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INTRODUGAO:

O cancer de mama é uma condigcdo em que células anormais da mama se multiplicam de maneira
desordenada, formando um tumor com potencial de invadir outros 6rgaos. Existem diversos tipos de
cancer de mama, com alguns se desenvolvendo rapidamente e outros de forma mais lenta. Em 2023, o
Brasil registrou 73.610 casos de cancer de mama em mulheres, representando 30,1% dos diagndsticos
de cancer e 13,5% das mortes relacionadas ao cancer, com 16.300 6bitos (INCA, 2023). Um estudo da
Universidade Federal Fluminense (UFF) revelou que uma em cada seis mortes por cancer de mama
ocorre em mulheres com menos de 50 anos, ressaltando a importancia do rastreamento precoce pois a
maioria dos casos, quando tratados adequadamente e em tempo oportuno, apresentam bom prognéstico
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 farmacolégico (RAPOSO et al., 2007). Foi demonstrado pelo nosso grupo de pesquisa suas
atividades antitumorais in vitro e in vivo, através da interferéncia no ciclo celular, proliferacédo, migracéao
e morte de células tumorais, ao passo que ndo diminuiu a viabilidade de células nao-tumorais
(BARRETO et al., 2020; BONFANTI et al., 2020; DOS SANTOS et al., 2019; MUNHOZ et al., 2021). Uma
investigacdo da acao antitumoral das fragbes e subfracdes purificadas do veneno em células de
glioblastoma identificou a subfragdo mais ativa; os resultados apontaram que o0 componente
denominado LW-3 como potencial protétipo para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento
de glioblastomas (CABALLERO et al., 2022). A partir desses dados foi realizado um estudo translacional
veterinario de tumores caninos coletados na cidade de Campinas, com 0 objetivo de testar a eficacia

antineoplasica 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 cées e tratadas com o composto isolado do veneno. Os
resultados demonstraram que houve uma reducéo da viabilidade do carcinoma mamario canino, linfoma
e mastocitoma (enquanto melanomas nao responderam) expostas ao tratamento testado (TREVISAN et
al., em preparacdo). Uma andlise 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 esta sendo caracterizada.

Esses resultados motivaram a continuacéo do estudo, visando o desenvolvimento de um novo
potencial quimioterapico. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho é realizar uma andlise pré
clinica, avaliando a eficacia (progressdo tumoral, bem estar geral do animal, sobrevida) e
seguranca/toxicidade da molécula administrada sistemicamente. Sera utilizado modelo murino singénico
de neoplasia de mama, desenvolvido em camundongos C57BL/6. Dessa forma, o presente projeto
ajudaré a esclarecer aspectos fundamentais da acao da molécula, a qual poderd, futuramente, beneficiar
as pacientes e o sistema de salde.

METODOLOGIA:

Os ensaios em modelo pré-clinico foram realizados em fémeas adultas (8 semanas de idade)
C57BL/6 (C-Black) obtidas no Centro Multidisciplinar para Investigacio Bioldgica na Area de Ciéncias
em Animais de Laboratério (CEMIB — UNICAMP) e mantidos em coldnia estabelecida no Biotério de
Animais da Area de Imunologia, Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, Instituto de
Biologia/UNICAMP. Os animais permaneceram em gaiolas do tipo microisolador, com agua e alimento
fornecidos ad libitum e ciclo de claro/escuro de 12/12 horas. O protocolo experimental seguiu 0s 5
principios do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi submetido a Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA/UNICAMP; 6175/2023).

Foi realizada a expansao e manutencao das células tumorais da linhagem de adenocarcinoma
mamario 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 37°C contendo 5% de CO.. Apés o cultivo, foram feitas aliquotas de
1,5x10° células em 100 pyL de PBS estéril para serem inoculadas na 42 glandula mamaria por via
epidermal.

