de patogenicidade intracerebral) € o teste padrdo-ouro, in vivo. Ja a viruléncia ¢
estipulada pelo local de clivagem da proteina F, com base na estrutura de aminoacidos. Por
conseguinte, as cepas do VDN sao classificadas em trés patotipos (Liu, 2014).

Os virus lentogénicos possuem baixa patogenicidade (ICPI < 0,7) (Dimitrov et al.,
2016), baixa viruléncia (a estrutura dos aminoacidos no local de clivagem F ¢ monobasica)
(Glickman et al., 1988) e sdo pouco toxicos ou atoxicos (Liu, 2014). Normalmente, causam
doenca subclinica em aves (Dimitrov et al., 2016).

Os virus mesogénicos possuem patogenicidade moderada (ICPI 0,7 — 1,5) (Dimitrov
et al., 2016), moderada viruléncia (a estrutura dos aminodcidos no local de clivagem F ¢
polibasica) (Glickman et al., 1988) e sao moderadamente toxicos (Liu, 2014). Geralmente
causam sinais clinicos, porém nao sao letais em galinhas (Dimitrov et al., 2016).

Os virus velogénicos possuem alta patogenicidade (ICPI > 1,5) (Dimitrov et al., 2016),
alta viruléncia (a estrutura dos aminoacidos no local de clivagem F ¢ polibasica) (GLICKMAN
et al., 1988) e sao fortemente toxicos (Liu, 2014). Causam sintomatologia respiratoria grave e
mortalidade em aves (Dimitrov ef al., 2016).

Embora haja poucas evidéncias, cepas do VDN de baixa viruléncia podem sofrer

mutagdes pontuais e se transformar em fenotipos virulentos (Alexander, 2011).
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3.4.4 Fusdo e replicagdo viral do VDN
O VDN se funde a célula hospedeira para a replicagdo viral e a formagao de virions
(forma infectante) ( Imagem 5).

Imagem 5 - Fusao e replicagao do VDN.
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Fonte: Yang et al. (2024).

A glicoproteina de superficie viral HN pode se ligar ao receptor de 4cido sialico da
célula hospedeira, propiciando a interagdo de HN com a proteina de superficie viral F. A
mudanca conformacional de F resulta na fusdo do envelope viral com a membrana plasmatica
da célula, desencadeando a entrada do nucleocapsideo do VDN no citoplasma celular
(Dortmans et al., 2011; Ganar et al., 2014). Esta primeira fase ocorre em uma ampla variedade
de tipos celulares (Yang et al., 2024).
Além disso, o VDN pode entrar nas células através de micropinocitose (Tan et al.,
2016), endocitose dependente de RhoA (El-Sayed; Harashima, 2013) ou mediada por clatrina
(Tan et al., 2016).
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Na regido citoplasmatica, a proteina M se desprende do complexo RNP. O complexo
de proteinas P-L forma o RNA polimerase que inica a transcri¢do do RNAm viral (Dortmans
etal.,2011). O RNA de sentido negativo ¢ transcrito em um molde antigenomico de polaridade
positiva (Dortmans et al., 2011; Ganar et al., 2014) e, posteriormente, ¢ traduzido para sintetizar
um novo RNA de sentido negativo e novas proteinas estruturais (Ganar et al., 2014; Molouki;
Peeters, 2017). Um novo nucleocapsideo ¢ formado pelo RNA recém-sintetizado envolvido
pelas proteinas NP, P e L; o nucleocapsideo ¢ montado com a proteina M e as glicoproteinas
de superficie HN e F. A progénie viral ¢ entdo liberada da célula hospedeira por brotamento
(Cuadrado-Castano et al., 2015a; Ganar et al., 2014). Por fim, a proteina HN tem a capacidade
de eliminar residuos de acido sialico dos virions recém-formados, evitando sua aglomeragao e
facilitando a propagacao do virus nos tecidos infectados (Iorio et al., 2001).

Esta segunda fase ¢ restrita as células tumorais de hospedeiros ndo avidrios, devido a
inibi¢do da replicacdo viral em células normais por mecanismos de defesa que envolvem o

interferon tipo I (IFN-I) (Yang et al., 2024).

3.5 Terapias anticincer com o uso de virus (viroterapia oncolitica)

A imunoterapia ganhou destaque a partir dos anos 90 e diferentes técnicas tém sido
desenvolvidas no intuito de induzir forte resposta imune antitumoral em pacientes oncologicos.
Dentre estas abordagens terapéuticas inclui-se vacinas, administracdo de anticorpos
monoclonais contra antigenos tumorais, transferéncia adotiva de linfocitos T, administra¢ao de
anticorpos como IClIs (inibidores de checkpoints imunologicos) e VOs (BOMMAREDDY;
SHETTIGAR; KAUFMAN, 2018; LOHMUELLER; FINN, 2017).

Desde a década de 50, ha relatos na literatura de pessoas com cancer naturalmente
infectadas por virus, que apresentaram alguma resposta antitumoral positiva (BIERMAN et al.,
1953; BLUMING; ZIEGLER, 1971; GROSS, 1971; PELNER; FOWLER; NAUTS, 1958).

Os virus nativos ou geneticamente modificados sdo particularmente promissores e
vantajosos na terapia contra o cancer, por sua especificidade em destruir células tumorais e
preservar células normais (Li ef al., 2020; Martini et al., 2020) e por sua capacidade de
desencadear no paciente uma forte reposta imunoldgica antitumoral sistémica e potencialmente
duradoura (Martini et al., 2020).

Durante a transformagdo em células cancerigenas, muitos componentes essenciais para
a defesa antiviral inata podem se tornar defeituosos ou suprimidos, o que torna essas células

mais suscetiveis a diferentes cepas de virus em comparagao com células ndo transformadas. As
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células cancerigenas podem apresentar menor capacidade de responder a estimulagdo antiviral
promovida por interferons (IFNs) ou fator de necrose tumoral (TNF) (Bell; McFadden, 2014).
Diversos estudos pré-clinicos e clinicos relataram habilidades antineoplasicas
promissoras para a viroterapia oncolitica. Ademais, os VOs demonstraram toxicidade
substancialmente menor que as quimioterapias (Duffy; Fisher; Seymour, 2017; Tap et al.,
2016).
Atualmente, ha dez tipos de virus amplamente testados em viroterapia oncolitica (Lin;

Shen; Liang, 2023) (Imagem 6).

Imagem 6 - Caracteristicas dos virus oncoliticos.
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Fonte: Lin et al. (2023).

Resultados concretos ja sdo observados. Em 2004, foi aprovado na Letonia, Georgia e
Arménia, o ECHO-7 Rigvir®, desenvolvido com uma cepa modificada do virus ECHO-7, que
pertence a familia Picornaviridae (Alberts et al., 2016). Ja em 2005, o governo da Republica
Popular da China aprovou o virus H101 (Adeno-5), comercializado como Oncorine®, no

tratamento de carcinoma de células escamosas na regido da cabega e do pescogo (Wei ef al.,
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2018). O adenovirus foi geneticamente modificado sem o gene E1B, com o intuito de inativar
o gene p53 das células hospedeiras (Garber, 2006).

Posteriormente, em 2015, a FDA (Food and Drug Administration), a Agéncia Federal
do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos EUA (Estados Unidos da América),
aprovou o primeiro VO americano para uso clinico, o HSV-1 (herpervirus simples tipo 1),
comercializado como OncoVexGM-CSF® ou ImlygicTM® , no tratamento do melanoma
cutaneo, subcutaneo, recorrente ou inoperavel (Kemp et al., 2020; Raman; Hecht; Chan, 2019).
Além dos EUA (NCI, 2015), o medicamento foi aprovado na Unido Europeia (EMA, 2016) e
na Australia (NPS, 2017).

Teserpaturev/G47A (Delytact®) é um virus oncolitico recombinante de herpesvirus
simples tipo 1 de terceira geragdo, para tratar varios canceres solidos. Este virus, que foi
aprovado no Japao em 2021 para tratar gliomas malignos, estd sendo investigado em ensaios
clinicos para cancer de prostata (fase II), mesotelioma pleural maligno (fase I) e neuroblastoma

olfatorio recorrente (fase I) (Frampton, 2022; Sugawara et al., 2021).

3.5.1 Viroterapia com VDN

Em meados dos anos 50, foi relatado que o VDN, altamente patogénico para mais de
240 espécies de aves, possuia capacidades oncoliticas (Flanagan; Love; Tesar, 1955; Sinkovics,
1957). Quase uma década depois, foi observado efeito antileucémico transitorio e melhora
clinica com baixos eventos adversos (EA), em um paciente com leucemia mieloide aguda,
tratado com VDN (Wheelock; Dingle, 1964). Na mesma época, Cassel e Garett notaram lise de
células neoplasicas e imunidade antitumoral, em camundongos com tumor ascitico de Ehrlich,
inoculados com VDN (Cassel; Garrett, 1965, 1966).

J& no inicio dos anos 70, Csatary relatou um caso na Hungria, de um homem que
apresentou regressao do cancer de colon metastatico agressivo, apds um surto da doenca de
Newcastle em sua fazenda (Csatary, 1971).

As pesquisas de Cassel chamaram a atencao de varios pesquisadores (Nelson, 1999).
Em 1994, foi relatada a regressdo completa de neuroblastoma humano transplantado em
camundongos atimicos, tratados com uma tUnica injecdo da cepa do VDN de Cassel (Lorence
et al., 1994) e, a aprtir deste caso, a viroterapia com VDN foi considerada como medicina
alternativa e complementar pelo NCI (National Cancer Institute) (Nelson, 1999).

Desde entdo, numerosos estudos demonstraram o potencial terapéutico de cepas do

VDN selvagens ou recombinantes, como monoterapias ou em combinacdo com outros
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tratamentos. Efeitos oncoliticos in vitro foram observados em células humanas de astrocitoma
(Zulkifli et al., 2009), astrocitoma anaplésico (Ali et al., 2011), carcinoma de células renais
(Ch’ng et al., 2015), glioblastoma (Koks et al., 2015), adenocarcinoma colorretal (Assayaghi;
Alabsi; Ali, 2016), linfoma de células B (Sanchez et al., 2016), adenocarcinoma pulmonar (Ye
et al., 2018) glioma (Bai et al., 2018), carcinoma hepatocelular (Meng et al., 2019), melanoma
(Shao et al., 2019)e cancer cervical (Nejad et al., 2020).

Além de testes in vitro, foi observada reducao significativa da viabilidade de tecido ex
vivo de glioma humano tratado com a cepa VDN-V4UPM (Mustafa et al., 2013). Ja em 2006,
foi realizado um estudo clinico de fase I e II com pessoas portadoras de glioblastoma
multiforme; um paciente obteve resposta completa apos tratamento com inje¢do intravenosa da
cepa VDN-HUJ, que exibiu toxicidade minima (Freeman et al., 2006)

Efeitos oncoliticos também foram descritos em modelos animais com leucemia
mielomonocitica (Alabsi ef al., 2012), glioblastoma multiforme (Koks et al., 2015), cancer de
prostata (Raghunath et al., 2017), carcinoma hepatocelular (Wu et al., 2017), glioma (Fan et
al., 2018) e melanoma (Vijayakumar; Palese; Goff, 2019).

3.5.1.1 Cepas do VDN

E importante salientar que a atividade oncolitica direta do virus e a resposta imunolégica
podem variar entre os tumores e entre as cepas do VDN (Tayeb; Zakay-Rones; Panet, 2015).

As cepas do VDN sdo classificadas conforme a patogenicidade, em lentogénicas,
mesogénicas e velogénicas (Liu, 2014). Também podem ser categorizadas em dois grupos
quanto sua atuagdo na neoplasia: cepas oncoliticas (liticas), formadoras de sincicios in vitro ou
in vivo (Song et al., 2019) e cepas ndo oncoliticas (ndo-liticas), com potencial de impedir a
progressao tumoral e aumentar a sobrevida, apesar de seu efeito ainda ndo ter sido totalmente
elucidado (Song et al., 2019).

As aves sdo principalmente vacinadas com cepas lentogénicas do VDN, como as cepas

Ulster, NDV Hitchner-B1 (HB1) e LaSota e, até¢ o momento, ndo hd registro de mortalidade em
aves devido a infec¢do por VDN lentogénico (Zamarin; Palese, 2012).

Cepas lentogénicas como Ulster, NDV Hitchner-B1 (HB1), LaSota HUJ e V4-UPM,
sao utilizadas em estudos pré-clinicos e possuem potencial oncolitico em culturas celulares e
em modelos animais experimentais (Burman; Pesci; Zamarin, 2020; Pathak; Pal; Malik, 2023).
Apesar disso, a replicagdo do virus e a destruicdo da célula tumoral sdo restritas a tecidos

especificos (Dimitrov et al., 2016).
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As cepas mesogénicas 73T, AF2240, Beaudette C, Italien, MTH-68/H e PV701, sao
utilizadas em estudos pré-clinicos (Burman; Pesci; Zamarin, 2020). 73T, MTH-68/H e PV701
possuem potencial oncolitico em culturas celulares ¢ em modelos animais experimentais
(Csatary, 1971; Lorence et al., 1994). A cepa mesogénica Anhinga ¢ uma potencial candidata
para viroterapia oncolitica, por induzir a formag@o de potentes células sinciciais in vitro (He et
al., 2016). 73T ndo € patogénica para aves ; ja MTH-68/H e PV701 sdo patogénicas para aves
(Csatary, 1971; Lorence et al., 1994). Todas as cepas mesogénicas sao classificadas como
liticas (Ganar et al., 2014) e apresentam superioridade na replicacao viral, destruicao da célula

tumoral e formagao de células sinciciais (Burman; Pesci; Zamarin, 2020; Dimitrov et al., 2016).

3.5.1.2 Vantagens do VDN

A utilizacdo do VDN tem demonstrado ser mais vantajosa em comparagdo a outros VOs
(Schirrmacher; Fournier, 2009). Primeiramente, seu uso na avicultura como vacina ha mais de
60 anos, evidencia a superestabilidade do genoma (Schirrmacher, 2017). Ademais, o fato de
aproximadamente 96 % da humanidade ser soronegativa para o VDN, impede que pacientes
sejam pré imunes para a doenca de Newcastle, o que € potencialmente um problema com o
adenovirus, o hespesvirus e virus vaccinia (Schirrmacher; Van Gool; Stuecker, 2019); ou seja,
a utilizagdo de virus aviarios no tratamento do cancer em mamiferos € especialmente vantajosa
devido a probabilidade da inexisténcia de anticorpos neutralizantes (Yang et al., 2024). Esta
auséncia em mamiferos pode aumentar a susceptibilidade desses hospedeiros a infec¢do pelo
VDN (Sanchez et al., 2016).

Outra vantagem ¢ a particularidade que o virus possui de realizar sua replicagdo no citoplasma
e ndo incorporar seu genoma ao da célula hospedeira (Kan ef al., 2021; Niu et al., 2015).

O VDN atende as trés condigdes ideais da terapia anticancer. A citotoxicidade seletiva permite
que este virus mate apenas células cancerosas, conservando as células normais do paciente
(Fountzilas; Patel; Mahalingam, 2017; Yurchenko et al., 2018). Além disso, as cepas liticas sdo
eficientes na destruicdo direta das células tumorais (Kalyanasundram et al., 2018; Nelson,
1999). Outrossim, as cepas ndo liticas depositam proteinas virais na membrana da célula
neoplésica, desencadeando forte resposta imune antitumoral (Kalyanasundram et al., 2018;
Nelson, 1999).

Para além disso, o VDN apresenta custos de producdo reduzidos, possibilita administragao

por multiplas vias e € associado a minimos EA (Cuadrado-Castano et al., 2015b).
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3.5.1.3 Potencial zoonotico do VDN

O VDN j4 foi isolado em varias espécies nao avicolas, incluindo: macacos, coelhos,
visoms, hamsters, porcos € humanos. Essas infecgdes em mamiferos destacam a capacidade do
VDN em cruzar barreiras entre espécies, levantando preocupacdes sobre seu potencial
zoondtico e a necessidade de vigilancia em populagdes em risco, como trabalhadores da
avicultura e individuos imunocomprometidos (Ul-Rahman et al., 2022).

A primeira infeccdo humana documentada ocorreu em 1942 e, desde entdao, houve
relatos de infecgdes em humanos associadas a exposi¢cdes ocupacionais, especialmente em
contextos veterinarios ou laboratoriais (Ul-Rahman et al., 2022).

A falta de dados extensivos sobre a exposi¢do e infecgdo em espécies nao avicolas,
especialmente mamiferos, também contribui para a incerteza sobre o real risco zoonotico do

VDN (Ul-Rahman et al., 2022).

3.6 Mecanismos do VDN para inducio de destruicio da célula tumoral e resposta imune
antitumoral

Estudos pré-clinicos relataram os principais mecanismos de atuagao do VDN em células
cancerosas ( Imagem 7).

O VDN mata seletivamente as células tumorais e, simultaneamente, estimula uma
resposta imune antitumoral (SONG et al., 2019) tanto inata quanto adaptativa, potencializando
seus efeitos oncoliticos (Burke ef al., 2020; Zhan et al., 2020) , sendo a imunidade antitumoral

adaptativa forte e duradoura (Osali ef al., 2020).
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Imagem 7 - Morte de células tumorais por diferentes vias e resposta
imunologica inata e adaptativa induzida pelo virus da doenca de Newcastle.
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Fonte: Yang et al. (2024).

3.6.1 Resposta imune inata

3.6.1.1 Inducdo de MCI

A MCI ocorre apos o término da sintese de proteinas virais e exposi¢do aos antigenos
virais HN e F na superficie (SONG et al., 2019). O VDN ¢ capaz de induzir a MCI através da
via P38/MAPK (p38 quinase ativada por mitogeno) (Yang et al., 2024) estresse do reticulo
endoplasmatico (ER) (Yang et al., 2024), apoptose (Keshavarz et al., 2020; Nejad et al., 2020),
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autofagia (Jin et al., 2021; Shao et al., 2019), necrose (Song et al., 2019) e piroptose (Song et
al., 2019). Recentemente, foi relatado que o VDN causou morte de células tumorais por
ferroptose (Kan et al., 2021).

Apos a destruicao da célula tumoral, ha liberagao da progénie viral, que infecta células

neoplasicas vizinhas (Ji et al., 2017; Welch et al., 2014).

3.6.1.1.1 Morte celular pela via p38 quinase ativada por mitégeno (P38/MAPK)

Embora as células tumorais frequentemente apresentem uma sinalizacdo comprometida
para o IFN-I (Burman; Pesci; Zamarin, 2020), esses interferons ainda podem causar algum dano
ou efeito negativo nas células tumorais. A infec¢ao pelo VDN pode desencadear MCI por meio
da via P38/MAPK ( Imagem 8).

Ademais, dado que o VDN pode infectar células normais presentes no TME, ¢ possivel

que uma resposta do IFN-I seja gerada mesmo apds a infec¢do inicial (Yang et al., 2024).
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Imagem 8 - Ativacdo da via do IFN-I por virus da doenca de Newcastle.
¢

Fonte: Burman; Pesci; Zamarin (2020).

O genoma viral é reconhecido pelo receptor RIG-1 (gene indutor de acido retindico 1)
no citosol; este leva a secre¢do de IFN-I e sinalizagdo autdcrina e paracrina (Burman; Pesci;
Zamarin, 2020).

