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INTRODUGAO:

O céncer de mama é uma das neoplasias que mais acometem as mulheres e que apresenta
uma alta taxa de mortalidade (INCA, 2019; Teixeira et al., 2020). Apesar da ampla variedade de
tratamentos disponiveis, muitos apresentam efeitos adversos importantes por agirem sem
especificidade em células de alta proliferagcdo, além da possibilidade de recidivas e resisténcia a
terapia utilizada (luchno et al., 2019; Teixeira et al., 2024). Na busca por novos tratamentos, estudos
pré-clinicos realizados com venenos de animais demonstram sua capacidade de interferir em
processos essenciais a progressao tumoral, como a angiogénese, proliferagao celular, invasao tecidual
e metastase; além de possuirem efeitos imunomodulatérios (Rapéso et al., 2017; Santos et al., 2019;
Barreto et al., 2020; Bonfanti et al., 2020, Kisaki et al., 2021; Munhoz et al., 2021; Caballero et al.,
2022).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou que o veneno da aranha Phoneutria nigriventer (PnV)
possui capacidade de interferir no ciclo celular, viabilidade, migracéo e proliferacao de células tumorais
(Santos et al., 2019). Entre os peptideos isolados do PnV, a molécula LW-9 apresentou atividades
imunomodulatérias com inducdo de morte de células tumorais (Munhoz et al., 2021, Mato et al., 2023,
Bonfanti, 2024). Em modelo murino de cancer de mama, a molécula LW-9 foi avaliada associada ou
nao a doxorrubicina, apresentando redugdo do volume tumoral, com aumento da eficacia do
medicamento e redugéo dos seus efeitos adversos (dados ainda néo publicados).

Diante disso, outros protocolos terapéuticos devem ser investigados. A quimioterapia
neoadjuvante, administrada antes da cirurgia, busca reduzir o volume tumoral e viabilizar essa
intervencdo (Andrade et al., 2013; MS, 2024). Ja o tratamento adjuvante, realizado apods a

nodulectomia, reduz a taxa de mortalidade e aumenta a sobrevida global do paciente (MS, 2024).
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Assim, o presente trabalho avaliou, em modelo murino, os protocolos de terapia neoadjuvante e
adjuvante com a LW-9 associada ou ndo a doxorrubicina, visando propor modelos de tratamento mais

préximos da pratica clinica.

METODOLOGIA:

Células da linhagem EO771 (adenocarcinoma mamario murino) derivadas de camundongos
C57BL/6, foram descongeladas e cultivadas em garrafas de 25 cm? com meio IMDM completo (10%
SFB, 50 mg/mL L-glutamina, Penicilina e Estreptomicina; Gibco Inc., Billings, MT, USA) a 37°C, em
estufa com 5% de CO.. Ao atingirem ~95% de confluéncia, foram repicadas e expandidas até as
passagens de 4 a 9.

Para os ensaios de inoculagdo tumoral utilizaram-se camundongos fémeas C57BL/6 (8-10
semanas), provenientes do CEMIB/UNICAMP, mantidos no biotério do Instituto de Biologia/UNICAMP,
sob condi¢des controladas (12/12 h claro/escuro, agua e ragao ad libitum). O protocolo seguiu 0s
principios do COBEA e foi aprovado pela CEUA/UNICAMP (n° 6595-1/2025). Os animais foram
divididos em duas replicatas (n=5/grupo) e receberam inoculagdo de 1,5x10° células, na regido da
quarta glandula mamaria esquerda de forma epidermal. Eles foram monitorados a cada 48 horas até
que fosse possivel observar crescimento tumoral palpavel (aproximadamente 0,2 cm de didmetro).

Apos isso, foram divididos nos grupos experimentais, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Grupos de tratamento neoadjuvante e adjuvante

LW-9 1ug/mL +

Doxorrubicina

Tratamento Controle LW-9 1ug/mL Doxorrubicina 5mg/kg 5mglkg
Peptideo LW-9 diluido em
100 pl de soro fisiolégico a Doxorrubicina diluida
Soro fisiolégico via i.p Peptideo LW-9 via i.p. cada 48hs, e 1 dose em 150 pl de soro
em 100 yl, a cada. * diluido em 100 pl de soro semanal de doxorrubicina fisiolégico, 1 dose
N di t 48hs durant’e 21 dias fisiolégico, a cada 48hs, diluida em 150 pl de soro semanal, via i.p.
eoacdjuvante T t lde 11 d ’ durante 21 dias. fisiolégico, via i.p. durante 21 durante 21 dias.
otalde 0ses Total de 11 doses dias. Total de 3 doses.
Total de 11 doses da LW-9 e
3 doses da doxorrubicina.
Peptideo LW-9 diluido em
100 pl de soro fisiolégico a Doxorrubicina diluida
Soro fisiologico via i.p Peptideo LW-9 via i.p. cada 48hs, e 1 dose em 150 pl de soro
em 100 yl, a cada. * diluido em 100 pl de soro semanal de doxorrubicina fisioloégico, 1 dose
Adi t 48hs duranfe 15 dias fisiolégico, a cada 48hs, diluida em 150 ul de soro semanal, via i.p.
juvante y ’ durante 15 dias. fisioldgico, via i.p. durante 15 durante 15 dias.

