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“Por mais longa que seja a caminhada o

mais importante € dar o primeiro passo.”

(Vinicius de Moraes)



RESUMO

O melanoma cutaneo € um tipo de cancer que pode ser letal, com um pior prognostico
quando néo é tratado no inicio dos primeiros sintomas da doenca. O fungo medicinal
do tipo Cordyceps militaris € uma fonte abundante de produtos naturais, constituido
de diversos componentes ativos (polissacarideos, adenosina, ergosterol etc.) e em
especial a cordicepina, tendo efeito antioxidante. Embora as diversas formas de
tratamento tenham sido bem estabelecidas na literatura, ainda néo se sabe se existe
efeito antitumoral no extrato de Cordyceps militaris em meio alternativo a base de
melaco de cana-de-agucar em modelo experimental in vivo. Portanto, nosso objetivo
foi mensurar o efeito do sobrenadante com Cordyceps militaris sobre a diferenciacao
biométrica e a progressao tumoral em camundongos com melanoma murino, além de
avaliar se essas atividades antitumorais possuem impacto farmacologico na pesquisa
clinica/laboratorial. Para isso, utilizamos quatro grupos de animais implantados com
células B16F10 onde dividiu-se, trés grupos: tratados com injecdes diarias de uma das
trés doses distintas do sobrenadante e um grupo: controle (sem tratamento) e
avaliamos dados quantitativos utilizando o software GraphPad Prism® (versao 7.05).
Ap0s andlises da progresséo da massa corporal, identificamos que a partir da terceira
semana, o grupo tratado com a alta concentracdo do sobrenadante, obteve o menor
peso em relacdo ao grupo controle e manteve a tendéncia de aumento, de forma
gradual, da massa corporal. Além disso, observamos que os trés diferentes grupos
tratados, mostraram um crescimento tumoral mais lento, a partir do quarto dia de
tratamento, independente da dose, quando comparados com o grupo nao tratado.
Nossos resultados indicam que administracdo das doses baixa e média (p < 0,008 e
p < 0,01, respectivamente) dos sobrenadantes se mostraram significativamente
distinguiveis na diminui¢cdo do volume tumoral final, quando comparados ao grupo de
animais controle. Por fim nosso estudo mostra pela primeira vez que pode ser
relevante investigar que o sobrenadante de Cordyceps militaris em meio a base de
melaco de cana-de-acUcar € promissor para gerar outros, possiveis, tratamentos
relevantes para o desenvolvimento e progresséo tumoral.

Palavras-Chave: Céancer. Células B16F10. Cogumelo. Melaco de cana.



ABSTRACT

Cutaneous melanoma is a type of cancer that can be lethal, with a worse prognosis
when it is not treated at the onset of the first symptoms of the disease. The medicinal
fungus of the Cordyceps militaris type is an abundant source of natural products,
consisting of several active components (polysaccharides, adenosine, ergosterol, etc.)
and cordycepin, which has an antioxidant effect. Although the different forms of
treatment have been well established in the literature, it is not yet known whether there
is an antitumor effect of Cordyceps militaris extract in an alternative medium based on
sugarcane molasses in an in vivo experimental model. Therefore, our objective was to
measure the effect of Cordyceps militaris supernatant on biometric differentiation and
tumor progression in mice with murine melanoma, in addition to evaluating whether
these antitumor activities have a pharmacological impact on clinical/laboratory
research. For this, we used four groups of animals implanted with B16F10 cells, which
were divided into three groups: treated with daily injections of one of the three different
doses of the supernatant and a group: control (no treatment) and we evaluated
quantitative data using the GraphPad Prism software. ® (version 7.05). After analyzing
the progression of body mass, we identified that from the third week onwards, the
group treated with the high concentration of supernatant obtained the lowest weight in
relation to the control group and maintained the trend of gradually increasing body
mass. Furthermore, we observed that the three different treated groups showed slower
tumor growth from the fourth day of treatment, regardless of dose, when compared to
the untreated group. Our results indicate that administration of low and medium doses
(p < 0.008 and p < 0.01, respectively) of the supernatants were significantly
distinguishable in the reduction of the final tumor volume, when compared to the group
of control animals. Finally, our study shows for the first time that it may be relevant to
investigate that Cordyceps militaris supernatant in sugarcane molasses-based
medium is promising to generate other, possible, treatments relevant to tumor
development and progression.

Keywords: Cancer. B16F10 cells. Mushroom. Cane molasses.
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1 INTRODUCAO

Melanoma € o mais letal tipo de caAncer na pele e mesmo que comumente seja
referido como “cancer de pele”, o melanoma é uma malignidade dos melandcitos, ou
seja, o0 aumento do crescimento do numero de células que produzem unidades
produtoras de melanina, o pigmento em toda epiderme, inclusive nos 6rgaos internos
(SUN et al.,, 2019). As células malignizadas movem-se do tumor primario e sao
capazes de atingir uma série de fases do processo de metastase (LAMBERT,;
PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017).

Como consequéncia do aumento do processo de neoplasias, aberracdes
genéticas — tais como, favorecimento de subpopula¢des com diferentes capacidades
celulares, proliferagdo anormal, capacidade de invasdo — sdo mais provaveis de
acionar o processo metastatico, acarretando um grande obstaculo clinico (CHIBA et
al., 2017; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Avancos cientificos dos ultimos anos trouxeram um relevante aumento na
sobrevida de pacientes com melanoma metastatico, em razao do desenvolvimento de
inUmeras imunoterapias convencionais (inibidores de PD-1 e CTLA-4, por exemplo)
mas, mesmo que existam progressos no tratamento de melanoma metastatico, ele
ainda é um grande desafio (DOMINGUES et al., 2018). Desta forma, a busca de
possiveis novas terapias que solucionem esses obstaculos é de grande relevancia.