Ap0s sinalizagdo paracrina, o IFN-I desencadeia a exposi¢ao dos antigenos virais HN e
F na superficie das células cencerosas; estas por sua vez, liberam IFN-a (interferon alfa-2a),
TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado ao
TNF), para ativacdo da cascata apoptotica e reconhecimento de células dendriticas (CDs)

(Kalyanasundram et al., 2018; Zeng; Fournier; Schirrmacher, 2002).
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3.6.1.1.2 Apoptose

O VDN ¢ um dos VOs amplamente pesquisados no contexto da apoptose (Lin et al.,
2023).

Os processos de replicagdo viral e a sintese de novas proteinas virais, induzem a
apoptose por ativagdo das vias intrinseca e extrinseca, dependentes de caspases (Cuadrado-

Castano et al., 2015b; Kalyanasundram et al., 2018) ( Imagem 9).

Imagem 9 - Via extrinseca e intrinseca de ativagao de apoptose pela cepa VDN-AF2240.
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A ligagdao da proteina HN com o receptor de acido sidlico da superficie da célula
tumoral, desencadeia a via extrinseca / do receptor de morte, por liberagdo de TNF-a e TRAIL
(Kalyanasundram et al., 2018; Song et al., 2019). Estas citocinas reconhecem e se ligam aos
seus respectivos receptores de morte na superficie da célula que, por sua vez, convertem a pro-
caspase 8 em caspase 8, através da proteina FADD (Kalyanasundram et al., 2018).
Consequentemente, a caspase 8 ativa diretamente a via de execuc¢ao de apoptose, ou seja, ativa
as caspases 3, 6 e 7, que realizam a clivagem das proteinas intracelulares (Kalyanasundram et
al., 2018).

A via intrinseca / mitocondrial, independente de IFN-I, também pode induzir a
apoptose por recrutamento da via extrinseca, no intuito de amplificar a cascata apoptdtica

(Elankumaran; Rockemann; Samal, 2006; Kalyanasundram et al., 2018). Apds a ativagdo da
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caspase 8, esta realiza a clivagem da proteina pro-apoptotica Bid pra tBid, ativando-a. O
dominio BH3 da tBid interage com a proteina pro-apoptotica Bax, que se desloca para a
membrana mitocondrial e ativa a permeabilizagdo da MOMP (membrana externa mitocondrial)
e ha liberacao de citocromo-c (Elankumaran; Rockemann; Samal, 2006; Kalyanasundram et
al., 2018).

A via intrinseca também pode ser desencadeada apos a sintese de proteina viral, pela
interacdo do dominio BH3 da proteina Bax com a proteina M do VDN, no citosol
(Kalyanasundram et al., 2018). A mudanca conformacional na Bax, leva ao seu deslocamento
até a mitocondria. O acimulo de Bax na superficie mitocondrial leva a oligomerizagdo, MOMP
e posterior liberagdo de citocromo-c (Kalyanasundram et al., 2018).

O citocromo-c interage com a Apaf-1 (protease associada a apoptose 1), formando o
apoptossoma. Este, ativa a caspase-9 que, por sua vez, ativa as caspases executoras,

completando a apoptose (Kalyanasundram et al., 2018).

3.6.1.2 Liberagdo de antigenos

A destruicao da célula tumoral resulta na liberagdo de PAMPs (padrdes moleculares
associados a patégenos), DAMPs (padrdes moleculares associados a danos), bem como TAAs
(antigenos associados a tumores) e citocinas pelas células destruidas (Hu ef al., 2017; Serrano-
Del Valle et al., 2019).

A maturacdo e a ativacdo de CDs com capacidade de apresentacdo cruzada de
antigenos, ocorre em resposta ao reconhecimento desses fatores locais (Burman; Pesci;

Zamarin, 2020; Fuertes et al., 2011).

3.6.1.3 Células NK e macrofagos na resposta imune antitumoral

A infec¢do pelo VDN ativa diretamente células NK (Jarahian ef al., 2009), mondcitos
(Washburn et al., 2003), macrofagos (Schirrmacher et al., 2000) e CDs (Zhao et al., 2008).
Estas células imunoldgicas, com propriedades citoliticas e fagociticas, direcionam-se as células
tumorais infectadas que demonstram resisténcia a lise viral.

DAMPs e PAMPs sdo reconhecidos por células NK e CDs, através de TLR 3,7, 8¢9
(receptores extracelulares tool-like 3, 7, 8 ¢ 9) e receptores intracelulares como RIG-1,
desencadeando resposta do IFN-I (Kalyanasundram et al., 2018; Takeuchi; Akira, 2010).

Os TAAs, por sua vez, sdo expressos na superficie das células tumorais, juntamente

com HN e F, para serem reconhecidos por CDs (Kalyanasundram et al., 2018).
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Ap0s apresentacdo de antigenos, as células NK sofrem diferenciacdo e ha ativagdo de

macréofagos M1 (Imagem 10).

Imagem 10 - A apresentagao de antigenos resulta na transformagdo das células NK e na
ativacao dos macrofagos M1 apos administracao da cepa AF2240 do virus da doenga de
Newcastle.

CD16+/CD56+

NK Cells
NDV AF2240 e L, A
presentation
Infected Tumour \ NK) Jo------- = # NK preves
ok e = 4 |
Arnes F Bendritic i CD16-/CD56+ perforin/
ar22e Granzyme
_1 cells = /L o w
‘ HN v | =i NK = By
e ~ IFN-a “'T'/ "8 " \\“-_ Ny
TAA - ‘F:'B ® M1 Macrophage
- IFN-y e g Nitric Oxide
L4 ) Ph tosis / i
Tumour £ - TNF-a \ AH"QE: " : St it ( TUMOURlCIDAL)
Debris IL-1 g R : ' Antigen A /
e ) 3 . | presentation ',;\,)—
y = 4 CXCL-9
( |lo : *‘/!HN "R jisis: [ 4 e
X i . = tati 5 i :
N e ‘ R : | CDB+Tcells  Ferforin/
TAA i A 1 o Granzyme
. . . :
s IFN-y | + A Cytolysis
PAMPs: { y \
Viral y i 1 \‘. | ————
components Naive T cells CD4+ Th1 cells ' h /.'f
- T i -
= ™ 4 i) ' Antigen
( ) ——’(‘ /J 4= ======" presentation Perforin/
. A Granzyme
| Cytolysis

Fonte: Kalyanasundram et al. (2018).

Por apresentagdo de antigenos aos receptores CD16" / CD56", as células NK se
diferenciam em NK citotoxicas e por ligagdo aos receptores CD16— / CD56", se diferenciam
em NK secretoras de IFN-y (interferon gama). As NK citotoxicas realizam atividade tumoricida
por liberacdo de perforina e granzima em células neoplasicas e indugdo de ADCC
(citotoxicidade celular dependente de anticorpos) (Kalyanasundram et al., 2018; SONG et al.,
2019). Ja as células NK secretoras de IFN-y induzem a proliferacdo de células NK
complementares, macrofagos com fenotipo M1 e células CD4* Thl (Kalyanasundram et al.,
2018; Song et al., 2019). Ademais, a ligacio de HN ao receptor NKp46 (proteina p46
relacionada a célula natural killer) de células NK do sangue periférico, aumentam a secre¢ao
de IFN-a e TRAIL (Song et al., 2019).

Por apresentacdo de antigenos aos macrofagos, eles sdo convertidos ao fenotipo ativado
M1, secretam NO e TNF-a e realizam fagocitose das células cancerosas (Schirrmacher et al.,
2000; Zamarin et al., 2014). A ativagdo dos macréfagos M1 ¢ essencial para impedir a acao de
TAMs (como macrofagos M2). Os macroéfagos M2 modificam a resposta inflamatoria,

auxiliando no crescimento tumoral (Williams; Yeh; Soloff, 2016).
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3.6.2 Resposta imune adaptativa

3.6.2.1 Ativacao de células T

As CDs processam os antigenos virais € tumorais € os apresentam na superficie, através
de MHC I e MHC II, que ativam os linfocitos CD8" e CD4", respectivamente, através do TCR
(receptor de células T), desencadeando resposta antiviral do IFN-I (MARTINI et al., 2020;
SONG et al., 2019). Os macrofagos também sdo ativados por apresentagdo de TAAs pelas CDs
(Zamarin; Wolchok, 2014).

Devido a apresentacdo de antigenos pelas CDs, bem como por liberagao de IL-12
(interleucina-12), ha sinalizagdo para diferenciagdo de CD4" naive em células CD4" Thl. A
secre¢do de IFN-y por CD4" Thl, polariza os macrofagos M1. Estes, por sua vez, liberam IL-
12 e induzem a proliferagdo de CD4" Th1 adicionais (Kalyanasundram et al., 2018).

Células CD4" Thl ativam linfocitos CD8" infiltrantes de tumor, através da apresentagdo
de antigenos; ja os macrofagos M1 ativam células CD8" por apresentagdo de antigenos e
liberagdo de CXCL9 e CXCLI10 (ligantes de quimiocinas CXC 9 e 10) (Kalyanasundram et
al., 2018). Linfécitos CD4" Thl ¢ CD8" combatem células tumorais por citolise mediada por
perforinas e granzimas (Tayeb, Zakay-Rones, Panet, 2015; Kalyanasundram et al., 2018).

Os efeitos oncoliticos do VDN nao sdo tao cruciais quanto os efeitos imunologicos, visto
que estes sao de longa duracao (células imunes de memoria) e ndo cessam quando o virus €
totalmente destruido (Kemp et al., 2020). Destarte, uma das metas essenciais na viroterapia

oncolitica € a infiltragdo tumoral por linfécitos T (Graaf et al., 2020).

3.7 O uso do VDN no cincer de mama humano e murino

De acordo com as estimativas da TARC (Agéncia Internacional de Pesquisa sobre
Cancer), o cancer de mama feminino foi o segundo mais diagnosticado no mundo em 2022
(11,6 % dos casos), bem como foi apontado como a primeira causa de morte por cancer em
mulheres, no mesmo ano (Bray Bsc et al., 2024).

Viérias terapias convencionais tém sido ineficazes contra o cancer mamario. A
resisténcia aos tratamentos existentes e seus respectivos EA extenuantes, levaram as pesquisas
a uma nova era de tratamento para o cancer utilizando virus (Javanbakht et al., 2021).

A viroterapia com VDN tem sido estudada como uma alternativa promissora (Ahmad
et al., 2015), utilizando linhas celulares, modelos animais e ensaios clinicos para o estudo e

tratamento do cancer de mama humano (Coleto; Fonseca; Medeiros-Ronchi, 2024).
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3.7.1 Pesquisas in vitro

Diversas linhagens de células derivadas de pacientes com cancer de mama feminino
foram tratadas com cepas do VDN.

Diversos estudos investigaram a capacidade apoptotica do VDN em linhagens celulares
humanas e murinas. Meyyappan (2003) utilizou as cepas AF2240 e V4-UPM nas linhagens
MCF7 (células humanas de carcinoma mamario invasivo, de nenhum tipo especial, positivas
para receptores de estrogénio e progesterona [ER" PR"]) e MDA-MB-231 (células humanas de
carcinoma ductal invasivo, triplo negativo [HER2™ ER™ PR]). Ambas linhagens apresentaram
caracteristicas de apoptose: retracdo celular, vacuolizacdo citoplasmatica, fragmentagdo
nuclear, condensagdo da cromatina e formagao de corpos apoptéticos. Entretanto, a atividade
apoptodtica da cepa AF2240 foi significativamente mais eficaz. A linha celular MDA-MB-231
foi significativamente mais reativa a ambas as cepas.

Ja em 2006, Elankumaran; Rockemann; Samal (2006) modificaram e recombinaram
as cepas Beaudette C e La Sota, nas cepas rLa Sota, rLa SotaV.F., rBC, rBC-EGFP e rBC-Edit.
Todas foram citotdxicas para a linhagem MCF7, exceto rLa SotaV.F. Os autores observaram
que a destrui¢do da célula tumoral foi dependente da via de apoptose intrinseca, com ativacao
precoce de caspase-9 e caspase-3. A clivagem da caspase 8 foi um evento tardio induzido por
TRAIL. Houve baixa replicacao e auséncia de atividade oncolitica das cepas VDNr em células
MCF7 nulas de caspase-3, demonstrando que a apoptose por VDN ¢ dependente de caspase.
Ademais, Hassan; Allawe; Al-Shammari (2020) e Hassan; Al-Shammari; Allawe (2020),
igualmente observaram apoptose ativada pela via intrinseca, por aumento expressivo da
caspase-9, em células AMJ13 (células humanas de carcinoma mamario invasivo, de nenhum
tipo especial, negativas para receptores de estrogénio e progesterona [ER"PR™]), AMN3 (células
murinas de adenocarcinoma mamario) e MCF7, tratadas com a cepa La Sota.

Além dessas, outras pesquisas foram conduzidas para investigar a capacidade
apoptotica do VDN. Kalid ef al. (2010) detectaram regulagdo positiva dos genes pro-
apoptoticos MYBL2 (oncogene viral homologo de mieloblastose v-myb [avidria] tipo 2) e
PUMA (modulador de apoptose regulado positivamente por p53), por analise transcriptdmica
de células MCF7 infectadas com AF2240. Ja em 2013, foi relatado que a expressdo do gene
HN da cepa AF2240 foi suficientemente capaz de induzir a apoptose em células MCF7 e que a
atividade apoptodtica do gene NP foi independente da replicagdo viral e da sintese de proteinas
virais, possivelmente iniciada na fase inicial do ciclo de vida do virus e ativada pela via
intrinseca (Ghrici et al., 2013b, 2013a). Ademais, Othman et a/. (2010) observaram aumento

significativo de células apoptoticas na linhagem celular MCF7 infectada com a cepa AF2240,
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trés dias apds a infeccdo. Adicionalmente, Ahmad et al. (2015) utilizaram a mesma cepa em
cé¢lulas MDA-MB-231 e observaram aumento dos indutores de apoptose.

Jaem 2021, Shan et al. (2021) relataram que a cepa NDV-D90 foi altamente eficaz na
eliminagdo das células BT549 (células humanas de carcinoma mamario ductal, triplo negativo
[HER2" ER" PR]) e MCF7, de maneira dependente do tempo e da dose. O estudo revelou que
a indu¢do de apoptose nas células BT549 ocorreu através das vias de sinalizacdo intrinseca e
extrinseca, enquanto nas cé¢lulas MCF7, foi observada apenas a via intrinseca.

A secrecdo de citocinas inflamatorias por células tumorais humanas, quando
inoculadas pelo VDN, foram alvo de pesquisas. Zhao et al. (2008) observaram altos niveis de
expressao de IL-2 (interleucina 2) em linhas de células tumorais humanas, incluindo MCF7,
com o0 uso de uma cepa recombinante derivada da La Sota contendo o gene da IL-2 (rVDN/IL2).
Ja Burke et al. (2020) relataram forte resposta imunologica em células MDA-MB-231, com o
uso da cepa recombinante MEDI5395, derivada da cepa 73T. Foi observado regulagdo positiva
dos receptores PD-L1, CD8O0 (cluster de diferenciacdo 80) e do HLA-DR (receptor de superficie
celular de MHC II), além da produ¢do de IFN-02a (Interferon alfa-2a), IL-6 (interleucina 6),
IL-8 (interleucina 8) e TNF-a. Ahmed ef al. (2014), por sua vez, relataram que apos o
tratamento com a cepa AF2240 em células MDA-MB-231, a producdo de NO e TNF-a in vitro
foi relevante para a atividade citotoxica de macrofagos RAW 264.7. Ja Amin et al. (2019),
observaram efeitos citotoxicos em células MCF7 ¢ MDA-MB-231, com o uso de uma cepa
recombinante derivada da AF2240 contendo o gene da IL-12 (rAF-IL12).

A secre¢do de citocinas inflamatdrias por células tumorais murinas, também foram alvo
de pesquisas. Amin ef al. (2019), observaram efeitos citotoxicos em células 4T1 (células
murinas de adenocarcinoma mamario), com o uso de uma cepa recombinante derivada da
AF2240 contendo o gene da IL-12 (rAF-IL12).

As células cancerosas captam mais glicose que as células normais, para seu
metabolismo dependente de glicolise, ou seja, o efeito Warburg (Warburg, 1931, 1956). Esse
metabolismo pode ser redirecionado através da quimioterapia com as moléculas competidoras
de glicose 2-DG (2-desoxiglicose) (Aft; Zhang; Gius, 2002). Al-Shammari et al. (2019)
observaram efeito antitumoral da cepa AMHA1 combinada com 2-DG, em células AMJ13 e
AMN3, com inibicao significativa da progressao tumoral in vitro. Ja Al-Ziaydi et al. (2020)
avaliaram os efeitos da cepa AMHAT1 no metabolismo energético das células AMJ13 e MCF7.
Os pesquisadores observaram eficdcia na replicacao viral, indu¢do de apoptose e consideravel

diminui¢do da atividade glicolitica, por decréscimo de piruvato e ATP (adenina trifosfato).
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Os canceres dispdem fortemente da angiogénese para intensificar a vascularizagio
tumoral, essencial para a progressdo e disseminagao da neoplasia. Terapias que redirecionam a
angiogénese sao importantes para a eficacia dos tratamentos. Al-Shammari et al. (2020)
relataram regulacdo negativa de angiopoietina-1, angiopoietina-2 ¢ do EGF (fator de
crescimento epidérmico) na linhagem AMN3.

Células tumorais hipdxicas superexpressam genes pro-sobrevivéncia, como o HIF (fator
indutivel por hipoxia), impactando negativamente a terapéutica. Abd-Aziz; Stanbridge; Shafee
(2016) observaram que a degradacdo de HIF-la (fator indutivel por hipoxia 1-alfa),
independente de p53, em células MCF7 infectadas com a cepa AF2240, demonstrou o potencial

terapéutico desta cepa na eliminagdo de células neoplasicas hipdxicas.

3.7.2 Pesquisas utilizando modelos murinos in vivo

Swaminathan (2010) testou os efeitos antitumorais de diferentes titulagdes HAU
(unidades de hemaglutinagdo) da cepa AF2240 e/ ou CT (citrato de tamoxifeno), no tratamento
de células 4T1 in vivo. Foi observado progressdo tumoral no grupo tratado somente com CT,
VDNHAU32 + CT e VDNHAU64 + CT e ndo foi observado crescimento da neoplasia nos
grupos tratados somente com VDN (VDN16HAU, VDN32HAU, VDN64HAU), VDNHAUS
+ CT e VDNHAU16 + CT.

A secre¢do de citocinas inflamatorias foi alvo de pesquisas. Raihan et al. (2019)
observaram a producdo de IFN-y, IL-6, IL12, CCL2 e TNF-a e consideravel inibicdo de
crescimento neoplasico em células 4T1 de camundongos alotransplantados, infectados com a
cepa AF2240.

Com relagao a avaliagdo da eficacia do tratamento intratumoral com o0 VDN em modelos
animais experimentais, Al-shammari et al. (2019) realizaram inje¢des intratumorais em
camundongos com neoplasias estabelecidas de adenocarcinoma mamadrio murino (células AN3)
e observaram diminui¢do significativa (p < 0,0001) no volume do tumor em comparagdo com
o grupo controle nao tratado. Além disso, relataram inducdo de alta taxa de inibi¢do do
crescimento tumoral (96,8 %) ao final do experimento.

Alguns pesquisadores avaliaram a angiogénese e a regressao tumoral. Al-Shammari et
al. (2020) observaram regressao expressiva do tumor e da angiogénese, em seg¢des de carcinoma
mamario AMN3, em camundongos imunocompetentes singénicos, tratados com a cepa
AMHAL1. Ja em 2021, pesquisadores chineses aplicaram quatro injegdes intratumorais da cepa

NDV-D90 em camundongos de seis semanas de idade que haviam sido xenotransplantados com
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c¢lulas MCF7. Notavelmente, apenas oito dias ap6s o inicio da terapia, foi observado efeito

inibitorio significativo que levou a uma supressao substancial do tumor (Shan et al., 2021).

