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INTRODUÇÃO: 

O câncer de mama é uma condição em que células anormais da mama se multiplicam de maneira 

desordenada, formando um tumor com potencial de invadir outros órgãos. Existem diversos tipos de 

câncer de mama, com alguns se desenvolvendo rapidamente e outros de forma mais lenta. Em 2023, o 

Brasil registrou 73.610 casos de câncer de mama em mulheres, representando 30,1% dos diagnósticos 

de câncer e 13,5% das mortes relacionadas ao câncer, com 16.300 óbitos (INCA, 2023). Um estudo da 

Universidade Federal Fluminense (UFF) revelou que uma em cada seis mortes por câncer de mama 

ocorre em mulheres com menos de 50 anos, ressaltando a importância do rastreamento precoce pois a 

maioria dos casos, quando tratados adequadamente e em tempo oportuno, apresentam bom prognóstico 

e possibilitam melhores resultados, com até 95% de chance de cura (FEMAMA, 2024). 

O veneno da aranha Phoneutria nigriventer (PnV) é uma mistura de compostos bioativos com 

potencial farmacológico (RAPÔSO et al., 2007). Foi demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa suas 

atividades antitumorais in vitro e in vivo, através da interferência no ciclo celular, proliferação, migração 

e morte de células tumorais, ao passo que não diminuiu a viabilidade de células não-tumorais 

(BARRETO et al., 2020; BONFANTI et al., 2020; DOS SANTOS et al., 2019; MUNHOZ et al., 2021).  Uma 

investigação da ação antitumoral das frações e subfrações purificadas do veneno em células de 

glioblastoma identificou a subfração mais ativa; os resultados apontaram que o componente 

denominado LW-3 como potencial protótipo para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento 

de glioblastomas (CABALLERO et al., 2022). A partir desses dados foi realizado um estudo translacional 

veterinário de tumores caninos coletados na cidade de Campinas, com o objetivo de testar a eficácia 

antineoplásica da LW-3 e correlacionar a resposta tumoral ao perfil molecular. No estudo, linhagens 
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foram estabelecidas a partir dos tumores dos cães e tratadas com o composto isolado do veneno. Os 

resultados demonstraram que houve uma redução da viabilidade do carcinoma mamário canino, linfoma 

e mastocitoma (enquanto melanomas não responderam) expostas ao tratamento testado (TREVISAN et 

al., em preparação). Uma análise recente do grupo de pesquisa demonstrou que a LW-3 se trata de uma 

molécula da classe das poliaminas (732,08 Da) e sua estrutura está sendo caracterizada.   

Esses resultados motivaram a continuação do estudo, visando o desenvolvimento de um novo 

potencial quimioterápico. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho é realizar uma análise pré 

clínica, avaliando a eficácia (progressão tumoral, bem estar geral do animal, sobrevida) e 

segurança/toxicidade da molécula administrada sistemicamente. Será utilizado modelo murino singênico 

de neoplasia de mama, desenvolvido em camundongos C57BL/6. Dessa forma, o presente projeto 

ajudará a esclarecer aspectos fundamentais da ação da molécula, a qual poderá, futuramente, beneficiar 

as pacientes e o sistema de saúde. 

METODOLOGIA: 

Os ensaios em modelo pré-clínico foram realizados em fêmeas adultas (8 semanas de idade) 

C57BL/6 (C-Black) obtidas no Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área de Ciências 

em Animais de Laboratório (CEMIB – UNICAMP) e mantidos em colônia estabelecida no Biotério de 

Animais da Área de Imunologia, Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, Instituto de 

Biologia/UNICAMP. Os animais permaneceram em gaiolas do tipo microisolador, com água e alimento 

fornecidos ad libitum e ciclo de claro/escuro de 12/12 horas. O protocolo experimental seguiu os 5 

princípios do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e foi submetido à Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA/UNICAMP; 6175/2023).  

Foi realizada a expansão e manutenção das células tumorais da linhagem de adenocarcinoma 

mamário murino (EO771) (Fig.1), mantidas e cultivadas em meio de cultura Iscove’s Modified Dulbecco’s 

Medium (IMDM) contendo 10% de soro fetal bovino, 50 mg/mL, Penicilina e Estreptomicina (Gibco Inc., 

Billings, MT, USA), em estufa a 37ºC contendo 5% de CO2. Após o cultivo, foram feitas alíquotas de 

1,5x105 células em 100 μL de PBS estéril para serem inoculadas na 4ª glândula mamária por via 

epidermal.  