Nesse contexto, os cogumelos sdo um grupo promissor de fungos medicinais
com bioatividades antitumorais, pois eles apresentam biomoléculas com
citotoxicidade seletiva em diversas células tumorais, influenciam o ciclo celular,
reduzem a migracao e invasdo celular, modulam a proliferacdo e progressédo das
células tumorais, produzindo efeitos benéficos no tratamento oncologico (KHAN et al.,
2019; RAMACCIATO et al., 2007).

Por meio das possiveis fontes de obtencdo, o fungo medicinal do tipo
Cordyceps militaris € uma fonte abundante de produtos naturais, constituido de
diversos tipos de componentes ativos (polissacarideos, adenosina, ergosterol etc.) e,
a cordicepina (efeito antioxidante), visto que h& outra espécie de Cordyceps spp. (GU
et al., 2007; WON; PARK, 2005). C. militaris apresenta propriedades antioxidantes,
com maior efeito inibitorio sobre a peroxidacéo lipossémica (processo que contribui
para degradacao celular), alteracbes na sinalizacdo celular, danos em proteinas e
citotoxicidade (ASHRAF et al., 2020).
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A forma de frutificacdo deste cogumelo, necessita de diferentes fases de luz,
além de longo tempo e, como alternativa este trabalho propde utilizar o sobrenadante,
feito de forma simples e agil, para o alcance de componentes bioativos, com possivel
efeito antitumoral. O melago é uma fonte abundante de carboidratos (sacarose), além
de vitaminas e minerais, sendo uma 6tima fonte de nutrientes para producédo de
compostos bioativos de C. militaris.

Neste contexto, o presente trabalho buscou explorar as possiveis atividades
antitumorais de Cordyceps militaris extraido do cultivo em meio & base de melago de
cana-de-acucar, a partir do meio liquido, em camundongos com melanoma
experimental. A proposta de utilizar o sobrenadante com C. militaris em meio a base
de melaco de cana em modelo de melanoma murino in vivo € inédita na literatura
cientifica. Esse modelo de melanoma foi empregado evidenciando atividades
antitumorais promissoras e expandindo o conhecimento das possiveis propriedades

farmacoldgicas desse sobrenadante.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MELANOMA

O céancer é uma doenca instigante, apavorante e o principal problema de
saude publica a nivel mundial, definido pela multiplicacdo e disseminagéo
desordenada de células anormais, em diversos tecidos. Por ndo ser causado por
alguma entidade estranha ao nosso corpo, como acontece em doencas infecciosas,
por exemplo, os agentes de exterminacdo sdo as células humanas que foram
seletivamente recrutadas, e transformadas em organismos patoldgicos
desenvolvedores de tumores, ocorrendo processos neoplasicos, ou seja, as células
perdem a capacidade de diferenciacdo e toma-se poder de invasdo e metastases
(HAUSMAN, 2019).

Desta forma, metastases sdo as principais causas de morte relativas ao
cancer, pois hd um deslocamento da doenca de um 6rgéo ou parte dele para outro,
gue pode ndo ser diretamente ligado a ele. Entre os tipos de canceres, 0 melanoma
cutdneo € uma neoplasia que tem crescimento rapido, infiltrativo e € altamente lesivo
(ISOLA; EDDY; CHEN, 2016).

O melanoma é considerado o cancer de pele com maior agressividade, sendo
um dos tumores com maior taxa de letalidade no estagio avancado e dentre os fatores
gue podem levar a essa neoplasia, pode-se citar: historico familiar, doenca genética
pela sensibilidade a radiacao ultravioleta, imunossupressao etc. (SIEGEL etal., 2021).

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), em 2020 os casos de
melanoma no estado do Parana atingiram um percentual bruto de incidéncia de 4,09
para cada 100 mil homens e 5,35 para cada 100 mil mulheres. A principal forma
terapéutica para o melanoma cutaneo é cirurgica, com a resseccéo da lesédo e com
disseccéo do linfonodo, pois pode levar a remissao completa do paciente.

Como adjuvantes ao tratamento podem ser utilizadas radioterapia, terapias
imunoldgicas sistémicas, terapias direcionadas a moléculas e quimioterapia, mas
pouco satisfatorias e com diversos efeitos colaterais (WADA-OHNO; ITO; FURUE,
2019). A etiologia do melanoma é complexa, assim como em outras neoplasias, onde
o fator genético € o mais prevalente, mas ha diversos fatores de risco, com
aberracfes epigenéticas e exposicao a agentes ambientais (solar e luz ultravioleta)
em excesso (MACKIE; FREUDENBERGER; AITCHISON, 1989).
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O melanoma maligno forma-se nos melanécitos que se transformam em
células cancerosas apoOs alteracdes celulares e moleculares, sendo um evento
complexo. Pois, a difusdo dos melandcitos originam-se na crista neural e no periodo
de desenvolvimento embrionério se diferenciam em melanoblastos, apds invasédo da
derme, penetram nos vasos sanguineos e linfaticos e aderem ao tecido alvo, a
epiderme (WALKER; HAYWARD, 2002).

Células de melanoma apresentam indices menores de apoptose (morte
celular programada) espontanea in vivo, ou seja, dentro de um organismo Vvivo em
comparacao a outras células neoplasicas, sobretudo demonstram objecdo quando
induzidas a apoptose por processos bioldgicos fora de um organismo vivo, em
ambiente controlado por agentes quimicos (GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK;
MARAIS, 2007; SOENGAS; LOWE, 2003).

2.1.1 Modelos experimentais para estudos de melanoma

Modelos experimentais que reproduzam o inicio, além da progressao de
distarbios humanos sdo primordiais na pesquisa biomédica e farmacéutica para poder
preencher a lacuna entre a ciéncia basica e o tratamento de doencas. As linhagens
celulares tumorais tém sido muito utilizadas por pesquisadores, pois elas permitem
esclarecer quais processos ocorrem na doenca de forma rapida, apesar de existir
poucos modelos animais para metastase tumoral, a linhagem celular de melanoma de
camundongo B16 é muito popular.