3.7.3 Ensaios clinicos e relato de caso

Dois ensaios clinicos de fase I investigaram a cepa PV701 do VDN em pacientes
humanos com tumores so6lidos avangados. Pecora et al. (2002), administraram injegdes
intravenosas Unicas ou repetidas em 79 pacientes, oito dos quais tinham cancer de mama. Todos
0s pacientes que possuiam evidéncia clara de progressao da doenca antes do inicio da
viroterapia, ndo apresentaram progressdao tumoral por 4 a 30 meses. Em um paciente com
carcinoma mamario, houve uma redugdo mensuravel do tumor, mas inferior a 50 %, na carga
tumoral total. J& Laurie et al. (2006) realizaram um protocolo em duas etapas em 16 pacientes,
dois dos quais tinham cancer de mama. Entre os pacientes com carcinoma mamario, um
apresentou estabilizacdo prolongada da doenca, sem progressao por pelo menos 6 meses como
um resultado positivo do tratamento.

Além disso, em 2015, foi relatado um caso notavel envolvendo uma paciente com cancer
de mama com metéstases hepaticas. A abordagem de tratamento para esta paciente consistiu
em 13 sessdes de imunoterapia sistémica com VDN, hipertermia por radiofrequéncia aplicada
ao figado e cinco vacinagdes utilizando CDs derivadas de células de cancer de mama infectadas
com VDN (destruidas). O tratamento foi bem tolerado pela paciente. Até o momento, ha
registro de notavel sobrevida a longo prazo de 66 meses desde o diagnostico inicial, além do
fato de que ela manteve uma alta qualidade de vida e ndo houve sinais de recorréncia do tumor.
Esse promissor desfecho clinico foi atribuido a viroterapia com VDN, ja que a paciente nao
havia passado por nenhum tratamento convencional e ndo fez mudancas significativas no estilo
de vida (Schirrmacher et al., 2015).

Os diversos efeitos oncoliticos do VDN observados em modelos in vitro € in vivo,
humanos e murinos, o classificam como candidato a terapia contra o cancer de mama feminino
(Martini et al., 2020).

Apesar disso, ainda existem desafios e questdes a serem respondidas, incluindo
utilizagdo de protocolos de administracdo mais adequados e avaliagdo dos resultados a longo
prazo. Novas pesquisas e ensaios clinicos sdo necessarios para aperfeicoar as estratégias de
tratamento e avaliar plenamente os beneficios terapéuticos do VDN (Coleto; Fonseca;

Medeiros-Ronchi, 2024).
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3.8 Seguranca e eventos adversos (EA) da viroterapia com VDN em humanos

3.8.1 Tolerabilidade do paciente a viroterapia com o VDN

Existe uma extensa base de dados de seguranga para o uso do VDN como terapia
oncolitica, principalmente de ensaios clinicos de escalonamento de dose.

Todas as cepas vacinais derivadas do VDN s3o bem toleradas em estudos clinicos em
humanos (Lam ef al., 2011). A tolerancia dos pacientes a viroterapia inclui a aclimatagao lenta
do sistema imunologico ao baixo nivel de antigeno (dessensibiliza¢cdo), com o intuito de evitar
uma resposta imune potencialmente esmagadora, especialmente em relagdao a EA relacionados
as citocinas, no periodo em que o virus ¢ finalmente administrado (Hotte et al., 2007).

Conforme descreveu Pecora et al. (2002), a cepa PV701 do VDN ¢ bem tolerada em
doses de pelo menos 3x10° unidades infecciosas por via intravenosa e pelo menos 4x10'2
unidades infecciosas por via intratumoral. Uma dose méxima tolerada ap6s uma dose inicial
dessensibilizada reduzida em 12x10° UFP/m? (unidades formadoras de placa por metro
quadrado) com infusdes subsequentes foi aumentada em 10 vezes e tolerada até
120x10° UFP/m? (Pecora et al., 2002; Hotte et al., 2007).

Ja Laurie et al. (2006) realizaram um ensaio clinico de fase I de administragao
intravenosa de uma cepa do VDN utilizando um protocolo de dessensibilizagdo em duas etapas.
Os pesquisadores administraram a primeira (1x10° UFP/m?) e a segunda dose (12x10° UFP/m?),
seguidas por doses escalonadas de 24x10° a 120x10° UFP/m? para a terceira a sexta dose. A
tolerabilidade foi melhorada em comparacdo com a dosagem em bolus rapida usada
anteriormente, com a eliminacdo de sintomas semelhantes aos da gripe grave. Além disso, as
reacoes a infusdo diminuiram acentuadamente neste estudo em comparagdo com os estudos
anteriores utilizando cepas do VDN.

Além desses estudos, em 2007, pacientes portadores de tumores soélidos incurdveis,
realizaram terapia oncolitica com a cepa PV701 do VDN. Devido infusdo lenta, a tolerabilidade
do paciente foi melhorada, enquanto a primeira dose foi aumentada com seguranga em relagao
a dois estudos anteriores com a mesma cepa (Hotte et al. 2007).

Portanto, o VDN pode ser administrado em altas doses e, quando o tempo de infusdo ¢

estendido de 1 para 3 horas, a toxicidade diminui progressivamente (Aghi; Martuza, 2005).

3.8.2 Efeitos adversos a viroterapia com o VDN
De acordo com estudos clinicos em pacientes humanos vacinados com o VDN, os EA

gerais apresentados por eles foram:
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1.No local onde foi realizada a vacinagdo: eritema, inchago, endurecimento e coceira
(Ockert et al., 1996; Schulze et al., 2009). Ja Pecora et al. (2002) observaram inflamag¢do/edema
tumoral ao exame fisico em um paciente com metastase no couro cabeludo e fistula
enterocutanea no local do tumor em um paciente com carcinoma de colon.

2.Sintomas semelhantes a gripe, relacionados as citocinas: febre, calafrios, dor de
cabega, nduseas/vomito e diarreia. Pecora et al. (2002) relataram 1/3 dos pacientes com fadiga
reversivel grau 3, quase exclusivamente apos a primeira dose e pacientes acima de 70 anos ou
anémicos (hemoglobina 11 g/dL) foram mais propensos a apresentar sintomas similares aos da
gripe de maior gravidade. Ja Laurie ef al., (2006) relataram sintomas leves semelhantes aos da
gripe e que foram comumente observados apds a primeira dose, mas desapareceram com a
administracao repetida.

Niveis elevados das citocinas IFN-I, IFN-y, TNF-a e IL-6 foram observados em
pacientes humanos com canceres solidos avangados tratados no estudo de Pecora et al. (2002),
apods a primeira dose da cepa PV701 do VDN, com niveis detectados pela primeira vez em 6
horas ¢ com pico na hora 20. Esse padrao foi paralelo ao curso de tempo dos sintomas
semelhantes aos da gripe (por exemplo, febre foi consistentemente notada entre as horas 4 e
20). Entretanto, a administragdo profilatica de antipiréticos e antidiarreicos reduziram a
incidéncia e a gravidade dessas toxicidades, por exemplo, com todos os pacientes recebendo
antipiréticos profilaticos, a incidéncia de febre grau 1/2 reduziu de 83 % com a primeira dose
para 17 % com a terceira dose, bem como a incidéncia de febre grau 3 para pacientes neste
regime foi reduzida de 13 % na dose 1 para ndo detectada com doses subsequentes.

3.Sintomas gerais: conjuntivite, laringite, dor muscular, fraqueza, letargia, convulsao
associada a pacientes que tratavam tumores cerebrais e sincope (Matsuda; Karube; Aruga,
2018; Ockert et al., 1996, Schirrmacher, 2004; Schulze et al., 2009). Ja Pecora et al. (2002)
relataram dessaturacgdo de oxigénio observada apenas em pacientes com envolvimento de tumor
pulmonar/pleural, dispneia de grau 3 em uma paciente com cancer de mama e derrames
pleurais, transaminases hepaticas transitoriamente elevadas em pacientes com metastases
hepaticas e hipotensao dose-dependente.

4.Alteragcoes no sistema hematopoiético: leucopenia, neutropenia, trombocitopenia
transitdria, trombose e hemorragia (Pecora et al., 2002; Matsuda; Karube; Aruga, 2018).

Pecora et al. (2002) observaram quedas transitdrias na contagem de plaquetas e
leucocitos nos pacientes tratados com imunoterapia com o VDN. As citocinas IFN e TNF-a sdo
conhecidas por causarem alteragdes transitorias na contagem de células sanguineas como

resultado de marginalizacdo (Feldman et al., 1992) . No presente estudo, essas alteracdes
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hematologicas transitorias foram induzidas pela primeira dose. Os niveis de leucocitos e
plaquetas se recuperaram durante o primeiro ciclo de dosagem repetida, mesmo quando as doses
foram 10 vezes maiores do que a primeira dose. As leucopenias e trombocitopenias nao foram
correlacionadas com sinais de infec¢ao ou sangramento. A falta de efeitos cumulativos parece
ser consistente com a marginalizacdo de leucdcitos e plaquetas em vez de um processo de
consumo.

Até o presente momento, infelizmente foi relatada na literatura médica humana uma
possivel morte relacionada ao tratamento com o VDN, envolvendo um paciente idoso com
carcinoma renal com metéstases para os pulmoes e fung¢do pulmonar comprometida. A autopsia
revelou a ocorréncia de inflamacdo no pulmdo com tumor, sugerindo uma rapida lise tumoral,
levando a insuficiéncia respiratoria fatal apos a vacinagao (Pecora et al., 2002).

Apesar disso, a seguranca das cepas derivadas do VDN tem sido consistentemente alta
como agentes anticancer, exibindo baixa toxicidade. Apesar da observacao de EA, as respostas
ndo foram graduadas como graves e ndo afetaram negativamente a qualidade de vida dos

pacientes (Nelson, 1999; Lam et al., 2011).

3.9 Tumores mamario caninos (TMCs)

3.9.1 Epidemiologia

Hodiernamente, as neoplasias sdo uma das principais causas de morte em pequenos
animais, devido a maior longevidade destas espécies, diagnosticos tardios e a restri¢do de
tratamentos eficazes (Das et al., 2017; Fleming; Creevy; Promislow, 2011). Outrossim, metade
dos cdes acima de 10 anos de idade portadores de canceres, morrem devido a progressao do
tumor (Hansen; Khanna, 2004; Patil et al., 2012).

Em cadelas, os tumores mamarios sao os mais comumente identificados (Goldschmidt;
Pena; Zappulli, 2017; Misdorp; Else; Hellmén, 1999), apresentando frequéncia acima de 50 %
(Allen; Prasse; Mahaffey, 1986). Observa-se ainda que, nas fémeas, aproximadamente metade
das neoplasias da mama sdo malignas (Macewen; Withrow, 1996; Sorenmo; Deanna;
Goldsmidt, 2013) e o carcinoma ¢ o tipo histologico mais observado (Misdorp, 2002).

Os multiplos fatores predisponentes para o desenvolvimento de TMCs sdo: raga, idade,
genética, exposicao hormonal, dieta e expressao de COX-2 (Nosalova et al., 2024; Sorenmo et

al.,2011) ( Imagem 11).
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Imagem 11 - Fatores de risco para tumores mamarios caninos.
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Fonte: Nosalova et al. (2024).

3.9.2 Classicacgdo histoldgica e grau histologico

A andlise do comportamento bioldgico dos tumores pode ser feita através do tipo
histologico, grau e expressdao molecular. A combinagdo dessas caracteristicas auxilia o
veterinario na elaboracdo de uma estratégia terapéutica mais eficaz para o controle do tumor
(Cassali et al., 2020). Na medicina veterinaria, diversos sistemas de classificacdo sao usados
para avaliar os TMCs (Nosalova et al., 2024).

A avaliagdo histopatologica ¢ altamente recomendada e essencial em todos os casos
(Cassali et al., 2020). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) oficializou a classificagdo
histologica para TMCs, que foi utilizada globalmente por muitos anos (Misdorp; Else; Hellmén,
1999). Goldschmidt et al. (2011) desenvolveram um novo esquema de classificagdao abrangente,
dividindo os TMCs em 23 subtipos malignos e 7 benignos. Este sistema de classificacao foi
atualizado pela OMS e pela Davis-Thompson DVM Foundation em 2019 (Papparella et al.,
2022).

Além dessa classificagdo, em 2011 Cassali e sua equipe publicaram o primeiro consenso
com o objetivo de estabelecer critérios para nortear o diagnostico, progndstico e tratamento das

neoplasias mamadrias caninas e felinas (Cassali et al., 2011). Desde entdo, outras quatro edigdes
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foram publicadas, sendo a mais recente em 2024 (Cassali et al., 2014, 2017, 2024; Cassali, G.
D. et al., 2020).
Com relagdo ao grau histologico, a graduagdao dos carcinomas invasivos em caninos

segue os mesmos critérios propostos para mulheres, adaptado (Sorenmo; Deanna; Goldsmidt,

2013; Spugnini; Baldi, 2019).

3.9.3 Estadiamento clinico

O estadiamento clinico de cadelas com tumor na glandula mamaria utiliza o sistema
TNM, proposto pela OMS (Owen; Unit; Oncology, 1980) e adaptado por Sorenmo ef al. (2013),
que considera o tamanho do tumor (T), status do linfonodo regional (N) e presenca de metéstase
distante (M) (Error! Reference source not found.). O TNM ¢ importante para auxiliar o
clinico veterindrio a conhecer a extensdo da lesdo (Cassali et al., 2014), determinar o

prognostico e instituir tratamento adequado (Sorenmo et al., 2011).

3.9.4 Fatores progndsticos e preditivos

O fator prognostico € definido como uma ou mais caracteristicas clinicas, patologicas e
biologicas especificas dos individuos e seus tumores, o que possibilita a previsdao da evolugao
clinica e da sobrevivéncia do paciente, sem que ele seja submetido a terapias adicionais apos a
cirurgia inicial. Marcadores preditivos permitem a sele¢do de pacientes para tratamentos mais

especificos e individualizados (Cassali et al., 2020).

3.9.5 Tratamentos
Atualmente, hd diversas opc¢des de tratamento disponiveis para cdes portadores de

TMCs ( Imagem 12).
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Imagem 12 - Estratégias terapéuticas para caes com tumores
mamarios caninos.
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Fonte: Nosalova et al. (2024).

O tratamento de elei¢do ¢ a cirurgia de excisdo do tumor, que ¢ considerada a
modalidade mais eficaz para o controle regional do tumor e inclui a avaliagdo histologica
(Nosalova et al., 2024)

Caes com estadiamento mais baixo, tumores pequenos, nao invasivos e bem localizados
podem ser curados com cirurgia (Nosalova ef al., 2024) Além disso, o tratamento cirurgico ¢
mais eficaz em animais que nio apresentam neoplasias agressivas e / ou metastases a distancia
(Horta et al., 2014). Entretanto, ndo ¢ adequada para caes com carcinoma inflamatoério (Cassali
et al., 2020).

Apesar disso, remissdes completas de tumores ndo incisdveis cirurgicamente,
continuam infrequentes (Kiupel et al., 2011; Wang; Lee; Liao, 2016) e ndo existe consenso
sobre o melhor tipo de abordagem cirurgica (Cassali et al., 2020).

Um dos tratamentos adjuvantes disponiveis € a quimioterapia que pode ser aplicada em
casos de TMCs com metéstases ou inflamagdes, ou ainda como um tratamento complementar

a cirurgia (Karayannopoulou ef al., 2001) No entanto, alguns quimioterapicos isolados ou
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combinados ndo apresentaram resultados satisfatorios (Marconato et al., 2008; Souza et al.,
2009) Ja a radioterapia, na medicina veterinaria, tem sido utilizada somente como tratamento
complementar a cirurgia em cdes com carcinoma metastatico, bem como em pacientes com
tumores que foram parcialmente removidos (Novosad, 2003).

Outra opgdo terapé€utica € a inibicdo dos receptores hormonais (Cassali et al., 2011).
Contudo, alguns tratamentos ndo demonstraram atividade anticancerigena em caes, resultando
apenas em efeitos colaterais (Morris; Dobson; Bostock, 1993). Sao necessarios mais estudos
sobre a terapia hormonal em caes com TMCs (Nosalova et al., 2024).

Ja a terapia metronOmica consiste na administracdo continua de baixas doses de
medicamentos quimioterapicos em intervalos regulares, frequentemente sem pausas longas.
Esta abordagem terapéutica ¢ reconhecida por ser conveniente, econdomica e apresentar riscos
relativamente baixos, no entanto, a eficacia e seguranca do tratamento demandam um
monitoramento rigoroso dos pacientes (Mpekris et al., 2022)

Na oncologia humana, um importante enfoque na terapia contra o cancer € o tratamento
antiangiogénico utilizando anticorpos monoclonais (mAbs). Na veterinaria, alguns mAbs foram
testados in vitro para o cancer mamario canino, como o sorafenibe, com resultados promissores
(Prado et al., 2019).

Além dos medicamentos, a medicina personalizada, uma abordagem inovadora na
oncologia humana, ainda ndo foi amplamente investigada no campo veterinario (Nosalova et
al., 2024). Um exemplo de terapia personalizada aplicada a cdes envolve os inibidores de
tirosina quinase, como o toceranib, que recebeu aprovagdo do FDA para tratar mastocitomas
caninos (London, 2009). Gattino et al. (2018) demonstraram que o tratamento com toceranib
reduziu a proliferacao celular em linhagens de células mamaérias neoplésicas caninas. J& as
terapias imunoterapéuticas, como vacinas de DNA, mAbs e células T CAR, apresentam um
potencial promissor como novas op¢des de tratamento para TMCs, contribuindo para o avango
da medicina personalizada (Nosalova et al., 2024)

Por fim, VOs também podem ser usados como agentes anticancer em caninos portadores

de neoplasias.

4.0 Viroterapia para cies com cdncer
Apesar dos VOs aprovados para tratar canceres em humanos, nenhum foi aprovado na
medicina veterinaria at¢ o momento. No entanto, diversos estudos estdo em andamento para

avaliar seus efeitos terapéuticos.
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Patil et al. (2012) listaram as caracteristicas desejaveis de um virus oncolitico adequado

para caninos (Imagem 13).

Imagem 13 - Caracteristicas do virus oncolitico ideal para uso veterinario.
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Fonte: Patil et al. (2012).

Na medicina veterinaria, varios modelos de tumores caninos e felinos foram tratados
com cepas virais selvagens ou modificadas (Adelfinger ef al., 2014; Alcayaga-Miranda et al.,
2010; Gentschev et al., 2009, 2012, 2013; Hemminki; Dos Santos; Hemminki, 2020; Hwang et
al., 2013; Jourdier et al., 2003; Kanaya et al., 2011; Le et al., 2006; MacNeill et al., 2012;
Siddiqui et al., 2007; Smith et al., 2006; Suter et al., 2005; Szalay et al., 2010; Ternovoi et al.,
2005; Urbasic et al., 2012; Westberg et al., 2013).