Total de 8 doses.

Total de 8 doses

dias.
Total de 8 doses da LW-9 e 2
doses da doxorrubicina.

Total de 2 doses.

* Via intraperitoneal: i.p.

e Procedimento cirurgico:

Ap6s o periodo de tratamento, os animais foram submetidos a cirurgia de ressecgdo da massa
tumoral. Inicialmente, os camundongos foram aclimatados na sala de procedimento do biotério durante
1 hora. No pré-operatorio, foi realizado o analgésico buprenorfina 0,02 mg/kg, via subcuténea, 5
minutos antes da anestesia. A indugdo anestésica foi realizada com cetamina 80 mg/kg e xilazina 10

mg/kg e mantida com isoflurano 1% em oxigénio durante o procedimento (Figura 1A).
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A regido da glandula mamaria foi tricotomizada e
desinfetada com alcool 70% (Figura 1B). A massa tumoral foi
entdo ressecada com auxilio de bisturi e tesoura de metzenbaum,
o tumor obtido foi fixado em solucado de formalina 4%. A sutura foi
realizada com fio de nylon 4.0 mm, o local foi limpo com agua

oxigenada 10% e foi aplicada a pomada vetaglos®), para auxiliar

na cicatrizacdo. No pds-operatorio, os animais receberam injegcéo
Figura 1. Preparagdo do camundongo para  subcutinea de buprenorfina 0,01 mg/kg, por 3 dias a cada 12
realizagdo do procedimento cirdrgico. A)
Animal em camara de anestesia. B) Localda  horas e dipirona 80 mg/kg, por via oral em dose Unica. Apds a ci-
cirurgia apos tricotomia e assepsia, ) . ) .
catrizacdo completa (20 a 30 dias) e recuperagcdo do
procedimento cirdrgico, foi iniciado o tratamento adjuvante, que durou 15 dias. A sobrevida foi avaliada
por 60 a 68 dias, apds tratamento neoadjuvante e adjuvante. O material biolégico foi coletado
(cérebro, pulméo, figado e tumor) e fixado em solugéo de formalina 4%, as amostras de sangue foram
transferidas para tubos de EDTA e bioquimico para realizagdo do hemograma, fungao renal (uréia e

creatinina), fungado hepatica (fosfatase alcalina - FA) e calcio ionizado.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os animais desenvolveram tumor em 10 dias de inoculagdo. No tratamento neoadjuvante, o
grupo tratado com a LW-9 apresentou reducgao significativa do volume e peso tumoral, comparado ao
grupo controle (p <0,01) (Figura 2A e 2B), além de redugdo do crescimento tumoral, quando

comparado ao controle (p <0,01) (Figura 2C), e melhora no bem-estar dos animais.
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Figura 2. A) Volume tumoral apds ressecgéo cirargica. B) Peso tumoral. C) Acompanhamento do crescimento tumoral durante o tratamento
neoadjuvante. Resultado de duas replicatas experimentais. Média + SEM; One-way ANOVA, seguido pelo teste t-student. Niveis de
significancia considerados em comparacao ao controle: p <0,05 (*), p <0,01 (**) e p <0,001 (***) e p <0,05 (#), p <0,01 (##) e p <0,001 (####).
Software GraphPad Prism.

Os animais tratados com a doxorrubicina apresentaram aumento significativo de peso
percentual, comparado ao grupo controle (p <0,001 ao longo dos dias; média p <0,001 e p <0,05),
enquanto os grupos da LW-9 (p <0,05 e p <0,01 ao longo dos dias; média p <0,05) e da LW-9
associada a doxorrubicina (p <0,05 ao longo dos dias; média p <0,05) apresentaram redugao no peso