Os animais foram monitorados em relagdo a progresséo e regressao
em resposta ao tratamento durante 30 dias. Os tumores primarios foram
medidos utilizando um paquimetro. O tratamento descrito abaixo foi iniciado
no dia O, e apds o aparecimento da massa tumoral palpavel ou visivel (em
torno de 15 a 20 dias apos inoculagdo do tumor), com duragéo de 15 dias
(totalizando 30) (protocolo que simula com maior similaridade o momento

em que ocorre o diagndstico do cancer de mama e inicio do tratamento).

Todos os grupos descritos abaixo receberam inoculacdo das células

Figura 1. Linhagem EO771 -
Adenocarcinoma mamario murino.

tumorais (Tab.1).

Tabela 1. Grupos de tratamento
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Grupos experimentais

Doxorrubicina

LW-3 10 pg/kg - LW-3 10 ug/kg +

Comiele Preventivo S D e Doxorrubicina 5 mg/kg G
Tratada a partir do . Tratada a partir do .
Injecao dia 0 (dia da doT;at:gii?ngi:gr do aparecimento do tumor d-gra;ag?egiﬁqaer::{o
sistémica de PBS inoculagéo P di (15 dias), com inje¢Bes via d P di
IMem 100 yL,a de células tumorais) t“m‘?r (%5 "".‘S)'. (i,p) em 50uL, a cada 48h 0 tumor (15 dias),
cada 48h ' com injecg0es via (i ) com injegoes via (i,p) ’ duranie 15 ’ com uma dose
durante 15 d’ias em 1010 gpL a cad'a? em 100 L, a cada dias. E uma Unica dose Unica via (i,p)
) ! 48h, durante 15 dias. : em 100 pL.

48h, durante 15 dias. de Doxorrubicina em 50 L.

Os animais foram acompanhados a cada 48h durante 30 dias, onde foram feitos os tratamentos
e 0s seguintes parametros clinicos foram observados: sinais de dor, altera¢cdes no peso, consumo de
alimento, teste de comportamento animal — campo aberto (open field), regresséo e progresséo do tumor.
O desenvolvimento e crescimento do tumor foi avaliado utilizando um paquimetro e a pesagem e
administracdo da racdo foram realizadas para todos os grupos no mesmo dia e horario. O nivel de
significancia entre tratamentos e controles serd analisado usando o teste de variancia de uma via
(ANOVA de uma via) ou de duas vias (ANOVA de duas vias), seguido pelo teste de comparagdo multipla
de Dunnet. As andlises serao realizadas utilizando GraphpPad 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego,

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

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Urea Creatinine

Ap6s 30 dias de tratamento, foi realizada a

eutandasia dos animais utilizando sobredose de anestésico

18,0 - 30,0 mg/dL
0,13 -0,17 mg/dL
°
S
4q
4

cetamina 100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg, imediatamente
foi realizada a coleta do material biolégico (sangue e

0rgdos) para as analises laboratoriais: hemograma, funcao
renal (ureia e creatinina), funcdo hepética (ALT e AST). O

rim, figado e o tumor de mamario foram dissecados,

54 - 269 UL

26- 77T UL

pesados, medidos e processados para inclusdo em
parafina e analise histopatolégicas (Fig. 2). As analises

laboratoriais (Fig. 3) demostraram uremia em todos os

grupos, sendo mais evidente no grupo LW-3 10 preventivo’ Figura 3. Resultado das analises laboratoriais.

LW-3 10 pg/kg
Preventive

W3 10 gy W-310Hgkg +  Doxorubicin no entanto é possivel observar uma

Doxorubicin 5 mg/kg 5 mg/kg

Control

diminuicéo da uremia no grupo tratado com a
LW-3 associada a doxorrubina, sendo
significativo. Nao foi observada hepatopatia
(ALT e AST). Esses resultados prévios

demonstram que a poliamina ndo possui

' ‘ ' o efeitos citotoxicos nos grupos de
Figura 2. Imagens representativas da andlise histolégica dos 6rgédos (Figado, Rins e Tumor)

em cada arupo experimental. Cortes histol6aicos corados com hematoxilina e eosina. tratamento. Nao foi observada
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Weight Feed Weigth of animals alteracbes no exame