A linhagem celular B16F10, foi retratado pela primeira vez por Fidler (1973)
e, € originaria de um tumor espontaneo de melanoma em camundongos C57BL6/J.
B16F10 € uma linhagem celular com alta capacidade metastatica e com credibilidade
na area da imunologia e fisiologia, sendo adequada para modelos de ensaios
experimentais (LIU et al., 2018).

E crescente a utilizacdo dos modelos experimentais de melanoma murino, ou
seja, com o implante das células tumorais de melanoma. O modelo para estudos in
vivo sd80 0s modelos animais com camundongos e tém constituido avangos
consideraveis no esclarecimento da patologia, simulando a doenca humana, e
atendendo a requisitos histopatologicos e imunolégicos (CORICOVAC et al., 2018).

Camundongos C57BL6/J, isogénicos sdo imunocompetentes e considerados

como uma ferramenta Gtil para pesquisas de melanoma, pois conseguem originar o
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melanoma murino e as metastases em curto periodo apods a inoculacéo, devido a sua

interacdo entre melandcitos, células imunes e células B16F10 (LIU et al., 2018).

2.1.2 Tratamentos de melanoma

Em pacientes diagnosticados com melanoma primario, a remocao cirurgica
do(s) tumor(es) propicia a chance de cura definitiva. J4, 0 melanoma em estagio
avancado é de dificil tratamento em razdo da metastase, resistente a maioria dos
diferentes tipos de tratamento.

Nos ultimos anos, muito progresso foi feito acerca do tratamento do
melanoma. Estudos, mostraram que o tratamento com Sorafenibe (BAY 43-9006),
uma droga inibidora de multiquinases, resultou na inibicdo da proliferacéo de células
de melanoma in vitro e in vivo (KARASARIDES et al., 2004). Mas, no ensaio clinico
randomizado (Fase 2) com Sorafenibe, pouca ou nenhuma atividade antitumoral foi
vista em pacientes com melanoma avancado (EISEN et al., 2006).

A imunoterapia de bloqueio de checkpoint imunoldgico utiliza o proprio
sistema imunologico do paciente para atacar as células cancerosas obtendo uma forte
resposta antitumoral, imunidade e sobrevivéncia a longo prazo (EGGERMONT, 2013).
Nesse sentido, o uso de interferon (IFN), interleucina-2 (IL-2) e Bacillus- Calmette-
Guerin (BCG) foram relatados para o tratamento de melanoma (RIBAS; WOLCHOK,
2018; EDDY; CHEN, 2020).

Inicialmente, essas imunoterapias ndo eram especificas, porém,
recentemente, aumentou a utilizacdo de imunoterapias direcionadas com anticorpos
monoclonais que bloqueiam moléculas de checkpoint imunolégico, como proteina 4
associada a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), proteina 1 de morte celular programada
(PD-1), além de ligante 1 de morte programada (PD-L1) e terapias de células T
(EDDY; CHEN, 2020; BOMMAREDDY; SHETTIGAR; KAUFMAN, 2018; WALDMAN;
FRITZ; LENARDO, 2020). Essas novas imunoterapias mostraram respostas imunes
antitumorais consideraveis na sobrevida, mas, eles beneficiam apenas um

subconjunto de individuos.
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2.2 GENERO E ESPECIES DE Cordyceps SPP.

Cordyceps spp. constituem um grupo de fungos e, € o mais diverso género
classificado na familia Clavicipitaceae quanto ao numero de espécies, sua morfologia
e a diversificacdo em seu hospedeiro, apresentando mais de 750 espécies
identificadas. E conhecido como o fungo parasita do filo ascomicetes com a maioria
das espécies atuando como endoparasitoides principalmente em insetos e alguns
artropodes, produzindo seus esporos em estruturas reprodutoras (SUNG et al., 2011).

Todas as espécies de Cordyceps spp. desenvolveram em seu ciclo de vida o
mecanismo de invadir seu hospedeiro, infectando insetos com seus esporos e
crescem neles. Tradicionalmente, a maioria das espécies de Cordyceps spp. sdo
cultivadas ou colhidas por seu micélio e ascocarpo (corpo frutificante do fungo)
(OLATUNJI et al., 2018).

Muitas espécies do género Cordyceps spp. sdo amplamente considerados e
reconhecidos por terem inumeras aplicacfes alimenticias e no uso medicinal.
Inimeras atividades farmacolégicas tém sido atribuidas a esta espécie, como
hipoglicemiante, anti-inflamatéria, antitumoral, antibacteriana, antifingica, ativacédo de
macrofagos, antimicrobiana, antioxidante, imunoprotetora etc. (DAS et al., 2010; REIS
et al., 2013).

Dentre as mais de 750 espécies de Cordyceps spp., apenas 35 espécies
foram empregadas como tratamento na medicina popular onde, uma dessas espécies
da medicina tradicional chinesa, japonesa e coreana € o Cordyceps militaris, sendo o

segundo mais popular e estudado no género Cordyceps spp. (OLATUNJI et al., 2018).



16

2.2.1 Cordyceps militaris

C. militaris é conhecido como ‘fungo laranja da lagarta’ (Figura 1), ele é usado
nos paises do leste asiatico como medicina popular e tem sido considerado um
substituto mais acessivel para C. sinensis. A espécie C. militaris adaptou-se aos
cultivos laboratoriais, tornando-se popular na pesquisa internacional, pois pode ser
cultivado em meio liquido e/ou em meio sélido e adapta-se em varias fontes de

carbono, por exemplo (CERRI, 2021).

Figura 1 — Detalhe do Fungo Cordyceps militaris em lagarta.

Fonte: ZHENG et al. (2011).