(Figura 3A e 3B). O grupo da LW-9 apresentou redug¢ao no peso absoluto (p <0,05) e o grupo da LW-9
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Figura 3. Andlises relacionadas ao peso dos animais & ao
consumo de ragao. A) Consumo percentual de ragao dos
animais, grafico de linhas. B) Peso percentual dos
animais, grafico de barras. C) Peso absoluto dos animais,
grafico de barras. D) Consumo de ragdo. Resultado de

duas replicatas experimentais. Média £ SEM; Cne-way
ANOVA, seguido pelo teste t student. Miveis de
significancia considerados em comparagdo ao controle: p
=005 (*), p =0,01 (**) e p =0,001 (***) & p <0,05 (#), p
<0,01 (##) e p <0,001 (##H) . Software GraphPad Prism.

associada a doxorrubicina apresentou aumento (p
<0,01),

consumo de racgado foi significativamente maior no

comparado ao controle (Figura 3C). O

grupo da associagao (p <0,05) (Figura 3D).

A cirurgia foi padronizada, no entanto, devido a
complicacbes operatdrias, como presenca de tumores
de tamanho elevado e a profundidade de crescimento
no tecido, alguns animais foram a obito. Isso resultou
nos seguintes numeros amostrais: controle (n=2),
LW-9 (n=3), LW-9 associado a doxorrubicina (n=1),
doxorrubicina (n=3). A cicatrizagdo completa dos
animais ocorreu apds 20 dias de procedimento e o
tratamento adjuvante foi iniciado apos entre 20 a 30
dias. Os animais do grupo LW-9 associado a
doxorrubicina e doxorrubicina apresentaram recidiva.

Com relagao aos exames laboratoriais, todos os
animais apresentaram uremia e o grupo da LW-9 e da
de

creatinina. Essas alteracbes renais podem ter sido

doxorrubicina apresentaram leve aumento

causadas pela cirurgia e tratamentos. O grupo LW-9 e

da associagdo apresentaram reducdo da fosfatase alcalina. O célcio ionizado no grupo da LW-9

mostrou-se reduzido, o que pode indicar baixa atividade tumoral. Nos grupos com a doxorrubicina o

marcador se mostrou aumentado, o que pode demonstrar resisténcia e recidiva tumoral (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados dos exames bioquimicos.

Parametro Ureia Creatinina Fosfatase alcalina Calcio ionizado
17,0 - 28,0 mg/dL 0,3 -1 mg/dL 100 - 184 U/L 4,6 - 5,4 mg/dL
Animal 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2
Controle 58,01 59,0 1 - 0,62 0,54 - 160,0 132,0 - 5,00 5,40
LW-9 60,01 80,01 41,01 1101 1,301 0,51 75,0 | 145,0 101,0 4,20 | 4,20 | 5,60 1
LI‘JIY; :O*' 5501 - ; 0,57 ; - 54,0 | ; ; 6,20 1 ;
Doxo 8401 5501 59,01 1,081 0,68 0,44 120,0 103,0 121,0 6,40 1 5,30 5,70 1

* Doxo: Doxorrubicina.

O grupo tratado com a LW-9 apresentou aumento de leucécitos e de mondcitos, indicando uma

possivel resposta do sistema imunologico no combate da doenca (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados dos exames hematolégicos.

Parametro Leucocitos Neutrofilos Monécitos Eosindfilos
1990 - 12.130/uL 99 - 4488/uL 121 - 364/uL 0-121/uL
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Animal 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Controle 3800 5200 - 9% - 342 19% - 988 - 2%-76 | 0%-0] - 0%-0 1%-52 -

o/ _ o/ _ o/ - oL -
LW-9 4200 5700 8600 2%-84|  4%-228 k- gy _q05 1%-57 3%- A%- 44 5 0%-0

946 | 258 42
27% - . 0
LW-9 + Doxo 5900 - ; e - - 2%-118) ; - 0%-0 - -
o/ _ o/ oL -
Doxo 2200 8100 2300 10%-220 25%-2.025 1§4/°5 1%-22 | ”’l Cl 511"5 0%-0 1%-81 1%-23

O peptideo LW-9 demonstrou potencial terapéutico pela reducdo do volume e peso tumoral, e
também pela melhora do bem-estar dos animais. Além disso, o procedimento cirurgico foi otimizado
apresentando cicatrizagao cirurgica satisfatoria. Houveram recidivas nos grupos tratados com a LW-9
associada a doxorrubicina e doxorrubicina isolada. Os exames demonstraram possivel resposta do
sistema imunolégico com aumento de leucécitos e mondcitos, principalmente no grupo tratado com a
LW-9. Ademais, os animais apresentaram alteracdo renal e o marcador tumoral célcio ionizado
apresentou diminui¢do no grupo da LW-9, o que pode indicar controle da progressao da doenga. As

alteragbes observadas no presente estudo serdo investigadas futuramente.
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