4.0.1 Viroterapia com o uso do VDN em modelos caninos
As cepas do VDN de ocorréncia natural, sdo VOs eficientes no tratamento de diversos
modelos de tumor em animais (Sinkovics; Horvath, 2000), fato que os torna uma alternativa

interessante para a oncologia veterindria (Sanchez et al., 2018).
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Sanchez et al. (2014) avaliaram o potencial linfolitico da vacina da cepa La Sota do
VDN. Para a analise in vitro, utilizaram linfécitos saudaveis, humanos e caninos, bem como
uma linhagem de linfoma de grandes células B humano (linhagem DHL4). Os pesquisadores
observaram taxa de apoptose semelhante, tanto na linhagem DHL4 quanto nas expostas a
tratamento quimioterapico e ambas foram superiores as linhagens controle. Ja para a analise in
vivo, um cao portador de linfoma cutaneo multicéntrico de células T agressivo de ocorréncia
natural, recebeu uma dose intratumoral e uma dose intravenosa de vacina. O animal apresentava
quadro de paraplegia ha 4 semanas, por infiltragdo neoplasica na coluna espinhal e multiplas
lesdes cutaneas com tempo de evolucdao de trés semanas. Durante o periodo de um més de
acompanhamento, ndo houve aparecimento de novas lesdes e foi observado achatamento e
diminui¢do do diametro das lesdes pré-existentes. Adicionalmente, o canino apresentou
auséncia de toxicidade clinica evidente e evolu¢do do quadro neuroldgico, voltando a abanar a
cauda e a movimentar lentamente os membros posteriores.

Ja Sénchez et al. (2016) avaliaram o efeito terapéutico da cepa lentogénica atenuada de
baixa viruléncia, a VDN-MLS, in vitro e in vivo. Para a andlise in vitro, foi avaliada a
citotoxicidade da cepa do VDN, em amostra celular de linfoma de células B primario canino, a
partir de um linfonodo com mais de 90 % de células tumorais. Ademais, foi utilizada a linhagem
celular de linfoma de grandes células B humano, SU-DHL-4. Ambas foram comparadas com
PBMCs (células mononucleares do sangue periférico) de cdes e humanos saudaveis. Os
pesquisadores observaram que a cepa VDN-MLS foi capaz de induzir morte celular por
apoptose, reduzindo em 34 % (£ 12 %) e 42 % (= 5 %) a sobrevivéncia celular na amostra
canina e humana, respectivamente, quando comparados com os controles nao tratados.
Ademais, nao foram observados efeitos significativos no PBMCs dos modelos saudaveis. Ja
para a analise in vivo, o estudo avaliou a biodistribuicdo precoce (24h) apds Unica injecao
intravenosa da cepa VDN-MLS, em um canino em estagio terminal, portador de linfoma de
células T espontaneo, agressivo e incuravel. Foi localizado virus apenas na glandula salivar, no
pulmao, no estdmago e no rim, possivelmente devido a baixa toxicidade em tecidos normais de
pacientes oncoldgicos. Adicionalmente, a microscopia eletronica revelou que o VDN foi capaz
de infectar células do linfoma maligno in vivo em cao.

Em 2017, King (2017) iniciou um ensaio clinico de fase I para avaliar a seguranca e
eficacia preliminar da administracdo intravenosa da cepa do VDN La Sota modificada rLAS-
uPA, em cdes com meningioma intracraniano. Quatro cdes completaram o ensaio sem
toxicidade significativa. Ja em 2024, Rossmeisl et al. (2024) conduziram um ensaio de fase I/I1

onde foram administradas repetidas doses intravenosas da mesma cepa utilizada por King, em
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20 caes com tumores intracranianos diversos. Foi observada redu¢do no volume tumoral em 2
animais e, no geral, os pacientes apresentaram EA leves, como reacdes transitdrias a infusao,

diarreia e febre.

4.0.1.1 Uso do VDN como adjuvante no tratamento de TMCs

Até o momento, cinco estudos avaliaram o efeito in vitro e in vivo de diferentes cepas
do VDN em mama canina. Rajmani ef al. (2011) desenvolveram xenoenxertos de TMCs em
seis camundongos albinos suicos, tratados com inje¢ao intratumoral de VDN. Apo6s 14 dias, os
animais foram eutanasiados. No exame histopatologico do bago, foi observado efeito
oncolitico. Nas PBMCs, foi observada efetiva resposta imune inata (proliferagao de NK 18,2
%, em comparagdo a 6,5 % do grupo controle) e adaptativa (proliferacdo de CD8+ 24,4 %, em
comparagdo a 15,4 % do grupo controle).

Ja Das et al. (2017) selecionaram 12 cadelas com carcinomas mamarios de grau III e
metastase para os linfonodos regionais, diagnosticadas por PAAF (puncdo aspirativa por agulha
fina); todas posteriormente foram submetidas a mastectomia. O grupo I foi composto por seis
cadelas diagnosticadas com carcinoma em tumor misto (n=3), carcinoma tubular (n=1),
carcinoma papilar (n=1), e carcinoma de células escamosas mamario (n=1); todas receberam
quatro doses intravenosas da cepa velogénica VDN2K17 purificada, no pds-operatorio. Ja o
grupo II foi composto por seis cadelas diagnosticadas com carcinoma em tumor misto (n=2),
carcinoma tubular (n=2), e carcinoma papilar (n=2); no pds-operatério, nenhuma recebeu
tratamento adjuvante com VDN. Todas as cadelas do grupo I apresentaram maior SG (sobrevida
global MEDIA S.E. + 365 dias) e SLD (sobrevida livre de doenga MEDIA S.E. + 365 dias), em
relagio ao grupo II (SG MEDIA S.E. + 283 dias; SLD MEDIA S.E. + 221 dias).

Em 2021, Santos et al. (2021) selecionaram duas linhagens celulares de neoplasias
epiteliais mamarias caninas (E20, E37), trés linhagens celulares de neoplasias mesenquimais
mamarias caninas (M5, M25 e CF41.Mg) e uma linhagem celular ndo cancerigena (MDCK) e
avaliaram a atividade antitumoral da cepa do VDN La Sota, lentogénica e nao litica,
geneticamente modificada para expressar a proteina fluorescente verde GFP (VDN-GFP). As
quatro linhagens celulares neoplésicas foram mais suscetiveis a infeccao pelo VDN-GFP, em
comparagdo a linhagem de células normais, pelo indice de seletividade (~ 3,1 x a ~ 78,7).
Entretanto, o efeito oncolitico foi claramente superior na linhagem mesenquimal neoplasica M5
(mais agressivas), quando comparada a linhagem tumoral de origem epitelial (E20). Além

disso, evidenciou-se associacdo inversa da expressao da via do IFN e a suscetibilidade ao VDN-
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GFP (a linhagem celular mais sensivel [M5] expressou marcadamente menos IFN-f (interferon
beta), quando comparada a linha mais resistente [E20]), demonstrando ser o mecanismo de
destruicao da célula tumoral predominante no experimento.

Ja em 2023, Wang; Li; Li (2023) relataram que a cepa La Sota do VDN se reproduziu
seletivamente em células CMT-U27 de carcinoma mamario canino, inibindo sua proliferacao e
migracdo, enquanto as células caninas normais (MDCK) nao foram afetadas. Observou-se um
aumento significativo na expressao de TNFa, p65 (subunidade da proteina complexo NF-
kappaB [fator nuclear kappa B]), fosfo-p65 (forma fosforilada da subunidade p65 do complexo
NF-kappaB), caspase-8, caspase-3 ¢ PARP (poli [ADP-ribose] polimerase) no grupo tratado
com VDN, sugerindo que o virus induziu a apoptose por meio das vias de sinalizagdo caspase-
8/caspase-3 ¢ TNFo/NF-Kb. Além disso, foi descrita reducdo significativa na taxa de
crescimento tumoral em camundongos nude xenoenxertados com células CMT-U27 quando
tratados com VDN.

Recentemente, Sanchez et al. (2024) conduziram um estudo de prova de conceito para
investigar mais detalhadamente a cepa NDV-MLS do VDN como imunoterapia para cancer de
mama canino. Seis cadelas com cancer mamario espontaneo receberam uma Unica injegao
intravenosa e intratumoral de NDV-MLS oncolitico. Os infiltrados de células imunes foram
avaliados por histologia e imunohistoquimica nos compartimentos estromal, intratumoral e
peritumoral no sexto dia apds a administragdo viral. Os pesquisadores um aumento no nimero
de células imunes ap6s o tratamento viral, principalmente no compartimento peritumoral, onde
predominaram células plasmaticas e linfocitos CD3" ¢ CD37/CD79". A administragio viral foi
bem tolerada, sem EA significativos.

Assim sendo, a viroterapia com VDN ¢ um candidato terapéutico promissor para
cadelas portadoras de neoplasias mamadrias agressivas, bem como tratamento adjuvante a

mastectomia canina (Das et al., 2017; Santos et al., 2021).

4.0.1.2 Seguranga e eventos adversos da viroterapia com virus da doeng¢a de Newcastle em
animais

Das et al. (2017) administraram inje¢des intravenosas de uma cepa do VDN em cadelas
com tumores mamarios de grau III e metastases para os linfonodos regionais e observaram que
todos os animais desenvolveram febre (104 + 0,5°F) e anorexia que durou de 3 a 4 dias apos a
primeira inje¢do. Conjuntivite leve foi observada em dois animais, que cedeu apds terapia de

suporte. Redugdes no peso corporal também foram notadas em todas as cadelas durante o
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periodo de terapia viral, normalizando apds o término da viroterapia. No geral, todos os caes
que receberam a terapia viral viveram durante o periodo do estudo sem qualquer dificuldade.
Ja King (2017) administrou inje¢des intravenosas de uma cepa LaSota modificada do VDN em
um ensaio clinico de fase I em caes com meningioma intracraniano, e relatou que os animais
apresentaram, em alguns casos, febre e diarreia (possivelmente associada a infec¢do). Trés caes
sofreram convulsdes no periodo pos-infusdo. Um dos pacientes progrediu para status
epilepticus em menos de 12 horas apds a conclusao da terceira infusao e o tutor do paciente
solicitou a eutanasia. Entretanto, em alguns casos os episddios convulsivos relatados no estudo
eram preexistentes e, nos demais, possivelmente associados ao diagndstico de tumor cerebral.
Efeitos adversos hematoldgicos e bioquimicos de grau 1 assintomaticos, como a elevagdes das
enzimas hepaticas FAL-ALP e TGP-ALT, foram observados em todos os caes, mas foram
atribuidos exclusivamente a medicamentos concomitantes com drogas antiepilépticas e
corticosteroides. Todos os caninos tremeram intermitentemente durante as infusdes, entretanto,
os tremores nao persistiram durante a infusdo, nem apo6s a administracdo. Estes tremores foram
causados, provavelmente, devido a frieza do fluido intravenoso administrado (intervengao
termorreguladora), bem como uma possivel reagdo antigeno-anticorpo relacionada ao virus de
curta duragdo (Hirayama, 2013). Nenhum sinal possivel de reagao anafilatica (urticaria, vomito,
edema) foi observado em qualquer cdo, em qualquer momento durante o curso da infusdo.

Ademais, nao houve toxicidade hematologica ou bioquimica significativa observada no ensaio.
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Abstract

In oncology alternative therapies are under investigation, including oncolytic viruses. The
Newcastle disease virus (NDV) stands out due to its capacity to selectively target and destroy
tumor cells, as well as its ability to trigger a robust antitumor immune response. This study
explored the oncolytic potential of the La Sota strain of the Newcastle disease virus (NDV) in
PC-3 human prostate cancer cells using the CAM model. NDV demonstrated a concentration-
dependent reduction in cancer cell viability, without significantly affecting normal cell viability.
The CAM assay exhibited high embryonic viability and low mortality rates, with NDV
inhibiting tumor growth in a dose-dependent manner. Tumor angiogenesis was not impacted by
NDYV, and the secretion of the cytokine IL-6, associated with tumor growth and resistance, was
reduced to levels comparable to untreated controls. La Sota strain induced cytotoxicity in
prostate tumor cells and reduced tumor size, despite NDV did not affecting tumor angiogenesis.
The therapeutic effects of NDV against prostate tumor cells probably are related to suppression
of IL-6 signaling. The CAM assay has been demonstrated for the first time as a safe model for
evaluating the antitumor effects of NDV in PC-3 cell xenografts. This work underscores the

significant value of CE for testing tumor inhibition through virotherapy.

Keywords: antitumoral effects, embryonated eggs, oncolytic viruses, PC-3 cell lineage.

Introduction

NDV, a Paramyxovirus 1, has well-established antitumor properties, making it
potentially useful in cancer treatment!. Its significant advantage is the ability to selectively
induce the lysis of tumor cells while preserving normal cells?>, demonstrating lower toxicity
than chemotherapies®. The La Sota strain of NDV is particularly advantageous compared to
other oncolytic viruses (OVs)*, as it is a lentogenic vaccine strain, not classified as causing
Newcastle disease (ND) by the World Organization for Animal Health (WOAH)>. Therefore,
it is one of the most widely used strains in vitro and in vivo tests®’ to study anticancer

treatments.
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Preclinical studies show that NDV selectively kills tumor cells and stimulates an
antitumor immune response, both innate and adaptive, inducing immunogenic cell death (ICM)
through several pathways®!3.

NDV presents characteristics of an ideal oncolytic virus, proving to be a promising
candidate for the treatment of various types of cancers in humans and canines, including
mammary neoplasms. Studies highlight the efficiency of NDV in animal tumor models,
inducing cell death by apoptosis and reducing cell survival'*!®. Further research is needed to
evaluate the efficacy of OVs in the treatment of neoplasms in animals'®!7.

The CE model has been employed to evaluate the effectiveness of anticancer treatments,
particularly utilizing the CAM and CAM-induced tumors to study nanotoxicity and drug
efficacy'®. Particularly between 10 and 18 EID, during embryonic immunodeficiency'®, the
intense vascularization of the CAM facilitates the essential supply of nutrients for angiogenesis
and the growth of tumor grafts!>?°. Therefore, the CAM assay can be a valuable tool for
evaluating the tumor microenvironment, antiangiogenic therapies, and real-time tumor
progression®!.

The CE model is considered a versatile ex vivo system for the study of prostate cancers,
with encouraging results in the use of anticancer drugs in PC-3 cell xenografts®*°. However,
to date, there are no records of studies that have utilized the CAM model to investigate the
behavior of Newecastle disease virus (NDV), particularly the La Sota strain, for evaluating
embryonic toxicity and analyzing cytotoxicity in PC-3 cell xenografts implanted in the CAM.

Biotechnological advances promise to create safer virus strains for cancer treatment, and

in this context, the CAM assay can be an ally. Thus, our objective was to evaluate the oncolytic

potential of the La Sota strain of NDV using PC-3 cells and CAM assay as a model.

Material and methods
Cell culture

Human prostate adenocarcinoma (PC-3) and normal human prostate epithelium (PNT-
2) cell lines were procured from the American Type Culture Collection (ATCC; Virginia,
USA). Both cell lines were thawed (37 °C; water bath; Cientec; Brazil), centrifuged (5 minutes;
1000 RPM; Eppendorf; Germany), and resuspended. They were cultured in Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium Gibco (Merck KGaA; Germany), supplemented with
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10 % fetal bovine serum (FBS) (Cultilab; Brazil) and maintained at 37 °C in 5 % CO- (Forma™
Series II Water-Jacketed CO: Incubator; Thermo Scientific™; Massachusetts, USA).

The cells were monitored every 48 hours using an inverted digital imaging system
EVOS microscope (Thermo Scientific™; Massachusetts, USA) and were trypsinized (5
minutes; 37 °C) for transfer to polystyrene flasks upon reaching confluence. All cell lines were

maintained mycoplasma-free and confirmed by PCR.

Newcastle disease virus

Vaccines were sourced from specific pathogen-free (SPF) embryonated eggs (New-
Vacin La Sota; Bio-Vet; Brazil). As per the manufacturer’s manual, 50 ml contains 10%2 DIE50
(50 % Infectious Dose) of live NDV, La Sota strain. For the in vitro cell viability assay detailed
in the section ‘In vitro cell viability (resazurin-based assay),” an initial viral titer of 10°2 DIE50
(10 ml of reconstituted virus) was utilized as treatment 1 (VC1). For subsequent treatments
(VC2 to VC7), serial 1:2 dilutions of the virus in phosphate-buffered saline (PBS) were
prepared.

To determine the viral concentration in plaque-forming units (PFU), the following
formula was used: PFU/ml = (D/E) x 1/V, where D represents the initial viral titer in DIES0
(10°2 DIE50), E denotes the volume unit transferred at each concentration (1 ml), and ¥
signifies the final concentration volume (ml). Given that the experiments were performed with
decimal dilutions of the virus, PFU counts were converted to logarithmic values®’. The
concentration exhibiting the highest cytotoxicity for PC-3 cells and the lowest cytotoxicity for
PNT-2 cells was selected for ex ovo testing.

The IC50 values (50 % inhibitory concentration) were determined using dose-response
sigmoid curves with GraphPad Prism 9 software®® (GraphPad Software; California, USA). The
selectivity index (SI) >2 was considered significant®’.

In vitro cell viability (resazurin-based assay)

Both PNT-2 and PC-3 cells were trypsinized and counted using the Trypan Blue
exclusion protocol to assess cell viability*®. Cytotoxicity was investigated colorimetrically via
the biochemical reduction of resazurin, utilizing a highly fluorescent resorufin-based in vitro
assay kit (Merck KGaA; Germany). A total of 5x10° cells/well were seeded in 96-well
microplates (Greiner Bio-One; North Carolina, USA), cultured in RPMI medium, and
incubated for 24 hours at 37 °C in 5 % CO2 (Forma™ Series II Water-Jacketed CO: Incubator;
Thermo Scientific™, Massachusetts, USA).
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After adhesion, the RPMI medium was replaced with specific treatments based on the
group in Control group (C): the cells were incubated in 100 pL of complete RPMI medium;
Treatment 1 group (VC1 = viral concentration 1): the cells were treated with 100 puL of the La
Sota strain of NDV at a concentration of 5.2 log PFU/ml; Treatment 2 group (VC2 = viral
concentration 2): the cells were treated with 100 pL of the La Sota strain of NDV at a
concentration of 4.9 log PFU/ml; Treatment 3 group (VC3 = viral concentration 3): the cells
were treated with 100 puL of the La Sota strain of NDV at a concentration of 4.6 log PFU/ml;
Treatment 4 group (VC4 = viral concentration 4): the cells were treated with 100 puL of the La
Sota strain of NDV at a concentration of 4.3 log PFU/ml; Treatment 5 group (VC5 = viral
concentration 5): the cells were treated with 100 pL of the La Sota strain of NDV at a
concentration of 4.0 log PFU/ml; Treatment 6 group (VC6 = viral concentration 6): the cells
were treated with 100 pL of the La Sota strain of NDV at a concentration of 3.7 log PFU/ml;
Treatment 7 group (VC7 = viral concentration 7): the cells were treated with 100 pL of the La
Sota strain of NDV at a concentration of 3.4 log PFU/ml. The control group (C) represented
100 % cell viability.

The cells were incubated for 72 hours at 37 °C in 5 % CO2 (Forma™ Series 11 Water-
Jacketed CO; Incubator; Thermo Scientific™; Massachusetts, USA). During the first 24 hours,
cells were incubated with the treatments. Subsequently, the treatments were removed, and cells
were incubated with RPMI medium for the last 48 hours. Subsequently, 10 pl/well of resazurin
dye solution was added, and the cultures were re-incubated for 4 hours at 37 °C in 5 % CO-
(Forma™ Series II Water-Jacketed CO» Incubator; Thermo Scientific™; Massachusetts, USA).
Absorbance was measured at wavelengths 570-600 nm wusing a spectrophotometer
(PerkinElmer® Massachusetts, USA).

Cell viability was determined in three independent experiments and calculated as a
percentage (%) using the formula: cell viability = (absorbance of treated cells / absorbance of
untreated cells) x 100 with GraphPad Prism 9 software?® (GraphPad Software; California,
USA).