A principal molécula bioativa presente em C. militaris € a cordicepina,
enquanto outros compostos bioativos como como ergosterol, adenosina e varios
polissacarideos também foram isolados do fungo, sobretudo, a extragéo do C. militaris
da natureza nado é possivel devido a sua necessidade de um hospedeiro e ambiente
especificos para seu crescimento, porém a cultura em meio liquido, cultivada em
laboratorio, forma o micélio de forma rapida e tem menos possibilidades de ocorrer
contaminagdo (ZHENG et al., 2019; CUI, 2015).

A molécula bioativa cordicepina (C10H13N503), conhecida como 3’-
desoxiadenosina, € um nucleosideo de purina primeiramente isolado por Cunningham

et al. (1951) com base em uma coldnia de C. militaris, onde, a principal diferenca entre
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adenosina e cordicepina esta na auséncia de uma hidroxila no carbono 3 da ribose
(Figura 2). Além disso, é considerada um antimetabdlito, ou seja, por ser semelhante
a um metabdlito necessério, acontece a inibicdo. No organismo, ela pode ser
reconhecida, mas néo o suficiente para manter as fungdes normais em nivel celular

(replicacao celular e apoptose - morte celular, por exemplo) (CERRI, 2021).

Figura 2 — Estrutura molecular da cordicepina e daadenosinacom destaque para

auséncia dahidroxila na cordicepina.
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Fonte: Cerri (2021).
2.2.2 Melago e meio de cultivo liquido de C. militaris

Héa duas maneiras de cultivo liquido comumente utilizadas para o C. militaris,
por meio dos cultivos liquido submerso e liquido de superficie. O cultivo liquido
submerso caracteriza-se pela troca de gases — aeracao, de forma vigorosa por meio
de agitadores, que podem variar de 110 a 300 rpm (SINGH TULI; SHARMA; SANDHU,
2014). J4, a metodologia do cultivo liquido de superficie é caracterizada em manté-lo
estatico em uma incubadora de demanda bioquimica de oxigénio, obtendo-se maior
qguantidade de cordicepina (WONGSA et al., 2020).

Nesse sentido, o melaco de cana é um liquido de consisténcia glutinosa
(viscoso) e de cor escura, sendo um subproduto da indUstria de sacarose. Por ter um
valor acessivel e por ter uma alta disponibilidade de producdo, o melago se tornou

uma matéria prima de diversas formas de uso na industria farmacéutica. Um estudo
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utilizou o melaco de cana de acucar como parte do meio de cultivo para producéo de
carotenoides por Mucor circinelloides (ANJOS, 2013).

No melaco, h4 alta quantidade de acucar, sendo a sacarose como seu
principal constituinte. Contendo percentual entre 2,5 e 4,5 % de compostos
nitrogenados em sua composicdo e 0S componentes mais comuns sdo: acido
aspartico, acido glutamico, lisina, guanina, glicina, leucina etc. (WOICIECHOWSKI et
al., 2013).

Estudos, utilizaram otimizagdes em meios de cultivo contendo melago para C.
sinensis, objetivando a producao de polissacarideos; na composicdo do seu meio ha:
sacarose, sulfato de magnésio, extrato de levedura, cloreto de calcio, cloreto de
amonio, entre outros (HSIEH et al., 2005; CHA et al., 2007). Nao foram encontradas
otimiza¢cOes de meios contendo alternativamente melago fermentados pelo Cordyceps
militaris, visando os potenciais efeitos da cordicepina nesse meio.

Nesse sentido, ha uma urgéncia na investigacdo de possiveis novas terapias
individuais com mais eficiéncia, que independentemente ou em associacdes possam
gerar terapias que atuem de forma mais efetiva acerca do melanoma, estimulando o
aumento da possibilidade de cura e o tempo de sobrevivéncia, portanto € importante
tornar claro os eventos que ocorrem na génese do tumor frente a otimizacdo no uso

de fungos medicinais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do sobrenadante em meio a base de melaco de cana-de-
acucar com fungo Cordyceps militaris sobre a progressao tumoral de camundongos

com melanoma.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Avaliar a diferenciacdo do parametro biométrico da massa corporal de
camundongos tratados relacionando com animais nao tratados.
v' Avaliar o efeito antitumoral do parametro macroscopico de desenvolvimento

do tumor durante todo o periodo experimental.



20

4 MATERIAL E METODOS

4.1 SUBSTANCIA TESTE

O presente estudo trata-se de uma pesquisa aplicada e experimental. Para o
experimento, foi utilizado o sobrenadante da producdo da Cepa Cordyceps militaris
em meio a base de melago de cana, a partir de cultivo de 60 dias no meio.

Inicialmente, a manutencdo do fungo foi feita em agar dextrose de batata
(PDA) a 25°C, por sete dias. Posteriormente, foi retirado da placa de PDA um disco
de 5 mm de didametro, contendo o fungo e, foi inoculado com o meio liquido a base de
melaco. O meio liquido foi composto por: sacarose do melaco diluido em &gua, extrato
de levedura, fosfato de potassio e peptona, tendo o pH ajustado para 7 com acido
fosforico, logo foi esterilizado em autoclave por 30 minutos a 121°C. As amostras
permaneceram, sem iluminacdo, em estufa incubadora de demanda bioquimica de
oxigénio por 60 dias, a 25°C (CERRI, 2021).

A partir do cultivo do fungo no meio a base de melago de cana, foi realizada
uma filtracéo a vacuo em filtro de gramatura 80 g/m2, separando-se o micélio do meio
liquido. O meio liquido filtrado sera designado de sobrenadante. A Cepa CMIB-202
encontra-se depositada na Colecao Microbiologica de Interesse Biotecnoldgico
(CMIB) da Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR), sede Ponta
Grossa/PR.