40 - Control hematolégico. Apenas um 6bito
P #ﬁ* fﬁf -= Doxorubicin . , :
304 - Lw-31oug-Preventive  TOI Observado até o final do
% = LW-3 10yg
E 207 LW-3 10ug + Doxorubicin ~ tratamento  LW-3 10 pg, o0s
o . . ~
10 animais ndo apresentaram perda
A | o B de peso e o consumo de rac¢éao foi
i 4 Days
& & &2 .
°°°+é§ @4°(‘4\"°\ +o‘$° Figura 3. Consumo de ragéo (a) e variagéo de peso (b) nos maior no grupo tratado com LW-3
< Q;Q v o° grupos tratados. One-way ANOVA seguido pelo post test 10 LW-3 10
,vaQ \Q& de Dunnett’s de comparag6es multiplas. *em comparagdo Mg € no grupo - Mg
S & ao controle: *P<0,5; **P<0,01; ***P<0,001 . . . .
3 associado a Doxorrubicina (Fig.

3) sendo significativo além disso observamos que houve variagdo de peso dos animais ao longo do
periodo experimental, com exce¢do do grupo controle que permaneceu estavel. O teste de Open Field
(Campo aberto) foi realizado para avaliar a atividade locomotora Crossiggs Surveys

e exploracdo dos animais apos o fim dos tratamentos. Nenhum T |

efeito significativo foi observado no numero de quadrantes i o

percorridos pelos animais do grupo, também n&o foram ¢ & *

observadas diferencas estatisticas entre o numero de S S

levantamentos e nem na frequéncia de limpeza ou o T g e

comportamento exploratério (Fig. 4). drt@m g M-
Diversos estudos executados pelo nosso grupo de

pesquisa, evidenciou que o veneno da Phoneutria nibriventer l, @\

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

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

vivo. No presente estudo, os resultados demonstraram que a
. . Figura 4. Avaliacdo da atividade dos camundongos
poliamina LW-3 10 ug associada a Doxorrubicina regrediu 0  no teste de campo aberto. (*p < 0,05, comparado
ao controle sem tratamento.
desenvolvimento do tumor comparado aos outros grupos de

tratamento (Fig. 5). Além disso esse mesmo grupo ndo apresentou efeito citotdxico. Diversos artigos
demonstram que as sub-fragdes 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

Tumor weight Tumor volume
0.3

=
»

preventiva teve um aumento expressivo no

'S

tamanho do tumor indicado que essa poliamina

grams (9)
w

E
% E T ~ i ofei . |4Si inh . .
04 nao possui efeito antineoplasico sozinha mais sim
0.1 T . i
i o combinada a outro tratamento (Fig. 5). Atualmente
& v, O <& A . . .
oo“° é&%‘“\ & q\,»,*“" & o tratamento do cancer de mama inclui diversas
& & > loo“‘ ]
A B P oF abordagens de tratamento como: terapia
X &

Figura 5. Peso dos tumores (a). Medida dos tumores em mm? (b). One- hormonal’ qwmloterapla, cirurgia € radloterapla

way ANOVA seguido pelo post test de Dunnett’s de comparagées

multiplas. *em comparagé&o ao controle: *P<0,5; **P<0,01; ***P<0,001 que Ssao realizadas de forma individualiza. A

Doxorrubicina é um dos quimioterapicos de elei¢éo
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mais utilizados para o tratamento do cancer de mama, e geralmente € associada juntamente com outras
modalidades terapéuticas (Akram, M et al., 2017).

Nosso estudo demonstra que 0s animais tratados com a poliamina LW-3 10ug associada a
Doxorrubicina tiveram um efeito antineoplasico 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)). Nao foi observada efeitos citotdoxicos evidentes nos grupos tratados exceto pelo grupo LW-3
preventivo, esse aumento das enzimas hepéticas e renais pode ter sido provocada pela prépria
progressao tumoral. Apesar dos nossos dados serem preliminares, tal achado sugere que a poliamina

tem grande poténcia neoadjuvante ao tratamento do cancer de mama.

CONCLUSOES:

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

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