Chicken embryos

Embryonated white eggs from Hy-Line W-36 commercial laying hens (Gallus gallus)
were supplied by a national company (Granja Planalto; Brazil). The embryos were kept at 37
°C and 58 % relative humidity in an artificial incubator (60g/m?; Premium Ecolodgica, Brazil).
The eggs were examined under ovoscopy to ensure quality and proper embryonic development

before the experiments.



111

Embryonic toxicity test

For the ex vivo toxicity evaluation, a previously described technique was adapted®*. Ten
non-specific pathogen-free (non-SPF) embryos at 7 EID were used. The eggs were disinfected,
and 2x2 cm windows were created in the shell using a mini bench circular saw in a sterile
environment (laminar flow) to expose the CAM?>>. Five embryos were inoculated with 100 pl
of the virus at a viral concentration of 4.60 log PFU/ml directly onto the CAM, while another
five embryos served as controls and were inoculated with 100 ul of PBS.

Embryo viability was monitored using ovoscopy for ten consecutive days. Embryos at
17 EID were euthanized as recommended*®3’. Embryonic viability (% EV) was calculated
using the formula: (number of eggs at 7 EID - number of eggs at 17 EID) % 100 / number of
eggs at 17 EID.

Tumor inhibition and regression assay in CAM

Forty non-SPF eggs at 7 EID were used. The eggs were disinfected, and 2x2 cm
windows were created in the shell using a mini bench circular saw in a sterile environment
(laminar flow) to expose the CAM?,

The groups were divided according to the treatment in Control group (NC = negative
control): 100 pl of PBS/egg were inoculated onto the CAM of ten eggs; Untreated group (PC =
positive control): 10° cells/egg diluted in 80 ul of complete RPMI medium + 20 ul of
Matrigel/egg were inoculated onto the CAM of ten eggs; Treatment 1 group (PID = post-
infected for 4 days): 10° cells/egg diluted in 80 pl of complete RPMI medium/egg + 20 ul of
Matrigel/egg were inoculated onto the CAM of ten eggs. From EID 11 to EID 14, the xenografts
were topically treated with 100 pl of the La Sota strain of NDV at a concentration of 4.60 log
PFU/ml/egg; Treatment 2 Group (PIH = pre-infected for 4 hours): 10° cells/egg diluted in 25
ul of complete RPMI medium/egg were treated with 80 pl of the La Sota strain of NDV at a
concentration of 4.60 PFU/ml/egg, incubated for 4 hours in an incubator at 37°C, mixed with
20 pl of Matrigel/egg, and subsequently inoculated onto the CAM of ten eggs.

After treatments on the CAM, the shell windows were covered with plastic film. The
embryos were kept at 37 °C and 58 % relative humidity in an artificial incubator (60g/m?;
Premium Ecologica, Brazil).

Embryo viability and mortality were recorded daily. At 15 EID, delicate incisions were
made at the level of the CAM using iris straight scissors, and the embryos were euthanized as
recommended®®*’. The % EV was calculated using the formula: (number of eggs at 7 EID -

number of eggs at 15 EID) x 100 / number of eggs at 15 EID.
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The CAM was exposed, and images of all eggs were captured (12 MP; 3024 x 4032 px;
rear camera of Apple iPhone 7, 28 mm f/1.8 lens). Samples from all groups were collected. The
sections were standardized by excising the xenograft with a small margin of CAM.
Subsequently, all xenograft samples were frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C in an

ultrafreezer for later protein extraction.

Analysis of CAM samples
For the analysis of tumor growth inhibition and angiogenesis, CAM images were
processed using open-source image processing software (Fiji software based on Imagel,

developed at the National Institutes of Health (NIH); Maryland, USA).

1. Growth inhibition test

For the evaluation of tumor growth inhibition, the area of the xenograft (cm?) was
measured using the Analyze-Set Measurements plugin. Additionally, the tumor growth
inhibition percentage (% TGI) was calculated using the following formula: % TGI = (tumor
growth in the untreated group - tumor growth in the treated group) x 100 / tumor growth in the

untreated group.

2. Angiogenesis
To evaluate angiogenesis, vascular density (um) and vascular length density (um) were

measured using the Vessel Analysis plugin.

3. IL-6 secretion (ELISA test)

For protein extraction, the tumor samples were weighed and documented. Each sample
was then macerated under cooling, and 1x PBS was added at 10 % of the sample weight,
followed by vortex homogenization. The samples were subsequently filtered through gauze and
then through a 25 pm filter, and stored at -70 °C until analysis. Following protein extraction
from the supernatants, IL-6 secretion was measured in accordance with the technical data sheet
provided by the BD OptEIA™ Human IL-6 ELISA Set (BD Biosciences; New Jersey, USA).
Absorbance was measured at a wavelength of 450 nm using a spectrophotometer (PerkinElmer®

Massachusetts, USA). IL-6 secretion was expressed in mg/ml.



113

Statistical analysis

The tests were performed in triplicate. Statistical analyses were conducted using
GraphPad Prism 9.5.1 software®® (GraphPad Software; California, USA). Normality was
assessed using the Shapiro-Wilk test. Non-parametric data were log-transformed for two-way
ANOVA followed by Tukey's test. One-way ANOVA was also performed, followed by Tukey's
test. The results were presented as mean values and confidence intervals (CI), with significance

defined as p<0.05. A p-value of <0.1 was considered indicative of a trend.

Results
NDV La Sota strain decreases viability of human prostate cancer cells
The cytotoxicity of NDV was evaluated by exposing PNT-2 and PC-3 cells to

decreasing concentrations of the virus for 72 hours (Image 1).

Image 1 - Cell viability analysis after 72 hours (resazurin-based assay) of PC-3 and PNT-2
cells treated with seven different viral concentrations of the La Sota strain of NDV.
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C: control group. Significance p<0.05; **p<0.01. Red line indicates 50 % viability.

Fonte: Os autores.

Following treatment 3 (VC3), cell viability in the PC-3 group was significantly lower
than in the PNT-2 group [(17.04 % vs. 54.5 %); **p<0.01] at 72 hours. Additionally, cell
viability in the PC-3 group was lower than in the control group [(17.04 % vs. 100.00 %);
**p<0.01]. The selectivity index (SI) was 34,6.
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The CAM model can be used to evaluate the antitumor effect of the Newcastle disease virus
La Sota strain on human prostate cancer
High embryonic viability and controlled mortality rate

In this study's toxicity assay, no embryonic death occurred after ten consecutive days of
observing embryos inoculated with the La Sota strain of NDV on the CAM, resulting in an EV
% of 100.0 %.

After seven days of the CAM assay, embryonic mortality was observed in all groups

(NC: 1/10; PC: 1/10; PID: 2/10; PIH: 5/10), with an EV % of 77.5 %.

NDV reduced PC-3 tumor size in a treatment-dependent manner

After seven days, a significant reduction in tumor size was observed in the treatment 2
group (PIH) compared to the untreatment group (PC) [(0.10 vs. 0.36) cm?; *p=0.0301]. The
TGI was calculated as (0.36 cm? - 0.10 cm?) / 0.36 cm? x 100 = 72.22 %. Additionally, after
four days of treatment, there was a noticeable decrease in tumor size in the treatment 1 group

PID) compared to the untreatment group (PC) [(0.17 vs. 0.36) cm?; ns=0.0788] (Image 2).
g g
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Image 2 - Images of PC-3 xenografts in CAM to evaluate the efficacy of the La Sota strain of
NDV.
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p<0.05; *p=0.023.

Fonte: Os autores.
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NDV did not affect PC-3 tumor angiogenesis

After seven days, vascular density and vascular length density were similar across the

groups (Image 3).

Image 3 - Plots showing vascular density and vascular length density of PC-3 xenografts in
CE CAM treated with the La Sota strain of NDV.
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NC (control group); PC (untreated group); PID (treatment 1 group); PIH (treatment 2 group). Significance: p<0.05.

Fonte: Os autores.

PC-3 tumor increases IL-6, but VDN decreases IL-6 at the level of the NC
After seven days, IL-6 secretion was significantly higher in the untreated group (PC),

compared to the control group (NC) (Image 4).
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Image 4 - Graph showing IL-6 secretion in PC-3 xenografts within CE CAM, treated with the
La Sota strain of NDV.
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NC (control group); PC (untreated group); PID (treatment 1 group); PIH (treatment 2 group). Significance p<0.05;
*p=0.0349.
Fonte; Os autores.

Discussion

The resazurin viability assay was used for the first time on PC-3 cells treated with NDV.
This assay is simple, reproducible®, and commonly used in prostate cancer research®*. In the
cell viability test, NDV induced oncolysis of PC-3 cells within 72 hours (17.04 %) and exhibited
a mild cytopathic effect on the non-tumorigenic PNT-2 cell line. A recent study indicated a
cytopathic effect in over 40 % of PC-3 cells 72 hours after inoculation with the NDV9B strain
of NDV, as assessed by the MTT cell viability test®.

In this study, an ex vivo toxicity evaluation was conducted by inoculating NDV into the
CAM. Several parameters can be analyzed in toxicity assays in CE, including embryonic
mortality*® using different administration routes, including CAM?° and at different stages, such
as embryos with 10 EID***!. No embryo died after topical exposure to NDV for ten consecutive
days, from 7 EID to 17 EID. There is a scarcity of information on using the CAM assay to
evaluate the oncolytic effect of NDV, a virus that causes mortality in SPF embryos between 9
and 11 EID*. However, non-SPF embryos, often descendants of hens vaccinated against NDV,
would likely be resistant to viral action, allowing their use to assess NDV's antitumor activity.

In this study, non-SPF embryos from vaccinated breeder hens were used, demonstrating the
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safety of administering the La Sota strain in non-SPF CE. A previous study used vaccinated CE
with the avirulent Ulster strain, of low pathogenicity, like La Sota, and reported no
embryopathies, deaths, or viral replication in the normal hepatocytes of the embryos™.

Despite this, when the tumor implantation test on the CAM was conducted, there was
mortality. Inoculation into the CAM can lead to mortality, and in this study, deaths were caused
by inoculation, as the dead embryos exhibited bleeding in the CAM vessels at the implantation
site, which did not occur in the other embryonated eggs. However, a high EV (77.5 %) was
observed, corroborating a study reporting high EV (~80 %) in CAM models xenografted with
human squamous cell carcinoma (SCC-25) cells*.

Additionally, the inhibition of tumor growth after NDV administration on the CAM
without affecting EV was also demonstrated. Single-dose treatment (4.60 log PFU/ml) in the
treatment group 2 (PIH) was sufficient to inhibit tumor growth by over 70 % in seven days of
experimentation. Meanwhile, in the treatment 2 group (PID), administering four single doses
of the virus (concentration of 4.60 log PFU/ml) for four consecutive days showed a tendency
to decrease tumor size by over 50 %. This result corroborates a study that used a volume of 100
ul of the AKBA drug for four consecutive days in PC-3 cell xenografts on the CAM, observing
a significant decrease in cell proliferation of the xenografts without causing aggressive toxicity
in the embryos after necropsy analysis>.

Angiogenesis and IL-6 cytokine secretion by PC-3 cell xenografts on the CAM were
also evaluated. After seven days of experimentation, there was no difference in angiogenesis
between the treatment 2 group (PID), treatment 3 group (PIH) and the untreatment group (PC),
nor between the angiogenesis of the control group (NC) and the untreatment group (PC). Some
PC-3 lineage tumors may have low vascularization and reduced blood flow to the tumor
microenvironment®’,

Regarding IL-6, research has shown that the secretion of this cytokine by prostate cancer
cells is associated with cell growth, differentiation, and resistance to apoptosis through the
activation of ERK/MAPK, JAK-STAT, Src, B-catenin, ERBB1-3, and PI3k-AKTs signaling
pathways. Therefore, studies investigating the therapeutic effects of viruses against prostate
tumor cells via suppression of IL-6 signaling are relevant and interesting*®.

A higher secretion of IL-6 was observed in the untreatment group (PC) compared to the
control group (NC). Tumors treated with the virus secreted IL-6 at levels similar to those of the
control group (NC). This indicates that viral therapy can reduce IL-6, an important cytokine for

tumor signaling pathways*’. Other treatments, in addition to virotherapy, have shown a decrease
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in cell proliferation and angiogenesis in prostate tumors associated with reduced IL-6 signaling
pathways*®.

Alternative models like the CE for preclinical testing of the efficacy of oncolytic viruses
should be encouraged. This study shows that tests to evaluate the oncolytic activity of NDV
and its signaling pathways in CE are viable and safe, confirming the utility of the CAM model

for tumor and virotherapy testing.

Conclusions

La Sota strain induced cytotoxicity in prostate tumor cells and reduced tumor size,
despite NDV did not affecting tumor angiogenesis. The therapeutic effects of NDV against
prostate tumor cells probably are related to suppression of IL-6 signaling.

The CAM assay has been demonstrated for the first time as a safe model for evaluating
the antitumor effects of NDV in PC-3 cell xenografts. This work underscores the significant
value of CE for testing tumor inhibition through virotherapy.

In the future, it will be necessary to verify the antitumor inhibitory effects of NDV in

Vivo.
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Resumo

Os avangos na oncologia veterinaria tém permitido o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas para o tratamento de tumores mamarios em cadelas, uma das neoplasias mais
comuns na espécie. Entre essas abordagens, a viroterapia oncolitica surge como uma alternativa
promissora, explorando a capacidade de virus seletivos para destruir células tumorais sem
comprometer tecidos saudaveis. O estudo avaliou o efeito oncolitico da cepa La Sota do virus
da doenga de Newcastle (VDN) em carcinoma mamario canino, tanto in vitro quanto em um
teste clinico com trés cadelas. Os resultados demonstraram que a linhagem celular tumoral
mamaria CMT-U27 foi mais suscetivel a infec¢do viral do que as células nao tumorais MDCK,
com um aumento significativo na morte celular tumoral apos 48 horas de exposi¢ao. No teste

clinico, foram administradas trés infusdes intravenosas da cepa La Sota do VDN com intervalo
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de sete dias entre elas. Eventos adversos de grau I e II (hiperproteinemia, letargia, febre, falta
de apetite, conjuntivite) relacionados a terapia viral foram observados em todas as pacientes,
mas considerados manejaveis. A resposta a terapia foi heterogénea: uma cadela apresentou
estabilizacdao da doenga, enquanto duas tiveram progressao tumoral, sugerindo a influéncia de
fatores individuais na eficacia do tratamento. A produgdo de anticorpos IgG contra o virus foi
detectada em duas pacientes, indicando ativacdo do sistema imune. Os achados ressaltam a
necessidade de protocolos terapéuticos mais estruturados e investigagdes futuras com maior
numero de animais e terapias combinadas. Embora preliminares, os resultados in vitro e in vivo
sugerem que o VDN pode ser uma abordagem promissora no tratamento de neoplasias

mamarias em caes, contribuindo para o avanco da oncologia veterinaria.

Palavras-chave: tumor mamario, viroterapia, canino.

Introducio

A longevidade dos caninos, especialmente as fémeas, pode chegar a uma média de 12,76
anos (Montoya ef al., 2023), evidenciando os avangos na medicina veterinaria e a crescente
valorizagdo dos cuidados e do bem-estar animal. Na oncologia veterinaria, um grande desafio
terapéutico sao os tumores mamarios caninos (TMCs), que sdo os mais frequentes em cadelas
e majoritariamente malignos (Cassali, G. et al., 2020; Cassali; Nakagaki, 2023b)

A realizagdo de estudos clinicos em caes € de vital importincia para o desenvolvimento
de novas terapias anticancer, trazendo beneficios tanto para a medicina veterinaria quanto para
a medicina humana (Kol et al., 2015; Paoloni; Khanna, 2008).

Animais portadores de tumores espontaneos sao amplamente utilizados como modelos
para a pesquisa de neoplasias humanas (Flirdos et al., 2015), considerados uma opg¢ao valiosa
para estudos comparativos (Kwon et al., 2023; Vafaei et al., 2022), superiores aos roedores de
laboratério (Cekanova; Rathore, 2014)

Os TMC:s sdo reconhecidamente o modelo mais semelhante ao cdncer de mama humano.
Essa semelhanga se da devido a diversas caracteristicas: fatores de risco, apresentacgdo clinica,
alteracdes histopatoldgicas, compartilhamento dos mesmos genes oncogénicos e de supressao
tumoral e abordagens cirurgicas e oncologicas (Abadie et al., 2017; Cejalvo et al., 2018;
Cekanova; Rathore, 2014; Hansen; Khanna, 2004; Kwon et al., 2023) o que os tornam
especialmente interessantes para estudos de avaliagdo de tratamentos alternativos para

neoplasias malignas.
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Tratamentos que fortalecem o sistema imunologico (SI) e aprimoram respostas
imunologicas especificas t€ém o potencial de proporcionar ao paciente uma abordagem eficaz,
potente e personalizada no combate ao cancer (Krzyszczyk et al., 2019).

A terapia com virus nativos ou geneticamente modificados desponta como uma
abordagem interessante na oncologia, gracas a sua capacidade de eliminar células tumorais
enquanto preserva as células normais (Li ef al., 2020; Martini et al., 2020) Esses virus nao s
destroem tumores com maior acuidade, como também podem desencadear uma resposta
imunologica antitumoral robusta e duradoura (Martini et al., 2020). Durante a transformacgao
celular na carcinogénese, muitos mecanismos de defesa antiviral inata tornam-se defeituosos
ou suprimidos, tornando as células cancerigenas mais vulneraveis a diferentes cepas virais em
comparagao a células normais. Esta susceptibilidade ¢ exacerbada pela menor capacidade das
células tumorais em responder a estimulacao antiviral (Bell; Mcfadden, 2014).

Estudos pré-clinicos e clinicos tém revelado habilidades antineoplasicas
impressionantes para a viroterapia oncolitica, mostrando uma toxicidade significativamente
menor em comparagao com as quimioterapias tradicionais (Duffy; Fisher; Seymour, 2017; Tap
etal., 2016).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito oncolitico da cepa La Sota do virus da doenga
de Newcastle (VDN) em cé¢lulas de carcinoma mamario canino € em um teste clinico em cadelas

portadoras de tumores mamarios espontaneos.

Materiais e métodos
Virus da doenca de Newcastle (VDN)

Foi utilizada a cepa La Sota, um virus lentogénico ndo recombinante de baixa
patogenicidade (Dimitrov et al., 2016). Para a titulagdo viral, o calculo foi baseado nas
informagdes do fabricante, onde 50 ml continha 102 DIE50 (Dose Infectante de 50 %) de NDV
vivo, cepa La Sota. A titulagdo viral inicial de 10> DIE50 foi utilizada no ensaio de viabilidade
celular in vitro, descrita na se¢ao ‘Teste de viabilidade celular in vitro (ensaio baseado em
resazurina)’.

A formula UFP/ml = (D/E) x 1/V, onde D: titulo viral inicial em DIE50 (1032 DIE50),
E: unidade de volume transferida em cada concentracdao (1 ml) e V: volume de concentracao
final (ml), foi utilizada para a determinacdo da concentracdo viral em unidades formadoras de
placas (UFP). As contagens de UFP foram convertidas em valores logaritmicos, devido a

utilizacao de dilui¢des decimais do virus (Dubois ef al., 2006). Foi determinada a concentragao
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que apresentou a maior citotoxicidade para as células CMT-U27 e a menor citotoxicidade para
as células MDCK.