O sobrenadante, foi cedido pela equipe liderada pelo Prof. Dr. Eduardo
Bittencourt Sydney, do departamento de Biotecnologia da UTFPR. A substéncia teste
foi preservada em tubos do tipo falcon e mantidas sob refrigeracdo, doses do
sobrenadante em diferentes concentrac¢des (0,3 mL, 0,6 mL e 0,9 mL) foram filtradas
em filtro polipropileno de 70 um (EASYstrainers, Greiner Bio-Onde Brazil Ltda,

Americana, SP, Brasil) no momento da aplicacdo nos camundongos.

4.2 CULTURA CELULAR DA LINHAGEM B16F10

A cultura de tecidos da linhagem tumoral melanoma murino B16F10, ATCC
CRL-6475®, foram adquiridos da American Type Culture Collection (ATCC), USA.
Estas células foram cultivadas no Laboratério de Farmacologia do Departamento

Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).
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Todo o protocolo do trabalho foi realizado em condi¢cdes assépticas, em
capela de fluxo laminar com lampada ultravioleta (Biosafe PlusA2 classe 11, VECO®),
com materiais estéreis. As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Vitrocell®,
Campinas, Sao Paulo); suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) adquirido
de Vitrocell®, Campinas, Sdo Paulo. No cultivo foi utilizado uma solucdo de
antibioticos a 1%, ou seja, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina
(Gibco®, ThermoFisher Scientific).

Inicialmente, as células de melanoma murino B16F10 eram estocadas e
congeladas em freezer de ultrabaixa temperatura (-80° C), em pequenas aliquotas

dentro de frascos criogénicos estéreis de 2 mL, fundo em “u” e com tampas de rosca
interna (KASVI®). Para descongela-las, o frasco criogénico foi retirado do ultra freezer
e aguecido, sem agitacdo, em banho-maria a 37° C.

Concluido o descongelamento, o frasco criogénico era borrifado com alcool
etilico 70% e seu conteudo transferido para um tubo de centrifugacéo (tipo falcon) de
50 mL, de polipropileno e fundo conico (KASVI®), com 10 mL de meio completo. O
tubo foi centrifugado (Bio Eng BE-4004, Labstore®) por 5 minutos a 1.200 rotacdes
por minuto (rpm). O sobrenadante foi desprezado e todo o0 excesso do tubo aspirado
com auxilio de uma pipeta sorologica Pasteur.

Eram adicionados 10 mL de meio completo ao tubo. As células foram
desprendidas suavemente, batendo-se o tubo na palma da méo, e transferidas para a
garrafa de cultura celular. O conteudo da garrafa era homogeneizado suavemente,
observado em microscoépio invertido (Carl Zeiss®) e, a seguir, a garrafa foi mantida
em estufa (Isotemp - Fisher Scientific®) a 37°C, com uma atmosfera de 5% de diéxido
de carbono (CO2); as garrafas eram de polietileno estéreis de 175 cm e, mantidas
com a tampa do tipo “vent.” entreaberta (KASVI®).

A garrafa era observada no microscépio invertido diariamente. O meio de
cultura era trocado a cada 3 dias, se houvesse mudanca acentuada do pH do meio
(variac&o da coloracao do roseo para o alaranjado). Esse era descartado e substituido
por 10 mL do meio novo, com leve movimentagéao do conteudo da garrafa, em seguida
observado novamente em microscépio invertido. A garrafa foi colocada novamente na
estufa de CO2.

Estas células foram mantidas por expansao continua para posterior realizacéo

do experimento in vivo.
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4.3 AVALIACAOQ in vivo

4.3.1 Manutenc¢ao do camundongos

Foram utilizados trinta e seis camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6,
tanto fémeas como machos, com aproximadamente 25 + 6 gramas de peso e com 22
a 26 semanas de vida. Os animais foram alojados no Nucleo Avancado de Estudos
da Vida (NAEVI) da UEPG, em sala climatizada a temperatura constante de 22 + 2°C,
sob ciclo de iluminacéo claro e escuro de 12 horas controlado automaticamente.

Foram mantidos em caixas plasticas de polipropileno padrdo para
camundongo (30 x20 x 13 cm) com tampas gradeadas, com um nimero maximo de 4
animais por caixa.As caixas eram limpas diariamente, com troca da maravalha e
alimentacdo. A alimentacdo de livre acesso consistiu em racdo padrdo para

camundongo (Nuvilab®) e agua fresca, permanentemente.

4.3.2 Aspectos éticos

O manejo dos roedores obedeceu as normas de conduta com pesquisa animal
e foram realizados ap6s a autorizacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UEPG. O protocolo experimental foi previamente submetido a anélise e
aprovado pela CEUA-UEPG, sob o nimero do processo 19.0000.24777-6. (ANEXO
A).
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4.3.3 Implantacéo das células tumorais

A linhagem de células B16F10 (melanoma murino) foram cultivadas de acordo
com o descrito no item 4.2 até confluéncia (ocupacéo celular densa na superficie da
garra), ou seja, a garrafa ficava repleta de células. O meio de cultura com
aproximadamente 50% de confluéncia foi removido com o auxilio de uma pipeta
sorolégica Pasteur.

A seguir, foi adicionado 2 mL de solu¢cdo de Tripsina-EDTA 0,25% (LCG
Biotecnologia®) aquecida em banho maria a 37° C. As células eram desprendidas,
batendo-se suavemente contra a palma da mao e observadas no microscoépio
invertido. Logo, as células foram ressuspensas, lavadas com meio RPMI- 1640,
transferidas para um tubo de centrifugacao (tipo falcon) de 50 mL e centrifugadas a
1.200 rpm por 5 minutos.

As células viaveis eram contadas em camara de Neubauer espelhada

(KASVI®) na concentracéo de 5 x 104 células (numero de células para inoculagdo em
cada animal de experimentacdo) para cada mL. Apés, as células eram imediatamente
inoculadas nos camundongos.