Os animais foram monitorados em relação à progressão e regressão 

em resposta ao tratamento durante 30 dias. Os tumores primários foram 

medidos utilizando um paquímetro. O tratamento descrito abaixo foi iniciado 

no dia 0, e após o aparecimento da massa tumoral palpável ou visível (em 

torno de 15 a 20 dias após inoculação do tumor), com duração de 15 dias 

(totalizando 30) (protocolo que simula com maior similaridade o momento 

em que ocorre o diagnóstico do câncer de mama e início do tratamento). 

Todos os grupos descritos abaixo receberam inoculação das células 

tumorais (Tab.1).  

Tabela 1. Grupos de tratamento 

Figura 1. Linhagem EO771 - 
Adenocarcinoma mamário murino. 
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Os animais foram acompanhados a cada 48h durante 30 dias, onde foram feitos os tratamentos 

e os seguintes parâmetros clínicos foram observados: sinais de dor, alterações no peso, consumo de 

alimento, teste de comportamento animal – campo aberto (open field), regressão e progressão do tumor. 

O desenvolvimento e crescimento do tumor foi avaliado utilizando um paquímetro e a pesagem e 

administração da ração foram realizadas para todos os grupos no mesmo dia e horário. O nível de 

significância entre tratamentos e controles será analisado usando o teste de variância de uma via 

(ANOVA de uma via) ou de duas vias (ANOVA de duas vias), seguido pelo teste de comparação múltipla 

de Dunnet. As análises serão realizadas utilizando GraphpPad 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, 

CA). Foram considerados os seguintes níveis de significância: p <0,05 (*), p <0,01 (**) e p <0,001 (***). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

Após 30 dias de tratamento, foi realizada a 

eutanásia dos animais utilizando sobredose de anestésico 

cetamina 100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg, imediatamente 

foi realizada a coleta do material biológico (sangue e 

órgãos) para as análises laboratoriais: hemograma, função 

renal (ureia e creatinina), função hepática (ALT e AST). O 

rim, fígado e o tumor de mamário foram dissecados, 

pesados, medidos e processados para inclusão em 

parafina e análise histopatológicas (Fig. 2). As análises 

laboratoriais (Fig. 3) demostraram uremia em todos os 

grupos, sendo mais evidente no grupo LW-3 10 preventivo, 

no entanto é possível observar uma 

diminuição da uremia no grupo tratado com a 

LW-3 associada a doxorrubina, sendo 

significativo. Não foi observada hepatopatia 

(ALT e AST). Esses resultados prévios 

demonstram que a poliamina não possui 

efeitos citotóxicos nos grupos de 

tratamento. Não foi observada 

Grupos experimentais 

Controle 
LW-3 10 µg/kg - 

Preventivo 
LW-3 10 µg/kg 

LW-3 10 µg/kg + 
Doxorrubicina  5 mg/kg 

Doxorrubicina 
5 mg/kg 

 

Injeção 
sistêmica  de PBS 
1M em  100 µL, a 

cada  48h, 
durante 15  dias. 

Tratada a partir do 
dia 0 (dia da 
inoculação 

de  células tumorais), 
com  injeções via (i,p) 
em 100  µL, a cada 

48h,  durante 15 dias. 

Tratada a partir 
do  aparecimento do 

tumor (15 dias), 
com  injeções via (i,p) 
em  100 µL, a cada 

48h,  durante 15 dias. 

Tratada a partir do 
aparecimento do tumor 

(15  dias), com injeções via 
(i,p) em  50µL, a cada 48h, 

durante 15 
dias. E uma única dose 

de  Doxorrubicina em 50 µL. 

Tratada a partir 
do  aparecimento 

do  tumor (15 dias), 
com uma dose 
única via (i,p) 
em  100 µL. 

Figura 3. Resultado das análises laboratoriais. 