Ja para o teste clinico, detalhado a partir da se¢do ‘Design e metodologia do teste pre-
clinico’, a titulagio viral utilizada foi de 5x10> DIES0, baseado em estudo anterior (Sanchez

etal., 2024)

Manipulacgdo de células CMT-U27
Cultura celular

A linhagem celular de carcinoma mamario canino (CMT-U27) foi adquirida da
American Type Culture Collection (ATCC; Virginia, EUA), enquanto a linhagem de epitélio
renal normal canino (Madin-Darby canine kidney; MDCK) foi obtida do Banco de Células do
Rio de Janeiro (BCRJ, Brasil). Ambas as linhagens foram descongeladas em banho-maria a 37
°C (Cientec; Brasil), centrifugadas a 1000 RPM por 5 minutos (Eppendorf; Alemanha) e
ressuspendidas.

A linhagem CMT-U27 foi cultivada em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 (Gibco, Merck KGaA; Alemanha), enquanto a linhagem MDCK foi mantida em Eagle's
Minimum Essential Medium (EMEM), ambos suplementados com 10 % de soro fetal bovino
(FBS) (Cultilab; Brasil). As culturas foram incubadas a 37 °C com 5 % de CO: em uma
incubadora de CO: (Forma™ Series I Water-Jacketed CO- Incubator; Thermo Scientific™;
Massachusetts, EUA).

As células foram monitoradas a cada 48 horas por microscopia de contraste de fase
utilizando o sistema de imagem digital invertido EVOS (Thermo Scientific™; Massachusetts,
EUA). Quando atingiam confluéncia, eram submetidas a tripsiniza¢do a 37 °C por 5 minutos €
transferidas para novos frascos de poliestireno. Todas as linhagens celulares foram mantidas

livres de micoplasma, com status confirmado por PCR.

Teste de viabilidade celular in vitro

Ambas as linhagens celulares CMT-U27 e MDCK foram tripsinizadas e contadas
usando o protocolo de exclusdo de Trypan Blue para avaliar a viabilidade celular. A
citotoxicidade foi investigada colorimetricamente através da redug¢do bioquimica da resazurina,
utilizando um kit de ensaio in vitro altamente fluorescente baseado em resorufina (Merck
KGaA; Alemanha). Um total de 10x10* células/poco foram semeadas em microplacas de 96
pogos (Greiner Bio-One; Carolina do Norte, EUA), cultivadas em meio RPMI e EMEM

(conforme demanda da linhagem) e incubadas por 24 horas a 37 °C em 5 % de CO: (Forma™
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Series II Water-Jacketed CO: Incubator; Thermo Scientific™; Massachusetts, EUA). Apos a
adesdo, o meio de cultura foi substituido por tratamentos especificos com base nos grupos:
grupo T1 (tratamento 1): as células foram tratadas com 100 puL da cepa La Sota do virus NDV
a uma concentracao de 5,2 log PFU/ml; grupo T2 (tratamento 2): as células foram tratadas com
100 uL da cepa La Sota do virus NDV a uma concentra¢do de 4,9 log PFU/ml; grupo T3
(tratamento 3): as células foram tratadas com 100 pL da cepa La Sota do virus NDV a uma
concentracao de 4,6 log PFU/ml; grupo T4 (tratamento 4): as células foram tratadas com 100
uL da cepa La Sota do virus NDV a uma concentragao de 4,3 log PFU/ml; grupo TS5 (tratamento
5): as células foram tratadas com 100 pL da cepa La Sota do virus NDV a uma concentragao
de 4,0 log PFU/ml; grupo T6 (tratamento 6): as células foram tratadas com 100 pL da cepa La
Sota do virus NDV a uma concentragdo de 3,7 log PFU/ml; grupo T7 (tratamento 7): as células
foram tratadas com 100 pL da cepa La Sota do virus NDV a uma concentragdo de 3,4 log
PFU/ml. As células foram incubadas por 24 e 48 horas a 37 °C em 5 % de CO: (Forma™ Series
IT Water-Jacketed CO: Incubator; Thermo Scientific™; Massachusetts, EUA). Durante as
primeiras 24 horas, as células foram incubadas com os tratamentos. Subsequentemente, os
tratamentos foram removidos e as células foram incubadas com meio RPMI e EMEM
(respectivo a linhagem) nas ltimas 24 horas. Depois, 10 ul/pogo de solucao corante resazurina
foi adicionado e as linhagens foram reincubadas por 4 horas a 37 °C em 5 % de CO: (Forma™
Series 11 Water-Jacketed CO: Incubator; Thermo Scientific™; Massachusetts, EUA). A
absorbancia foi medida em comprimentos de onda de 570-600 nm usando um
espectrofotometro (PerkinElmer® Massachusetts, EUA). O calculo da viabilidade pela
absorbancia foi realizado a a partir da formula: (((117216*tratamentos 570nm)-
(80586*tratamentos 600nm))/((117216*controle viavel 570nm)-(80586*controle viavel
600nm))*100).
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Design e metodologia do teste clinico
Selecdo dos animais

No periodo compreendido entre 01 de abril a 30 de setembro de 2024, foram avaliadas
cadelas encaminhadas voluntariamente ao Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Uberlandia (HOVET-UFU) para tratamento clinico. As cadelas foram submetidas a exame
clinico completo pelo corpo de médicos veterinarios do HOVET-UFU, em ambiente hospitalar.

Aqueles animais com suspeita clinica de neoplasia mamaria confirmada por meio de
exames citologicos e que atendiam aos seguintes critérios de inclusdo adaptados de estudos
prévios realizados em humanos (Hotte et al., 2007) e animais (Das et al., 2017; King, 2017;
Sanchez et al., 2024), foram selecionadas para o estudo: (I) cadelas com idade igual ou superior
a cinco anos, apresentando pelo menos um tumor na mama com diagndstico de carcinoma
confirmado por exame de citologia, sem foco(s) tumoral(is) visiveis em outros 6Orgaos,
confirmados por radiografia toracica; (II) ndo possuirem tumores ulcerados e contaminados,
doengas autoimunes ou imunossupressoras, comorbidades nao controladas, infec¢des ativas por
virus ou bactérias ndo controladas; (III) com hemograma e exames bioquimicos dentro dos
intervalos de referéncia (IR) estabelecidos para a espécie (THRALL et al., 2015), com excegao
da ureia (< 1,5 vezes o limite superior ao IR: 15 - 45 mg/dL), creatinina (< 1,5 vezes o limite
superior ao IR: 0,5 - 1,5 mg/dL) e alanina aminotransferase (ALT) (< 2,5 vezes o limite superior
ao IR: ALT 21 - 112 U/L); (IV) ndo terem sido submetidas a nenhum tipo de cirurgia ou
tratamento com medicamentos da classe dos corticosteroides, da classe dos anti-inflamatorios
ndo estereoidais (AINES) ou medicamentos toxicos para células por, no minimo, 30 dias da
data de inicio da terapia experimental, bem como nenhum tipo de quimioterapia ou radioterapia
por, no minimo, quatro meses da data de inicio da terapia experimental; (V) auséncia de contato
direto com aves de qualquer espécie, idosos acima de 60 anos, criangas ou adultos portadores
de doengas autoimunes ou imunossupressoras.

Os responsaveis pelos animais forneceram consentimento prévio mediante assinatura
do ‘Termo de consentimento do responsavel pelo animal’ e do ‘Termo de consentimento livre
e esclarecido para autorizacdo de uso da imagem’. Além disso, os animais selecionados nao
deveriam ter como responsaveis pessoas que trabalhassem diretamente com aves de qualquer

espécie ou que estivessem em periodo de gestacdo ou amamentagao.
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Avaliagdo das glandulas mamarias

A primeira consulta, foi realizado exame citoldgico dos nodulos mamérios palpéaveis,
utilizando técnica recomendada (Cassali; Nakagaki, 2023c). Foi realizada visualizagdo e
palpacdo de ambas as cadeias mamarias, a saber: mamas toradcicas craniais direita (M1d) e
esquerda (M1e); mamas toracicas caudais direita (M2d) e esquerda (M2e); mamas abdominais
craniais direita (M3d) e esquerda (M3e); mamas abdominais caudais direita (M4d) e esquerda
(M4e), mamas inguinais direita (M5d) e esquerda (M5e); linfonodos inguinais superficiais
direito (LId) e esquerdo (Lle), para observacdo da localizagdo, coloragdo, consisténcia,
exsudacdo, tamanho, volume e qualquer outro pardmetro macroscépico relevante observado na
pele, tetos, glandulas e linfonodos das cadelas, em dois momentos: antes do tratamento (AT) e
posterior ao tratamento (PT).

A mensuracdo do comprimento e da largura dos nddulos tumorais palpéveis foi
realizada com paquimetro digital (Digimess, Brasil). J4 o volume tumoral (em cm?) foi
calculado conforme Guo et al. (2021), a saber: 0,5 x X x Y2, onde X = comprimento e Y =
largura.

Amostras das glandulas mamarias, tetos e linfonodos regionais provenientes de biopsia
realizada por equipe medica cirurgica, foram processadas segundo Tolosa et al. (2003) para a
confecc¢do de laminas histologicas e avaliacao, independente da presenca de nddulos palpaveis.
O diagnéstico histopatoldgico foi realizado em estudo duplo cego por dois patologistas, no
Laboratério de Patologia Animal (PAVET-UFU). A classifica¢do histologica foi realizada
conforme Goldschmidt et al. (2011) e Zappulli et al. (2018).

O estadiamento clinico foi realizado utilizando o sistema TNM modificado por

Sorenmo, Deanna, Goldsmidt (2013).

Protocolo terapéutico

O protocolo de infusdes intravenosas foi adaptado de Pecora et al. (2002), Hotte et al.
(2007), King (2017) e Sanchez et al. (2024). Trés infusdes (T1, T2 e T3) foram administradas,
com intervalo de sete dias entre elas, apds a primeira consulta. Cada infusdo foi realizada em
ambiente ambulatorial e as pacientes foram manipuladas na presenga dos tutores.

A contengao fisica das cadelas foi realizada sobre a mesa de procedimentos, com as
pacientes em decubito esternal. O acesso venoso, por pungdo da veia cefalica, foi realizado
conforme descrito por Ford e Mazzaferro (2013).

Para cada dia de tratamento (T1, T2 e T3), os frascos contendo a vacina com a cepa La

Sota do VDN foram retirados de refrigeracao e diluidos em bolsas de soro fisiologico estéril de
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100 ml, a temperatura ambiente, utilizando seringas estéreis. Dessa primeira bolsa, foram
retirados 20 microlitros/kg (0,02 ml/kg) com seringa estéril, que foram diluidos em outra bolsa
de soro fisioldgico estéril de 100 ml, a temperatura ambiente e, entdo, infundidos lentamente
nas pacientes, dentro de uma hora. Apds a viroterapia, as cadelas foram encaminhadas aos

cuidados domiciliares, sob a responsabilidade de seus tutores.

Exames clinicos e laboratoriais

Exame fisico geral, mensuracao dos nodulos palpaveis e coleta de sangue foram
realizados na primeira consulta e nos dias das infusdes (T1, T2 e T3).

As amostras de sangue foram coletadas em tubos plésticos, com e sem anticoagulante,
para realizacdo de hemograma e perfil bioquimico, respectivamente (Thrall ef al., 2015). Os
resultados dos exames foram avaliados para selecdo das cadelas na primeira consulta e depois
para monitoramento de eventos adversos (EA) durante o periodo das infusdes, bem como para
acompanhamento pds-cirtrgico.

Para a pesquisa de focos metastaticos pulmonares visiveis nas pacientes que foram
submetidas ou ndo a cirurgia, foram realizadas radiografias toracicas, nas posi¢des latero-lateral

direita (LLD), latero-lateral esquerda (LLE) e ventro-dorsal (VD), conforme Dias (2012).

Tratamento cirurgico

Apds o término das infusdes, as cadelas foram encaminhadas para tratamento cirurgico.
Para assegurar que as pacientes estavam aptas para a cirurgia, foram realizados exames pré-
operatorios, incluindo ultrassonografia abdominal (US), eletrocardiograma (ECGQ),
ecodopplercardiograma (ECO), além de hemograma completo e painel bioquimico.

Exames adicionais foram realizados conforme a necessidade de investigacdo clinica
especifica de cada caso e paciente.

Dada a complexidade e a variabilidade dos TMC, a escolha da técnica cirargica de
mastectomia foi individualizada. As indicagdes seguiram diretrizes gerais ajustadas as
necessidades especificas de cada paciente. Portanto, a escolha foi baseada no estado de satde
da paciente, nuimero, tamanho e localizagdo das lesdes e presenga de ulceragdo (Cassali et al.,
2020; Macphail; Fossum, 2021; Sorenmo et al., 2013).

Amostras das glandulas mamarias e linfonodos regionais provenientes da exérese
cirargica foram processadas segundo Tolosa et al. (2003) para a confec¢do de laminas

histologicas e avaliagdo. O diagndstico histopatolégico foi realizado em estudo duplo cego por
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dois patologistas, no Laboratorio de Patologia Animal (PAVET-UFU). A classificagdo
histologica foi realizada conforme Goldschmidt et al. (2011).

Cuidados gerais e especificos com as pacientes

Conforme recomendado anteriormente por Pecora et al. (2002), Hotte et al. (2007) e
Sanchez et al. (2016), os tutores foram instruidos e treinados a verificar diariamente a
temperatura retal dos pacientes, bem como a relatar quaisquer possiveis EA, detalhados na
secdo ‘Monitoramento de eventos adversos’. Medicamentos para melhorar a tolerabilidade,
como antitérmicos e antieméticos, foram administrados profilaticamente ou conforme
necessario.

Em casos mais graves, foram consideradas medidas de suporte, como o tratamento dos
efeitos indesejaveis, ajustes na dose ou interrup¢ao do tratamento, dependendo da gravidade e
da avaliagdo clinica individual de cada animal (Sanchez et al., 2024). Para todos os
procedimentos realizados nos pacientes animais, foram seguidas as normas de seguranga padrao

para os tutores e a equipe médica veterinaria.

Avaliagdo das respostas clinicas
Monitoramento de eventos adversos

Os EA foram monitorados diariamente, através de contato telefonico e/ou avaliagao
clinica das cadelas e graduados para classifica¢do de status de desempenho de 1 a 5, conforme
critérios adaptados das terminologias comuns para eventos adversos decorrentes da terapia
antineopldsica em caes e gatos, estabelecidos pelo Veterinary Cooperative Oncology Group
(LeBlanc et al., 2021). Foi desejavel status < 2.

Um EA foi definido como qualquer sinal clinico desfavoravel e ndo intencional ou
doenga temporariamente associada as infusdes intravenosas da cepa La Sota do VDN, que
foram ou nao considerados relacionados ao tratamento viral (Leblanc et al., 2021). Cada EA foi
considerado um evento isolado, caracterizando uma ocorréncia especifica (Leblanc et al.,
2021).

Assim, umanotade 1 a5 foi atribuida para cada EA: (1) ndo relacionado (EA claramente
ndo apresentava associacdo com o tratamento viral; (2) improvavel (baixa probabilidade de
relagdo entre o EA e o tratamento viral; (3) possivel (a relagao entre o EA e o tratamento viral
ndo poderia ser descartada; (4) provavel (forte evidéncia de que o EA estava associado com o

tratamento viral; e (5) definitivo (a relagdo do EA com o tratamento viral foi confirmada).
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Resposta terapéutica a viroterapia

Para classificar a taxa de resposta terapéutica das pacientes apds o tratamento com a cepa La
Sota do VDN, foram realizadas avaliagdes em dois momentos: AT e PT. A avaliacdo incluiu
exame fisico geral, exames laboratoriais, medi¢ao do volume tumoral, verificagdao da presenca
de novos focos tumorais e metastases a distancia. Com base nesses critérios, as cadelas foram
classificadas de acordo com os critérios adaptados de Capua et al. (2011), Rossmeisl (2013) e
Al-Shammari et al. (2019), a saber: (i) DE (doenca estavel): redugdo do volume tumoral inferior
a 50 % em relagdo ao volume inicial; ou aumento do volume tumoral inferior a 25 % em relagao
ao tamanho inicial; auséncia de novos focos tumorais nas glandulas mamarias, nos linfonodos
locorregionais e em 6rgaos a distancia; (ii) RP (resposta parcial): reducdo do volume tumoral
superior a 50 % em relacdo ao volume inicial; auséncia de novos focos tumorais nas glandulas
mamarias, nos linfonodos locorregionais e em 6rgdos a distancia; (iii) RC (resposta completa):
redu¢do do volume tumoral em 100 % em relagdo ao volume inicial; auséncia ou redugao total
de novos focos tumorais nas glandulas mamarias, nos linfonodos locorregionais e em 6rgdos a
distancia; (iv) DP (doenca progressiva): aumento do volume tumoral superior a 25 % em
relacdo ao volume inicial; ou evidéncia de novos focos tumorais nas glandulas mamarias, nos

linfonodos locorregionais e/ou 6rgdos a distancia, em até seis meses ap6s o fim do tratamento.

Ensaio ELISA para a detec¢do de anticorpos IgG contra o VDN

O nivel sérico de anticorpos IgG presentes nas cadelas foi avaliado em trés momentos
(AT, DT e PT). Amostras de sangue venoso foram coletadas e foram feitas aliquotas de 500 pL.
de soro armazenadas a -80°C em ultrafreezer.

Primeiramente, foi realizado o teste Dot-ELISA. Membranas de nitrocelulose foram
sensibilizadas com virus puro. Uma vez secas, realizou-se o bloqueio de ligacdes inespecificas
com solucao de albumina de soro bovino (BSA) a 3 %, a 37 °C por 30 minutos. Em seguida,
realizaram-se trés lavagens com PBS Tween 0,05 % (PBS-T) e incubou-se com pool de soro
das pacientes, conforme os grupos AT e PT, por 30 minutos a 37 °C com o pool de soro na
dilui¢do 1:100. Apos mais trés lavagens com PBS Tween 0,05 %, as membranas foram
incubadas com anticorpo secundario anti-IgG canino produzido em coelho (Sigma-Aldrich,
CLONE; conjugado com HRP), diluido na propor¢ao de 1:5000 em PBS contendo 0,5 % de
BSA, por 30 minutos a 37 °C. Outra série de trés lavagens com PBS Tween 0,05 % foi realizada
e, posteriormente, foi adicionado o substrato DAB (diaminobenzidina) por um periodo de 10
minutos para a revelacao da cor. Pontos circulares na membrana indicaram positividade. Foram

utilizados controles positivos (virus + soro) e controles negativos (soro + anticorpo; virus +
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anticorpo; tampao). A absorbancia foi medida a um comprimento de onda de 492 nm usando
um espectrofotometro (PerkinElmer®, Massachusetts, EUA).

Posteriormente, foi realizado teste ELISA. A placa de ELISA high-binding (Corning,
Nova York, EUA) foi sensibilizada com extrato de virus puro, a 4 °C, overnight. No dia
seguinte, a placa foi lavada uma vez com PBS e uma vez com PBS-T, seguido pelo bloqueio
com BSA 3 % durante uma hora a 37 °C. Apds outra lavagem com PBS-T, foram realizadas as
incubagdes conforme os grupos AT, DT e PT. A placa foi incubada por uma hora a 37 °C,
lavada trés vezes com PBS-T, tratada com anticorpo secundario anti-IgG canino (50 puL/pogo)
produzido em coelho (Sigma-Aldrich, CLONE; conjugado com HRP) e incubada novamente a
37 °C. Apo6s trés lavagens com PBS-T, a reagdo foi revelada com o reagente OPD (o-
phenylenediamine dihydrochloride; Thermo Scientific™; Massachusetts, EUA) por 15 minutos
protegido da luz. Foi aplicado 4cido sulfurico aos pogos para parar a reacdo. A placa foi lida na

absorbancia de 492 nm usando um espectrofotometro (PerkinElmer®, Massachusetts, EUA).