Os camundongos foram submetidos a contencdo manual e a injecéo foi feita

via subcutanea (s.c.) na regido dorsal direita, com seringa de 1 mL e agulha

hipodérmica (13 x 0,3 mm) (Figura 3). Foi inoculado em cada camundongo 5 x 104
células B16F10 em 0,5 mL e, foram acompanhados diariamente, observando-se suas
condig¢des clinicas, desde o momento da inoculagéo até a sua morte.

Aos 14 dias de inoculacdo das células e visualizacdo da formacédo de um

tumor palpavel, os animais foram divididos randomicamente em grupos experimentais.
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Figura 3 — Detalhe da técnica de inoculacdo subcutanea das células de melanoma
murino B16F10 na regido dorsal do camundongo C57BL/6.

Fonte: O autor.

4.3.4 Tratamento e grupos experimentais

O tratamento com o sobrenadante do fungo Cordyceps militaris em meio a
base de melago de cana foi iniciado no 14° do implante tumoral, uma vez ao dia, no

periodo da manha, via intraperitoneal (i.p.), durante 11 dias consecutivos e utilizando
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um n de 9 camundongos C57BL/6, por grupo. Os animais inoculados com 5 x 104

células B16F10 foram randomicamente divididos nos seguintes grupos experimentais:

1) Grupo Controle: camundongos que ndo recebiam o tratamento.

2) Grupo SB 0,3: camundongos que recebiam o tratamento (i.p.) do

sobrenadante, na dose de 0,3 mL / animal / por dia.

3) Grupo SB 0,6: camundongos que recebiam o tratamento (i.p.) do
sobrenadante, na dose de 0,6 mL / animal / por dia.

4) Grupo SB 0,9: camundongos que recebiam o tratamento (i.p.) do
sobrenadante, na dose de 0,9 mL / animal / por dia.

Simultaneamente ao tratamento, os tumores dorsais foram medidos com
auxilio de um paquimetro.

Os animais foram acompanhados por um periodo de 24 dias apos a
inoculacao das células tumorais de melanoma (14 dias da inoculacdo + 11 dias de
tratamento (iniciado no 14° dia)) e apds este periodo, no vigésimo quinto dia, foram
eutanasiados por anestesia inalatéria com Isoflurano®, em seguida do deslocamento
cervical e, logo depois, realizado a necrdpsia e foram retiradas amostras dos tumores
dorsais e os seguintes 6rgaos: figado, pulmao e coracdo para posteriores analises

histoldgicas (Figura 4).
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Figura 4 — Linha do tempo referente a realizacdo dos ensaios da avaliacdo in vivo.
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Fonte: O autor.

4.3.5 Parametros biométrico e macroscépico

Seguidamente ao desenvolvimento visivel e palpavel do tumor dorsal
implantado, em torno de 14 dias ap0s a injecdo das células B16F10, a massa corporal
(9) e o volume tumoral (mm) foram mensuradas. A avaliacdo do parametro biométrico
da massa corporal dos camundongos € um critério indispensavel para determinar a
estimativa do ganho e/ou perda da massa corporal em relacdo a resposta ao
tratamento, ou seja, pode-se acompanhar o processo do desenvolvimento de
caquexia, por exemplo (OTAKE et al., 2010).

Foi calculado o ganho de peso dos camundongos durante o tratamento,
através da diferenca entre o peso da massa corporal final (no 24° dia) e o peso da
massa corporal inicial (no 14° dia). A pesagem da massa corporal dos camundongos,
foi realizada diariamente em balanca digital (BEL Engineering®, Piracicaba, SP,
Brasil), sempre no mesmo horario, durante todo o tratamento.

O parametro macroscoépico do crescimento tumoral foi avaliado com o auxilio
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de um paquimetro (calibrador deslizante), para as medidas no sentido longitudinal e
transversal do tumor (duas medidas), por 11 dias, com inicio no décimo quarto dia até
o fim do experimento. Foi calculado e obtido o volume tumoral, através da seguinte
formula (KATO et al., 1994):

Volume tumoral (mm3) = 0,5 x A x B2, onde:

“A” é o diametro longitudinal e “B” é o diametro transversal.

4.3.6 Andlise estatistica

Foi utilizado o software de programa estatistico GraphPad Prism® (versao
7.05) para elaborar os gréficos (figuras 5, 6 e 7) deste trabalho, inclusive a média +
erro padrdo da média e a significancia dos dados de 5% (p < 0,05). Para os ensaios,
0s resultados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA de uma e/ou duas vias, com

pos teste pelas técnicas sequenciais de Tukey (comparacdes multiplas) ou Bonferroni.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTACAO ANIMAL

5.1.1 Massa corporal dos camundongos com melanoma

Inicialmente, as estimacdes do peso corporal de todos os camundongos com
tumores dorsais inoculados com células B16F10 tratados com o sobrenadante ou sem
tratamento, foram agrupados conforme os dois parametros de massas corporais: (1)
peso inicial, correspondente ao dia da inoculagéo e (2) peso final, analogo ao dia da
eutanasia (Tabela 1).

Essa comparacéo foi realizada a fim de identificar se a ocorréncia de caquexia
ou nao, é diferente em animais de diferentes grupos experimentais. Foi realizado o
teste de ANOVA de duas vias e pos teste de Bonferroni. Ndo foram encontradas
diferencas na comparacéo das estimagOes de massas corporais desses dois tipos de
parametros para o grupo com tumor dorsal sem tratamento e com tumor dorsal tratado

com trés diferentes doses do sobrenadante.

Tabela 1 — Massa corporal dos camundongos antes e apds o periodo de tratamento

Grupos experimentais*
CONTROLE SB 0,3 mL SB 0,6 mL SB 0,9 mL

Peso inicial (g) 24,63+1,17 26,92 +£0,45 26,43 +£0,73 21,72 +0,74
Peso final () 27,23 +£2,13 27,64 £0,48 23,96 +1,13 20,34 +1,44
Fonte: O autor.