Figura 2. Imagens representativas da análise histológica dos órgãos (Fígado, Rins e Tumor) 
em cada grupo experimental. Cortes histológicos corados com hematoxilina e eosina. 
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alterações no exame 

hematológico. Apenas um óbito 

foi observado até o final do 

tratamento LW-3 10 μg, os 

animais não apresentaram perda 

de peso e o consumo de ração foi 

maior no grupo tratado com LW-3 

10 μg e no grupo LW-3 10 μg 

associado a Doxorrubicina (Fig. 

3) sendo significativo além disso observamos que houve variação de peso dos animais ao longo do 

período experimental, com exceção do grupo controle que permaneceu estável. O teste de Open Field 

(Campo aberto) foi realizado para avaliar a atividade locomotora 

e exploração dos animais após o fim dos tratamentos. Nenhum 

efeito significativo foi observado no número de quadrantes 

percorridos pelos animais do grupo, também não foram 

observadas diferenças estatísticas entre o número de 

levantamentos e nem na frequência de limpeza ou 

comportamento exploratório (Fig. 4).  

Diversos estudos executados pelo nosso grupo de 

pesquisa, evidenciou que o veneno da Phoneutria nibriventer 

(PnV) exibiu atividade antitumoral (Barreto & Bonfanti, 2019; 

Barreto et al., 2020). Esses resultados nos levaram a investigar esse efeito anticâncer em modelo in 

vivo. No presente estudo, os resultados demonstraram que a 

poliamina LW-3 10 μg associada a Doxorrubicina regrediu o 

desenvolvimento do tumor comparado aos outros grupos de 

tratamento (Fig. 5). Além disso esse mesmo grupo não apresentou efeito citotóxico. Diversos artigos 

demonstram que as sub-frações do (PnV) possuem também propriedades analgésicas, o que justifica o 

bem estar dos animais (Rosa, F et al., 2014; Ferreira, L.A et al., 2021; Pedron, C et al., 2021). 

Curiosamente o grupo tratado com a LW-3 

preventiva teve um aumento expressivo no 

tamanho do tumor indicado que essa poliamina 

não possui efeito antineoplásico sozinha mais sim 

combinada a outro tratamento (Fig. 5). Atualmente 

o tratamento do câncer de mama inclui diversas 

abordagens de tratamento como: terapia 

hormonal, quimioterapia, cirurgia e radioterapia 

que são realizadas de forma individualiza. A 

Doxorrubicina é um dos quimioterápicos de eleição 

Figura 3. Consumo de ração (a) e variação de peso (b) nos 
grupos tratados. One-way ANOVA seguido pelo post test 
de Dunnett’s de comparações múltiplas. *em comparação 

ao controle: *P<0,5; **P<0,01; ***P<0,001  

 

de Dunnett’s de comparações múltiplas. *em comparação 
ao controle: *P<0,5; **P<0,01;   

***P<0,001. 

 

Figura 4. Avaliação da atividade dos camundongos 
no teste de campo aberto. (*p < 0,05, comparado 
ao controle sem tratamento. 

 

Figura 5. Peso dos tumores (a). Medida dos tumores em mm3 (b). One-
way ANOVA seguido pelo post test de Dunnett’s de comparações 

múltiplas. *em comparação ao controle: *P<0,5; **P<0,01; ***P<0,001  
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mais utilizados para o tratamento do câncer de mama, e geralmente é associada juntamente com outras 

modalidades terapêuticas (Akram, M et al., 2017).  

Nosso estudo demonstra que os animais tratados com a poliamina LW-3 10µg associada a 

Doxorrubicina tiveram um efeito antineoplásico significado comparado ao grupo tratado com a 

Doxorrubicina isolada, o que corrobora com a literatura (Cabeza, L et al., 2015; Ewens,A et al., 

2006)).  Não foi observada efeitos citotóxicos evidentes nos grupos tratados exceto pelo grupo LW-3 

preventivo, esse aumento das enzimas hepáticas e renais pode ter sido provocada pela própria 

progressão tumoral.  Apesar dos nossos dados serem preliminares, tal achado sugere que a poliamina 

tem grande potência neoadjuvante ao tratamento do câncer de mama. 

CONCLUSÕES: 

Os resultados indicam que a poliamina LW-3 10 μg associada à Doxorrubicina apresentou 

efeito antineoplásico in vivo e melhorou o bem estar dos animais tratados. 
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