Analises estatisticas
Viabilidade celular

Para as analises de viabilidade celular foi aplicado o teste de analise de variancia de dois
fatores (2-way ANOVA) e o teste de comparagdes multiplas de Tukey.

Os valores de IC50 (concentracdo inibitéria de 50%) foram determinados usando curvas
sigmoidais de dose-resposta. O indice de seletividade (IS) foi considerado significativo de (IS)

>2.

Volume tumoral
Foi realizada estatistica descritiva para melhor observacao da redugdo e da progressao tumoral,

demonstradas em grafico.

Ensaio ELISA IgG
O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para testar a normalidade dos dados e,

posteriormente, foi aplicado o teste de andlise de variancia de dois fatores (2-way ANOVA).
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Software para as andlises estatisticas
Todos os dados foram tabulados e analisados no GraphPad Prism versdo 8 ou 9
(GraphPad Software, California, EUA). Os resultados foram apresentados como valores médios

e intervalos de confianga (IC). Considerou-se significancia estatistica para p<0,05.

Resultados e Discussao

A cepa La Sota do VDN é eficaz em induzir a destruicio das células CMT-U27 in vitro, sem

causar toxicidade as células ndo tumorais

A toxicidade celular pela cepa La Sota do VDN foi avaliada expondo as células CMT-U27 e

MDCK a diferentes concentragdes do virus por 24 e 48 horas (Error! Reference source not
found.).

Figura 1 - Avaliagdo da viabilidade celular apds 24 e 48 horas em células CMT-U27 e MDCK
tratadas com sete diferentes concentragdes (tratamentos T1 a T7) da cepa La Sota do VDN.
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CMT-U27: células caninas de carcinoma mamario; MDCK: células renais caninas Madin-Darby; T1 (grupo
tratamento 1): células tratadas com 100 pL da cepa La Sota do virus NDV a uma concentragao de 5,2 log PFU/ml;
T2 (grupo tratamento 2): células tratadas com 100 puL da cepa La Sota do virus NDV a uma concentracao de 4,9
log PFU/ml; T3 (grupo tratamento 3): células tratadas com 100 pL da cepa La Sota do virus NDV a uma
concentragdo de 4,6 log PFU/ml; T4 (grupo tratamento 4): células tratadas com 100 pL da cepa La Sota do virus
NDYV a uma concentracao de 4,3 log PFU/ml; T5 (grupo tratamento 5): células tratadas com 100 pL da cepa La
Sota do virus NDV a uma concentragdo de 4,0 log PFU/ml; T6 (grupo tratamento 6): células tratadas com 100 pL
da cepa La Sota do virus NDV a uma concentracgdo de 3,7 log PFU/ml; T7 (grupo tratamento 7): células tratadas
com 100 pL da cepa La Sota do virus NDV a uma concentragdo de 3,4 log PFU/ml. Significancia se p<0,05. A
linha horizontal representa 50% de viabilidade.

Fonte: Os autores.
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A linhagem celular tumoral CMT-U27 foi mais suscetivel a infec¢ao pela cepa La Sota
do VDN, em comparagdo a linhagem de células normais MDCK, apds o tratamento T2, pelo
indice de seletividade, em 24 horas (IS =4,21) e em 48 horas (IS = 6,08).

Além disso, apds os tratamentos T2, T3 e T4, a viabilidade das células MDCK
permaneceu superior a 50,0% e foi significativamente maior em comparagdo com as células
CMT-U27, em 24 horas (T2 ****p<0,0001; T3 ****p<0,0001; T4 ****p<0,0001). Apos 48
horas, houve um aumento acentuado e significativo na morte celular tumoral, mantendo a
viabilidade das células ndo tumorais elevada, apos os tratamentos T2 (***p=0,0001), T3
(****p<0,0001) e T4 (****p<0,0001).

Os dados observados corroboram outros estudos, como o de Santos et al. (2021) que
utilizaram uma versdo modificada da cepa La Sota, que expressava a proteina fluorescente
verde (VDN-GFP), para avaliar a citotoxicidade do virus em linhagens tumorais de neoplasias
epiteliais (E20 e E37) e mesenquimais mamarias caninas (M5, M25 e CF41.Mg), além da
linhagem MDCK. Os resultados mostraram que todas as linhagens tumorais foram mais
suscetiveis a0 VDN-GFP (IS=3,1). Ja no estudo de Wang et al. (2023), foi avaliado o efeito do
tratamento da cepa La Sota nas células tumorais CMT-U27 e nas células normais MDCK, em
24 e 48 horas. O teste de viabilidade celular pelo teste CCK-8 (Cell Counting Kit-8), mostrou
que a viabilidade das células CMT-U27 foi significativamente reduzida ao longo do tempo,

enquanto as células MDCK nio apresentaram alteragdes.

Estudo in vivo
Tratamento intravenoso

A administra¢do de repetidas doses intravenosas do VDN ja foi relatada como segura
em diversos estudos em humanos (Hotte et al., 2007; Lam et al., 2011; Laurie et al., 2006;
Pecora et al., 2002) e em caninos (Das et al., 2017; King, 2017; Rossmeisl et al., 2024; Sdnchez
etal., 2024).

O regime terapéutico escolhido para o teste clinico foi de trés infusdes intravenosas da
cepa La Sota e a concentragdo eleita foi de 5x10>* DIE50. Nao hd uma padronizagio
estabelecida na literatura veterindria e humana em relacdo a dosagem e ao cronograma
terapéutico (King, 2017). Diversos protocolos estao sendo avaliados para definir a abordagem
mais eficaz. No presente estudo, optou-se por uma dose inferior a utilizada por Sanchez et al.
(2024), que administraram uma tUnica infusdo intravenosa, a uma concentracdo de 1x10%%8

DIE50 em cadelas com canceres mamarios espontaneos.
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Pardametros clinicos e laboratoriais das pacientes

Diferentes avaliagdes clinico-patologicas e intervengdes veterindrias foram realizadas
nas trés pacientes ao longo de 245 dias de estudo. O primeiro dia de consulta foi considerado
com dia zero (Apéndice A)

As pacientes do presente estudo apresentaram idade média de 10,37 anos, escore
corporal elevado (1/3 ou 33,33%), ndo eram castradas no inicio do tratamento (3/3 ou 100%) e
67% (2/3) possuiam historico de uso prolongado de progestagenos. De acordo com Cassali et
al. (2020), fatores como idade avangada, obesidade, auséncia de castracdo e uso de
progestagenos estao associados a um maior risco de desenvolvimento de neoplasias mamarias
em cadelas, o que sugere que as caracteristicas observadas nas pacientes deste estudo podem
estar relacionadas a essa predisposicao.

Houve predomindncia de nddulos palpéaveis nas glandulas mamarias abdominais e
inguinais nas trés pacientes. As neoplasias mamarias caninas tém como predilecdo as glandulas
M4 e M5, em cerca de 65 a 70% dos casos, sendo que mais de 50% das cadelas afetadas
desenvolvem multiplos tumores (Cassali et al., 2020)

Antes do tratamento, a paciente 1 possuia nddulos palpaveis na M2d, Mle, M4e, M5e,
sendo submetida a mastectomia unilateral direita, onde estava localizado o tumor maior. A
paciente 2 apresentava nodulos palpaveis na M4d, MS5e, sendo submetida a mastectomia
unilateral direita, para a retirada do tumor maior, como recomendado (Cassali, et al., 2020).
Para cadelas com lesdes tumorais multiplas em uma unica cadeia mamadria, a mastectomia
unilateral ¢ indicada (Papazoglou, 2012), bem como para a detecgdo e avaliacao de lesdes pré-
neoplésicas (Cassali; Nakagaki, 2023a). Ja a paciente 3 possuia nddulos palpaveis na M4d,
MS5d, M4e, M5e, entretanto, nao foi submetida a cirurgia por decisao do tutor.

A analise histopatologica, a paciente 1 apresentou diagnéstico de carcinoma
tubulopapilar grau 1 cistico (M2d) (Figura 2, B), carcinoma tubulopapilar grau 1 (M4d, M5d),
carcinoma in situ baixo grau (M3d ), hiperplasia lobular com atipia (M1d, M4d) e ndo havia
metastase no linfonodo satélite (inguinal direito). A paciente 2 foi diagnosticada com carcinoma
em tumor misto grau 1 (M4d) (Figura 2, E) e ndo havia metastase no linfonodo satélite (inguinal

direito). A paciente 3 ndo foi submetida a cirurgia para a retirada dos nédulos mamarios.
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Os dados hematoldgicos e bioquimicos das pacientes, ao longo do experimento, estdo

detalhados na Tabelas 1.

Tabelas 1 - Eritrograma, leucograma, plaquetrograma e bioquimicos de cadelas portadoras de
tumores mamarios espontaneos, tratadas com a cepa La Sota do virus da doenca de Newcastle.

Paciente 1 2 3

Pardmefros ___—— lmaamento | AT | DT | PT AT | DT | PT AT | DT | PT
Eritro a
Hemacias: 5,5- 8,5 x 106 fpL 7.1 6,27 78T 753 | 666 7,38 726 | 678 | TaT
Hemoglobina: 12 - 18 gldL 148 | 131 16 177 | 152 | 174 178 | 169 | 172
Hematocrita: 37 - 55 % 455 | 402 | 48 | 541 | 45 50 | 523 | 488 | 504
WCNE: 60 -77 fL 64 642 | 60,2 719 | 675 | 678 [ [ 693
HCM: 21,9 - 26,3 pg 71 208 20 235 | 228 | 232 | 245 | 248 | 237
CHCNE 31 - 35 gidL 148 | 325 33,3 327 33.7 342 34 348 [ 341
RDW: 13.2 -19.1 % NR 143 | 122 11 07 | 117 | 106 | 104 [ 108

| Letcograma
Leucdcitos totais: 6- 17 x 10° fjuL 6,8 L8 91 2.1 85 6,7 109 | 218 | 122
Mieldcitos: 0 jpL 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metamielocitos: 0 fpL 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Basties: 0 - 300 /juL 0 58 0 0 0 0 0 219 122
Neut. seg.: 3.000 - 11.500 juL 4216 | 1972 | 4550 | 6075 | 6240 | 4489 | 5995 | 14235 | 5978
Eosindfilos: 150 - 1.250 /juL 136 250 273 435 430 536 654 1095 | 1220
Basdfilos: (raros) 0 0 0 21 0 0 1] 0 1]
Monocitos: 150 - 1.350 /pL 68 348 364 162 288 355 327 1314 | 244
Linfocitos: 1.000 - 4.800 fpL 1564 | 3132 | 3913 | 1134 | 2502 | 1340 | 3824 | 5037 | 4536
Flaguetrograma
Plaquetas: 200 - 500 x 10°pL 383 353 213 a5z 414 2580 2416 245 300
WPM: 9,0- 12,6 fL 12 11,5 ] 10 11 11 12,1 MR 12,2
PDW: 9,3 -18,9fL 163 [ 145 14,9 11,3 13 13,3 14,2 MR 14,5

|Proteinas plasmaticas: 6,0 - 8,0 g/dl ] 86 ] 74 7 73 38 9 9

| Bioguimicos
Albumina; 2,6 - 3,3 gidL 3,73 3,89 3,56 415 433 409 3,29 3,41 312
ALT: 21 -102 U/L 29 89 42 40 NR 28 50 NR 44
Creatinina: 0,5 -1,5 mgidL 1,12 | 0,92 | 0,43 1,12 0,8 1,22 1,09 069 | 0559
Fir 20- 156 UJ/L 108 114 107 45 53 s 96 128 a7
GGT: 1,2-64 U/L 33 54 2 34 3 32 28 35 34
U reia: 15 - 45 mgidL 326 | 281 248 | 255 346 34,8 343 | 2F3 | 324

VCM: Volume Corpuscular Médio; MCV: Mean Corpuscular Volume; HCM: Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM: Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média; RDW: Largura de Distribuigdo das Células Vermelhas; Neut. Seg.: Neutrofilos Segmentados; VPM:
Volume Médio de Plaquetas PDW: Largura de Distribui¢do das Plaquetas.; ALT: Alanina Aminotransferase; FA: Fosfatase Alcalina; GGT:
Gama-Glutamil Transferase; NR: Nao realizado. Destaque laranja: acima do valor de referéncia para a espécie canina. Destaque lilas: abaixo

do valor de referéncia para a espécie canina.
Fonte: Os autores.
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Eventos adversos

Foram documentos EA nas trés pacientes (Tabelas 2).

Tabelas 2 - Eventos adversos documentados durante e apds o tratamento com infusdes
intravenosas da cepa La Sota do virus da doenca de Newcastle, em cadelas portadoras de
neoplasias mamarias espontaneas, de acordo com o VCOG (Leblanc et al., 2021).

Categoria Grau Descrigao do EA Paciente P1
Sangue

Hemolise | Evidéncia laboratorial apenas de hemdlise

Linfocitose I =>4000/pL

Neutropenia | < limite inferior do normal

Hipocromia | Apenas observacdes diagndsticas

Leucopenia | Apenas observacies diagnosticas

Leucocitose I Moderada; intervencio local indicada

Neutrofilia | =50 000/uL

RDW | Apenas observacdes diagndsticas

Hiperproteinemia I IModerada; intervencéo local indicada

Arritmia cardiaca

Taquicardia sinusal | Assintomatico, intervencéo ndo indicada

Complexo atrial prematuro | Assintomatico, intervencéo ndo indicada

Sinais clinicos constitucionais

Letargia | Atividade diminuida em relacéo ao nivel pré-doenca, mas capaz de se comportar como um pet
Febre | 39.5-40.0°C

Gastrointestinal

Apetite alterado | Diminuicio do apetite com duragdo =1 semana

Vomito | Vémitos com duracéo =24 h que se resolvem com o uso de medicamentos
Metabolico

Albuminemia | Apenas observacdes clinicas ou diagndsticas

Hipocreatininemia | Apenas observacoes clinicas ou diagndsticas

Ocular

Glaucoma \Y Presséo intraocular elevada resultando em cegueira; enucleacéo indicada
Conjuntivite I Secrecdo sinfomdtica; interferindo na funcéo; intervencdo topica indicada
Pulmonar/Respiratério

Edema pulmonar V Morte

EA: evento adverso; P1: paciente 1; P2: paciente 2; P3: paciente 3.

Fonte: Os autores.

Persistem preocupagdes sobre a seguranga do uso de terapias virais em humanos,
especialmente no que diz respeito aos EA (Wang ef al., 2023). No entanto, espera-se que tais
eventos sejam predominantemente leves a moderados e transitorios, minimizando assim os
riscos a longo prazo para os pacientes.

Foi observada hemolise leve (grau I) nos exames de hemograma antes, durante e apos o
tratamento viral, em todas as pacientes (100 %). Neoplasias podem causar hemolise (Hunter;
Llera; Ward, 2023). A hemolise foi, portanto, atribuida a doenga neoplasica, ndo relacionada
ao tratamento viral.

Ainda pela andlise dos hemogramas, todas as pacientes (100 %) apresentaram niveis
levemente elevados de albumina (grau I), em um dos trés momentos (AT, DT, PT). Além disso,
foi observada uma leve hiperproteinemia (grau II) em duas pacientes (P1, P3; 66,67 %). A
hiperproteinemia pode ocorrer em animais com desidratagdo ou quando ha aumento da sintese
de globulinas no sangue (Meyer; Harvey, 2004). Séanchez et al. (2024) relataram

hiperglobulinemia apds terapia viral com uma infusdo intravenosa e uma inje¢ao intratumoral
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da cepa NDV-MLS do VDN, em cadelas portadoras de carcinomas mamarios espontaneos. A
hiperproteinemia foi, portanto, associada a viroterapia.

Em todas as pacientes (100 %), o RDW estava levemente abaixo do VR (grau I), no
entanto, 0 VCM permaneceu normal. A andlise do RDW (distribuicdo do tamanho dos
eritrocitos) em combinacdo com o volume corpuscular médio (VCM) pode oferecer
informagdes mais detalhadas sobre a classificagdo das anemias. Quando o VCM se mantém
dentro do VR e o RDW esta elevado, pode-se sugerir deficiéncia inicial de ferro, cobalamina
ou folato, bem como doengas hepatobiliares cronicas (Martinez et al., 2019). Portanto, o valor
do RDW nado foi relacionado ao tratamento viral.

A paciente 3 desenvolveu conjuntivite grau II dois dias apés a segunda infusdo
intravenosa. Foi encaminhada a um oftalmologista, no entanto, o tutor optou por tratamento
topico com soro fisioldgico. Seis dias depois, a paciente apresentou leucocitose grau II,
neutrofilia grau I e linfocitose grau II. Novamente foi recomendada a consulta com um
especialista oftalmoldgico para a prescricdo de medicamentos adequados. Vinte e um dias
depois, os pardmetros do leucograma estavam normalizados. Conjuntivite também foi relatada
por Das et al. (2017) apds a primeira infusdo da cepa velogénica VDN2K 17 purificada do VDN,
no pos-operatorio de 33,33 % das cadelas portadoras de carcinomas mamarios espontaneos de
grau III e metastase para os linfonodos regionais, que foi revertida com terapia de suporte. Ja
Sanchez et al. (2024) observaram neutrofilia discreta (33,33 %) e linfocitose (16,67 %) apos
terapia viral a cepa NDV-MLS do VDN. O aumento de leucocitos no sangue geralmente esta
associado a respostas inflamatdrias (THRALL et al., 2015). Sendo assim, a conjuntivite, bem
como as alteragdes do leucograma, foram associadas a viroterapia.

No entanto, cinco meses e dezessete dias apds a conclusdao do tratamento viral, a
paciente 3 foi encaminhada ao HOVET-UFU com opacidade de cornea e perda de visdo no
olho esquerdo, além de secre¢@o ocular bilateral. A oftalmoscopia revelou aumento da pressao
intraocular, resultando no diagnostico de glaucoma (grau 1V), possivelmente associado a
presenca de uma massa intraocular no olho esquerdo. Os exames hematoldgicos, bioquimicos
e urinarios encontravam-se dentro dos padrdes de referéncia. Além disso, ndo houve evidéncia
de metastases visiveis pela radiografia tordcica. Nao foi possivel entrar em contato com o tutor
para acompanhar a evolucdo do quadro clinico.

Os olhos foram o segundo local de metastase extraocular de carcinoma mamario (4,20
% dos casos) em cadelas necropsiadas, de 8 a 14 anos de acordo com Bandinelli et al. (2020).
Em 70,0 % dos casos, o envolvimento foi unilateral, com disseminacdo embolica ou obstrutiva

dentro dos vasos sanguineos da tivea, principalmente no corpo ciliar (Bandinelli ef al., 2020).
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Posto isto, o glaucoma foi atribuido a progressdo da doenca neoplasica e os pesquisadores
consideraram improvavel a relagdo com o tratamento viral.

A paciente 2 apresentou arritmia (grau I) durante exame eletrocardiografico pré-
cirtrgico, seis dias ap6s a primeira infusdo intravenosa, apresentando ritmo sinusal
predominante, com episoddios de taquicardia sinusal e registro de um complexo atrial prematuro.
Ja no exame ecocardiografico com Doppler, realizado no mesmo dia, os parametros cardiacos
estruturais estavam dentro da normalidade para a espécie, raga e idade da paciente. Trés meses
e quatro dias depois, a paciente foi submetida a cirurgia com uso de anestésicos inalatorios, sem
intercorréncias. O estresse agudo pode gerar uma série de respostas fisiologicas, incluindo
alteragdes na funcdo cardiovascular (Andrade Braga et al., 2016). Ja complexos atriais
prematuros (CAP) em caes sao mais frequentes em caes idosos e de racas pequenas (Mendonga
et al., 2022). Portanto, a arritmia nao foi relacionada a viroterapia.