Nota: Dados expressos em média + erro padrao da média. O asterisco “*” indica um n = 7, de
animais por grupo.

Feita a comparacéo desses dois tipos de parametros de medida da massa
corporal dentro de cada grupo experimental participantes, foi realizada a comparacéo
da evolucéo diaria da massa corporal entre 0s grupos experimentais, durante onze
dias. Essa comparacéao foi realizada a fim de identificar se o peso corporal entre os
grupos experimentais de camundongos varia conforme o decorrer dos dias e como o
ganho de massa corporal afeta a resposta ao tratamento. Foi realizado o teste ANOVA
de uma via e pos teste de Tukey.

Primeiramente, a comparacao da evolugéo diaria da massa corporal entre si

mostrou que n&o ocorreu uma variacdo significativa em todos 0s grupos
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experimentais. Quando se comparou a evolucado do peso corporal entre 0s grupos
experimentais Controle x SB 0,3 nao foram encontradas diferencas significativas no
decorrer dos dias. Quando se comparou a evolugéo do peso corporal durante os onze
dias, foram encontradas diferencas significativas entre os grupos experimentais SB
0,6 x Controle no terceiro (p = 0,03), quinto (p = 0,02) e sexto (p = 0,03) dias. O grupo
SB 0,9 diferencia do grupo Controle, no terceiro (p = 0,0001), quarto (p = 0,0001),
quinto (p = 0,0001), sexto (p = 0,0003), sétimo (p = 0,0003), oitavo (p = 0,002), nono
(p = 0,003), décimo (p = 0,01) e décimo primeiro (p = 0,01) dias (Figura 5).

Figura 5 — Efeito do tratamento com o sobrenadante sobre a evolugcdo e variagdo da massa

corporal de camundongos inoculados com células B16F10.
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Fonte: O autor.

Legenda: Perfil da progressdo da massa corporal de camundongos inoculados com 5 x 104 células
B16F10 e tratados com sobrenadante. Determinacédo diaria da massa corporal ao longo do periodo de
tratamento, 11 dias, com diferentes doses do SB (0,3, 0,6 e 0,9 mL/animal/dia) ou sem tratamento. Os
resultados foram expressos como a média £ erro padrdo da média. O asterisco “*” indica que houve
diferenca significativa (em relacdo ao grupo controle: “tumor/sem tratamento”).

Por meio da andlise de evolucao diaria da massa corporal dos camundongos,
observamos que o grupo SB 0,9 mL manteve-se com diminuicdo até o fim do
experimento. Esse resultado é capaz de distinguir o grupo nao tratado com o grupo
tratado com o sobrenadante na concentracdo 0,9 mL (por animal, por dia), trazendo
condicOes favoraveis para esses animais durante os onze dias de tratamento, pois
independente do crescimento tumoral, os animais ganharam e mantiveram o peso e,
sugere-se que 0s animais estavam menos suscetiveis a complicacdes causadas pela

neoplasia.
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Poucos trabalhos mostraram resultados semelhantes ao nosso (NAKAMURA
et al., 2003). Além disso, a tendéncia de diminuicdo da massa corporal em
camundongos com melanoma murino e tratados com extrato aquoso de Cordyceps
sinensis, para esse estudo nao foi estatisticamente significativo, diferente ao nosso
(NAKAMURA et al., 2003).

No parametro biométrico de massa corporal, existem indicios de caquexia, ou
seja, uma complicagdo frequente em pacientes em estagios avancados de neoplasias
(SILVA, 2006). Embora nossas analises usando o parametro de massa corporal
tenham apresentado altos niveis de significAncia, os dados ndo foram ajustados em
relacdo ao aumento progressivo do volume do tumor. Portanto, € possivel que nossos

resultados tenham sido influenciados por esse fator.

5.1.2 Anélise do volume tumoral

A partir do acompanhamento diario do desenvolvimento e da evolucdo dos
tumores dorsais em relacao a diferentes doses do sobrenadante e ao grupo controle,
durante o periodo, de onze dias de tratamento, foi possivel identificar padrdes distintos
para cada um dos grupos experimentais, ou seja, camundongos injetados com células
de melanoma murino, independentemente de terem sido tratados ou néao,
apresentaram grande variacao individual em relacdo ao desenvolvimento do tumor
(Figura 6). Foi realizado o teste ANOVA de uma via e pds teste de Tukey.

Inicialmente, os trés diferentes grupos experimentais submetidos ao
tratamento com o sobrenadante mostraram que houve um crescimento tumoral mais
lento, a partir do quarto dia, quando comparados com o grupo controle (nao tratados).
O grupo SB 0,9 diferencia do grupo Controle, no primeiro (p = 0,02), quarto (p = 0,006),
quinto (p = 0,0001), sexto (p = 0,0001), sétimo (p = 0,0001), oitavo (p = 0,0001), nono
(p = 0,0001) e déecimo (p = 0,006) dias.

Quando se comparou a progressdo do volume tumoral durante onze dias,
foram encontradas diferencas significativas entre os grupos experimentais SB 0,3 X
Controle no primeiro (p = 0,01), quarto (p = 0,007), quinto (p = 0,0001), sexto (p =
0,0003), sétimo (p = 0,0001), oitavo (p = 0,0001), nono (p = 0,0001), décimo (0,002) e
décimo primeiro (p = 0,008) dias de tratamento, sendo que, este grupo manteve a
tendéncia de reducéo significativa do volume do tumor em todos os dias, a partir do

quarto dia de tratamento.
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O grupo SB 0,6 diferencia do grupo Controle, no primeiro (p = 0,03), segundo
(p = 0,03), quarto (p = 0,003), quinto (p = 0,0001), sexto (p = 0,0001), sétimo (p =
0,0001), oitavo (p = 0,0001), nono (p = 0,0001), décimo (0,002) e décimo primeiro (p
= 0,01) dias, mostrando também, que este grupo manteve a tendéncia de reducéo

significativa do volume do tumor em todos os dias, a partir do quarto dia de tratamento.