A paciente 1 apresentou hipocreatininemia (grau I) e esta foi atribuida a perda de massa
muscular. A paciente ganhou 300 g durante o tratamento, mas perdeu 800 g devido a progressao
da doenga. A concentragdo de creatinina ¢ influenciada pela massa muscular, o que pode
resultar em variagdes significativas nos valores basais, dependendo da raga canina. Por isso, o
uso de uma tunica faixa de referéncia para todos os caes pode reduzir a sensibilidade do exame
(SEGEV, 2018). Portanto, a hipocreatininemia nao foi relacionada a viroterapia.

Sinais clinicos constitucionais e gastrointestinais, semelhantes a gripe, incluindo
letargia grau I (P1, P2, P3; 100%); febre grau I (P2, P3; 66,67 %); apetite alterado grau I (P1,
P2; 66,67%) e vomito grau I (P2; 33,33%), foram observados em todas as pacientes (100 %).
Foram prescritos antitérmico e antiemético apos os episodios de febre e vomito, além de serem
indicados como profilaxia para as infusdes subsequentes, sem novas intercorréncias. Sugeriu-
se uma alteragdo na palatabilidade do alimento para estimular o apetite. Todos os sinais clinicos
se normalizaram apds o término do protocolo terapéutico.

Sintomas semelhantes a gripe, como febre, nduseas/vomitos foram documentados em
pacientes humanos tratados com a cepa La Sota do VDN (Laurie et al., 2006; Pecora et al.,
2002) e em cadelas com tumores mamarios espontaneos (Das et al., 2017; Sanchez et al., 2024).
Das et al. (2017) observaram febre e apetite diminuido, com durag¢do de 3 a 4 dias apos a
primeira infusdo da cepa velogénica VDN2K17 purificada do VDN. A febre leve ¢ uma
resposta comum a tratamentos que envolvem a modulacdo do sistema imunoldgico (Sanchez et
al., 2024). Apetite diminuido durante tratamentos virais exige mudangas na dieta ou estimulo
para manter o apetite (Sanchez et al., 2024). Ja Sanchez et al. (2024), documentaram ligeira

letargia/fadiga/desempenho geral (grau I) em 33,33 % das pacientes; febre grau I em 50,00 %



143

e apetite alterado grau I em 66,67 % dos casos. A letargia leve indica um estado de cansago ou
diminuicdo da atividade normal, geralmente transitoria e esta associada a ativacdo do sistema
imunologico durante terapias virais (Sanchez et al., 2024). Esses sinais clinicos sdo geralmente
considerados esperados e, portanto, foram relacionados ao tratamento viral e a ativagdo do
sistema imunoldgico.

Em relacdo a avaliacdo do sistema respiratdrio, a paciente 1, que antes do tratamento
ndo possuia metastases pulmonares visiveis radiograficamente (Error! Reference source not
found., A), foi encaminhada ao HOVET-UFU para a realizagcdo de radiografia toracica, dois
meses e um dia apos a cirurgia Error! Reference source not found., C). O laudo radiografico
apontou um padrao intersticial estruturado que levou a suspeita de neoplasia primaria e/ou
metastatica, abscesso ou granuloma. A paciente 1, apesar de ja ter sido submetida a mastectomia
unilateral, ainda era portadora de quatro nédulos localizados na cadeia mamaria esquerda, com
diagnésticos citologicos de carcinoma.

Cinco meses e cinco dias depois da ultima infusdo intravenosa, a paciente apresentou
apatia ¢ desconforto respiratério; recebeu prescricdo medicamentosa de diurético e
corticosteroide e foi encaminhada para drenagem toréacica. Dois dias depois, a paciente foi
internada na UTI (unidade de tratamento intensivo) do HOVET-UFU e colocada em
soroterapia. Em 24 horas, foram drenados 349 ml de liquido pleural da lado direito e 241 ml do
lado esquerdo.

A andlise citoldgica da efusao pleural foi inconclusiva, entretanto, ndo foram observados
microrganismos. No dia seguinte, a paciente teve alta hospital com prescri¢do medicamentosa
de analgésico, anti-inflamatorio ndo esteroidal (AINE) e encaminhamento para oncologista, no
entanto, tutor nao optou pela quimioterapia.

Apds dois dias da alta hospitalar, a paciente retornou ao HOVET-UFU com melhora do
quadro clinico, no entanto, foi detectada crepitacdo caudal do pulmao direito e sopro de grau
III. O tutor ndo autorizou a realizagdao de US toracica. Foi solicitado que a paciente retornasse
ao HOVET-UFU cinco dias depois e os tutores relataram poliaria, polidipsia e vomito. Cinco
dias depois a paciente veio a Obito e o tutor ndo autorizou o exame necroscopico para
determinagdo da causa mortis. Posto isto, 0 edema pulmonar ndo foi relacionado ao tratamento

viral e sim a progressao da doenca neoplasica.
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Figura 2 - Cadelas tratadas com trés infusdes intravenosas da cepa La Sota do virus da doenca
de Newcastle.

Paciente 1

A) Dia 58 B) Dia 92 C) Dia 154

Paciente 2

D) Dia 42

A) Paciente 1, dia 58: auséncia de metastases pulmonares visiveis radiograficamente, antes do inicio do tratamento.
B) Paciente 1, dia 92: nédulo em mama toracica caudal direita; C) Paciente 1, dia 154: padrdo intersticial
estruturado que levou a suspeita de neoplasia primaria e/ou metastatica, abscesso ou granuloma. D) Paciente 2, dia
42: auséncia de metastases pulmonares visiveis radiograficamente, antes do inicio do tratamento. E) Paciente 2,
dia 147: nédulo em mama abdominal caudal direita. F) Paciente 2, dia 209: auséncia de metastases pulmonares
visiveis radiograficamente. LLD = posi¢ao laterolateral direita.

Fonte: Os autores.
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Resposta a viroterapia
Produgao de anticorpos IgG

Duas pacientes (P2 e P3) desenvolveram anticorpos circulantes IgG anti-La Sota no
sangue dentro de 19 dias ap6s a primeira infusao viral e esses anticorpos persitiram no 40° dia

(Figura 3).

Figura 3 - Ensaio ELISA para a detec¢do de anticorpos IgG anti-cepa La Sota do virus da doenga
de Newcastle em cadelas portadoras de neoplasias mamarias espontaneas tratadas com a cepa
La Sota do VDN.

Ensaio ELISA para deteccao de IgG
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AT: antes do tratamento; DT: durante o tratamento; PT: posterior ao tratamento. Significancia se p<0,05; ns=ndo
significativo.
Fonte: Os autores.

Nossos achados corroboram com estudo clinico anterior, em que Rossmeisl ef al. (2024)
investigaram a resposta imune de cdes com tumores intracranianos apos a administragao de trés
infusdes intravenosas da cepa rLAS-uPA do VDN. Estes autores evidenciaram anticorpos
neutralizantes contra o virus a partir do 14° dia pos-tratamento que todos os animais tratados.
A persisténcia desses anticorpos foi observada ao longo do estudo. A presenca continua de
anticorpos circulantes sugere uma resposta imune, possivelmente contribuindo para o controle

viral e, consequentemente, impactando a progressao tumoral (Rossmeisl et al., 2024).
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Volume tumoral

Para classificar a taxa de resposta a viroterapia com a cepa La Sota do VDN, foram
avaliados os parametros percentuais de reducao ou progressao do volume tumoral. Além disso,
foi considerada a detec¢ao de novos focos tumorais, tanto locais quanto a distancia e, para isso,
as cadelas foram estadiadas de [ a V no momento do diagnostico inicial e reavaliadas ao final

do acompanhamento.

Os volumes tumorais das neoplasias mamadrias, antes € apos o tratamento, estao

apresentados na Figura 4.

Figura 4 - Volume tumoral antes e apds o tratamento com a cepa La Sota do VDN, em cadelas
com neoplasias mamadrias espontaneas, para avaliacdo da reducdo e progressao tumoral.
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Fonte: Os autores.
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Estadiamento clinico

Quanto ao estadiamento, as pacientes 1 e 2 foram inicialmente classificadas em estagio
IT (Figura 2, A, D). No entanto, a paciente 2 foi reclassificada para estagio I (Figura 2, F) e a
paciente 1 foi reclassificada para o estagio V (Figura 2, C), ao final do acompanhamento. O

estadiamento da paciente 3 nao foi possivel devido falta de informacao do status do linfonodo.

Classificagdo da resposta a terapia

Das trés pacientes avaliadas, uma (33,3%) foi classificada com doencga estavel (DE),
enquanto duas (66,7 %) apresentaram doenca progressiva (DP).

Com base nos critérios estabelecidos, a paciente 2 apresentou uma doenga estavel (DE),
visto que houve uma reducdo tumoral inferior a 50% (24,89%) na M4d sem evidéncias de
progressao local ou metastatica (Imagem 3, C). Ja a paciente 3, apesar da reducdo de 50,84 %
na neoplasia da M4e, compativel com resposta parcial (RP) e a reducdo de 33,78 % na M4d,
compativel com doenga estavel (DE), a progressao de dois nodulos (M5d e M5e) a classificam
com doenga progressiva (DP). Rossmeisl ef al. (2024) relataram que 66,67 % dos caes tratados
com infusdes intravenosas da cepa rLAS-uPA do VDN mantiveram a doencga estavel; apenas
um cdo apresentou progressao tumoral durante o estudo e 22,22 % apresentaram resposta
parcial ao tratamento. No entanto, a titulacdo de IgG aumentada durante e apds o tratamento,
em ambas as pacientes, indica uma ativacao do sistema imune em resposta a infecgdo viral
induzida pela cepa La Sota do NDV. Esse achado ¢ relevante, pois sugere que o virus pode ter
promovido uma resposta imune persistente, possivelmente favorecendo o reconhecimento e
ataque as cé€lulas tumorais (Rossmeisl et al., 2024).

A paciente 2 foi acompanhada por 223 dias e, at¢ o momento do fechamento desse
artigo, dia 240, ndo foi classificada com doenga progressiva. A estabilizacdo da doenca na
paciente sugere que o tratamento pode ter contribuido para controlar o crescimento do tumor,
mesmo na auséncia de resposta objetiva significativa (ROSSMEISL et al., 2024).

A paciente 3 nao foi submetida a procedimento cirurgico e¢ a falta das anélises
histopatologicas das neoplasias, bem como a auséncia do status do linfonodo, comprometeram
a completa avaliagdo da taxa de resposta da paciente, que foi acompanhada por 204 dias. A
mastectomia € a principal abordagem terap€utica para TMCs, proporcionando a remogao eficaz
do tumor e reduzindo o risco de metastases para linfonodos satélites e 6rgaos distantes. Além
de contribuir para o controle da progressdo da doenga, a intervencdo cirtrgica melhora a
qualidade de vida ao minimizar sintomas como dor, inflamagdo e infec¢cdes secundarias.

Ademais, permite a analise histopatologica da lesdo, fornecendo informagdes essenciais para o
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prognostico. A intervengdo cirirgica, portanto, representa a estratégia mais eficaz para
aumentar a sobrevida e o sucesso terapéutico em cadelas acometidas por tumores mamarios
(CASSALl et al., 2020)

Em relagdo a paciente 1, a queda significativa na titulagdo de IgG durante o tratamento,
persistindo até o 40° dia (Figura 3), sugere um possivel efeito imunomodulador da cepa La Sota
do VDN. De acordo com Zamarin e Palese (2012), esse virus pode exercer tanto efeitos
estimulantes quanto supressores sobre o sistema imune, a depender do estado fisioldgico do
hospedeiro e das condi¢des do microambiente tumoral. No momento do diagndstico, a paciente
ja& apresentava leucopenia com eosinopenia € monocitopenia, indicando um provavel
comprometimento imunologico pré-existente, possivelmente associado a propria neoplasia
(Oliveira et al., 2022). Esse cenario pode ter limitado a resposta antiviral e antitumoral apds a
viroterapia. Apesar da intervencdo, houve progressdo para metastase pulmonar com efusdo
pleural, culminando no o6bito. Embora o VDN ndo tenha impedido a disseminagdo tumoral
nesse caso, a sobrevida de 250 dias pode representar um ganho clinico quando comparada a
média relatada para cadelas com tumores metastaticos sem acesso a viroterapia (Silva Soares

et al., 2023), sugerindo um possivel efeito paliativo.

Conclusoes

A cepa La Sota do VDN foi capaz de induzir a lise das células tumorais CMT-U27 in
vitro, sem causar toxicidade as células normais. Entretanto, quando utilizada como tratamento
neoadjuvante de carcinomas mamarios espontaneos em cadelas, demonstrou respostas
heterogéneas entre as pacientes, reforcando a complexidade da interagdo entre o virus e o
microambiente tumoral.

A producdo de anticorpos IgG anti-cepa La Sota do virus da doenga de Newcastle indica
que o VDN ¢ capaz de estimular a resposta imune e pode representar uma alternativa terapéutica
viavel para caes com neoplasias mamarias.

A necessidade de protocolos mais robustos e bem estruturados e a ampliagdo do nimero
de animais testados torna-se evidente, incluindo a padronizagdo de esquemas terapéuticos,

visando potencializar a resposta imunolodgica e superar mecanismos de resisténcia tumoral.
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APENDICE

APENDICE A - Dados epidemioldgicos, avaliagdes clinicopatoldgicas e intervencdes
veterindrias em cadelas portadoras de tumores mamarios espontaneos, tratadas com a cepa La
Sota do virus da doenca de Newcastle.

Dias o 17 - 36 42 -61 63-77 82 90 - 92 147 154 204 206 | 209-233 | 235-245
Parametros Pacienies | BRI L [ P M P1 | [ P1 | [ P1] P1
Dados [e]le.e]]
Idade [anos) 141 6 i1 118 78 148
Raga SRD SRO Pit Bull
Peso (Kqg) &8 12 38,7 89 12,3 81
Score corporal {1-5) (Montoya et al., 2023) 3 4 3 2 4 3
Status reprodutivo NC NC NC Castrada Castrada
Uso de progestagena Sil Bl NAD
Avaliages clinicopatolbgicas
Nodulos mamarios palpaveis (Ne) 4 2 4 3 1 4 4 1
Exame citopatoldgico (técnica) PAAF PAF PAF
Amostras para exame hi 0 M1 Sd/Lid [ M1-MSdiLid
E stadiamento clinico (I - V) 1l 1l | v
Intervengdes veteringrias
Dose intravenosa da cepa La Sota (mi) 08 0,24 -0,25 0,16-0,18
Hemograma SIM SId SId SIW SIM SIM SId SIM SIM [ SIM SIM
Pesquisa de hemoparasitas SIM SIk
Testes moleculares (técnica) TR-DFP +ELISA RT-PCR
Bioguimicos SIM SIW SIW SIW SIM SIM SIW SIM SIM SIM SIM
Urindlise (técnica) Cistocentese
Radiografia toracica SIM SIW SIW SIW SIM SIk SIM SIM
Ultrassonagrafia abdominal SIM SId SId
Eletrocardiograma (ECG) SIW SIN
Ecodopplercardiograma (ECO) SIh E
Cirurgia (técnica) MRUDJOH | MRUDJVOH
Atendimento emergencial SIM
Internagdo em UTI SIM
Toracocentese SIM
Prescrigio de medicamenios SIM SIH El SIM SIM

LID: linfonodo inguinal direito; M1-M5d: cadeia mamaria direita, glandulas 1 a 5; MRUD: mastectomia radical unilateral direita;
MRUD/OH: mastectomia radical unilateral direita + ovariohisterectomia; NC: ndo castrada; PAAF: puncéo aspirativa por agulha fina; PAF:
pungio por agulha fina; RT-PCR: reagdo em cadeia da polimerase em tempo real; SRD: sem raga definida; TR-DPP/ELISA: teste rapido por
duplo plano paralelo/ensaio de imunoabsorgdo enzimatica; UTI: unidade de tratamento intensivo; P1:paciente 1; P2: paciente 2; P3: paciente
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CAPITULO IV — CONSIDERACOES FINAIS

O virus da doenca de Newcastle (VDN) ¢ um virus aviario que, ha mais de cinco
décadas, tem sido objeto de pesquisas na area de viroterapia devido a sua capacidade seletiva
para células tumorais e ao seu potencial de estimular a resposta antitumoral do sistema
imunoldgico. Embora diversos estudos tenham sido conduzidos para avaliar o efeito oncolitico
do VDN em células neopldsicas humanas e em pacientes oncologicos, ainda sdo escassas as
investigacoes acerca de seu efeito oncolitico em células neoplasicas de animais € em caninos
portadores de tumores espontaneos.

No presente estudo, avaliaram-se os efeitos oncoliticos do VDN em células neoplésicas
humanas PC-3, células neoplasicas caninas CMT-U27 e em cadelas portadoras de tumores
mamarios espontaneos. A cepa La Sota do VDN demonstrou capacidade de induzir lise celular
nas linhagens tumorais in vifro, sem causar citotoxicidade significativa as células normais.
Além de sua atividade citotoxica in vitro, o VDN evidenciou capacidade de reduzir
xenoenxertos de células neoplasicas PC-3 em modelo de membrana corioalantoide.

Ademais, em cadelas submetidas a infusdes intravenosas da cepa La Sota, o tratamento
intravenoso mostrou-se seguro, ocasionando apenas eventos adversos leves a moderados
relacionados a viroterapia. Entretanto, as respostas clinicas foram heterogéneas entre as
pacientes, evidenciando a complexidade da interacao entre o virus € 0 microambiente tumoral.

Os achados deste estudo, corroboram a hipdtese de que o VDN pode lisar células
tumorais preservando as células normais e estimulando o sistema imunologico. No entanto, os
dados apresentados ressaltam a necessidade de investigagdes adicionais, a fim de elucidar
melhor os mecanismos de ac¢do do virus, especialmente no que tange ao seu efeito citotoxico e
a modulacdo da resposta imune contra células neoplésicas.

Além disso, torna-se fundamental a realiza¢do de ensaios terapéuticos com um niimero
amostral mais expressivo, maior tempo de acompanhamento clinico e diferentes esquemas
posologicos. A utilizacdo de virus recombinantes também se mostra uma estratégia relevante
para potencializar seus efeitos.

Durante o estudo, uma das principais dificuldades foi a selecdo de animais conforme os
critérios de inclusdo estabelecidos, bem como a participacdo ativa dos tutores em todas as etapas
do protocolo experimental, o que era essencial para uma adequada avaliagdo da resposta
terapéutica. Adicionalmente, o acompanhamento clinico e laboratorial ¢ dispendioso, o que
pode representar um desafio adicional.

Apesar desses desafios, os resultados obtidos evidenciam o potencial citotoxico do VDN

sobre células tumorais. Para que essa abordagem terapéutica seja, no futuro, aprovada por



195

orgaos regulatorios e incorporada a pratica clinica, torna-se imprescindivel o desenvolvimento
de protocolos terapéuticos mais seguros e eficazes. Nesse sentido, a investigacdo de
combinagdes terapéuticas, bem como a exploragdo de estratégias de recombinagdo viral, pode
ampliar a eficacia do tratamento.

Dessa forma, uma compreensao aprofundada das vias de lise tumoral induzidas pelo
VDN e do seu impacto na resposta imunolodgica € essencial para determinar o real potencial
desse virus como agente terap€utico no tratamento de neoplasias mamarias em cadelas e

mulheres.