Figura 6 — Efeito do tratamento com sobrenadante sobre a progresséo do volume tumoral de

camundongos inoculados com células B16F10.
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Legenda: Perfil da progress@o do volume tumoral de camundongos inoculados com 5 x 104 células
B16F10 e tratados com sobrenadante. Determinacédo diaria do volume tumoral ao longo do periodo de
tratamento, 11 dias, com diferentes doses do SB (0,3, 0,6 e 0,9 mL/animal/dia) ou sem tratamento. Os
resultados foram expressos como a média * erro padrdo da média. O asterisco “*” indica que houve
diferenca significativa (em relacdo ao grupo controle: “tumor/sem tratamento”).

Feita a comparacéo desses parametros de medida do volume tumoral entre
0S grupos experimentais, foi realizada a comparacéao do volume tumoral final entre os
grupos experimentais, ao final do tratamento. Essa comparacao foi realizada a fim de
identificar se volume da massa tumoral entre 0s grupos experimentais de
camundongos varia no final do tratamento.

Antes de tudo, animais do grupo nao tratados apresentaram volume de
tumores maiores, em relagdo a média dos grupos tratados, ou seja, houve um
aumento do volume tumoral em 170% (grupo controle), apds 11 dias consecutivos.

A administracdo de 0,3, 0,6 ou 0,9 mL/animal/dia do SB por apenas 11 dias ja
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causou altera¢des no volume tumoral, uma vez que, quando comparados ao grupo de
animais controle. Neste caso, as doses de sobrenadante 0,3, 0,6 e 0,9 mL (animal/dia)
impediram o crescimento da massa tumoral dorsal dos camundongos, resultando em
volumes 80, 73 e 54% menores em relacdo ao volume do tumor observado no grupo
nao tratados, respectivamente. Houve diferenca estatisticamente significativa, na

comparacao dos seguintes grupos: SB 0,3 x Controle e SB 0,6 x Controle (Figura 7).
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Figura 7 — Volume tumoral de camundongos inoculados com células B16F10 e tratados
com doses distintas do sobrenadante, no final do tratamento.
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Fonte: O autor.

Legenda: Os animais foram inoculados com 5 x 104 células B16F10 e tratados com diferentes doses
do SB (0,3, 0,6 e 0,9 mL/animal/dia) por 11 dias consecutivos. Ao final dos periodos destes o volume
tumoral foi determinado. Cada barra representa a média + erro padrao da média. O asterisco “*” indica
que houve diferenga significativa (em relagdo ao grupo controle: “tumor/sem tratamento”). Teste
estatistico ANOVA de uma via e pos teste de Tukey. **p < 0,008 *p < 0,01.

Por meio da andlise da progressdo do volume tumoral, observamos que ha
reducdo do volume da massa tumoral nos trés grupos tratados em diferentes doses
do sobrenadante. Esse resultado é capaz de evidenciar qual o melhor tratamento,
viavel, dentre as trés doses testadas, trazendo maior entendimento para um possivel
tratamento alternativo do melanoma murino, no futuro.

Outros trabalhos mostraram resultados similares aos nossos, porém com o
uso do extrato fungico da espécie Cordyceps sinensis, no estudo de WU, ZHANG e
LEUNG (2007), utilizaram o tratamento com o extrato de acetato de etila do micélio C.
sinensis através de injecao intraperitoneal, e observaram que o extrato inibiu o
crescimento de tumores de melanoma induzidos por células B16 nos animais e
diminuiu o volume tumoral em cerca de 62%. Enquanto o extrato aquoso de C.
sinensis apresentou uma reducao significativa de 53% da massa tumoral, quando
comparado ao grupo controle em estudo realizado por Nakamura et al. (1999).

Além disso, a influéncia do tratamento de 37 dias com extrato de C. militaris

reduziu o tamanho e a massa dos tumores em modelo de camundongo melanocitico,
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para esse estudo os resultados foram similares aos nossos, apesar de que a aplicacéo
do extrato, nesse estudo, foi por via subcutanea ao redor do tumor - ndo diretamente
no tumor (RUMA et al., 2014).

Neste estudo, focamos no papel do sobrenadante de C. militaris em meio a
base de melaco de cana-de-acucar de uma linhagem de células B16F10 no
crescimento tumoral, massa corporal e na possivel ocorréncia de metastases in vivo,
em apenas 11 dias de tratamento. Consequentemente, novos estudos s&o
necessarios para melhorar a compreensdo de uma neoplasia complexa,
especialmente para possiveis novos tratamentos alternativos e de baixo custo, no

futuro, favorecendo o aumento da sobrevida para cancer do tipo melanoma.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o tratamento in vivo com o sobrenadante de Cordyceps
militaris em meio a base de melaco de cana-de-acucar nas doses 0,3 e 0,6
mL/animal/dia por 11 dias, foi efetivo na inibicdo parcial do crescimento do tumor
induzido e a dose 0,9 mL/animal/dia favoreceu a manutencdo da massa corporal dos
animais quando comprado ao grupo controle, indicando que nao houve condicdo de
caquexia, além de o sobrenadante nao ter sido considerado toxico para 0s animais
durante o periodo de tratamento.

Portanto, nossa investigagcdo mostrou pela primeira vez que o sobrenadante
de Cordyceps militaris em meio a base de melaco de cana-de-acucar é promissor para
gerar possiveis novas terapias e que atue de forma efetiva acerca do melanoma,
promovendo, quem sabe, o aumento da possibilidade de cura e o tempo de

sobrevivéncia.
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